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Einleitung und Fragestellung

1  Einleitung und Fragestellung

Einer der wertvollsten Naturstoffe Gberhaupt ist die Milch. Seit Jahrtausenden
ist sie Grundbestandteil der menschlichen Erndhrung und zahlt daher zu den
altesten Lebensmitteln [SPREER, 2005].

Milch wird definiert als das Sekret der Milchdrise weiblicher Séugetiere. Der
naturliche Zweck der Milch ist die Erndhrung des Neugeborenen solange zu
sichern, bis sich diese unabhangig vom Muttertier mit Nahrung versorgen
konnen. Aus diesem Grund enthélt die Milch alle zum Erhalt und Aufbau des
Organismus erforderlichen Stoffe. Die Zusammensetzung der Milch ist
artspezifisch, je nach Tierart kann diese ziemlich stark schwanken
[TOPEL, 2004].

Die Milch von Ziege, Schaf, Buffel und Rind wurde vom Mensch immer schon
genutzt, um sich zu ernahren. Heutzutage versteht man unter der Handelsware
Milch beinahe ausschliel3lich Kuhmilch. Milch von anderen Tierarten gelangt
unter Kennzeichnung, zum Beispiel als Schaf- oder Ziegenmilch in den Handel
[BELITZ et al., 2001].

Die Milchindustrie ist verantwortlich fir eine facettenreiche Gruppe von
wirtschaftlich bedeutenden Produkten, wie Milch, Butter, Joghurt und Kéase.
Kuh-, Schaf-, Ziegen- und Buffelmilch werden hauptsachlich fur die Herstellung
dieser Produkte verwendet. Die dominierende Milch am Markt ist die Kuhmilch,
welche von der Mehrheit der westlichen Bevolkerung konsumiert wird
[HURLEY et al., 2004].

Vermehrte Verfalschungen und Teilverfalschungen sind in der Milchindustrie
zunehmend besorgniserregend. Um Produktionskosten zu senken oder
Wettbewerbsvorteile zu erreichen, wird in Milchprodukten teilweise oder sogar
das ganze Milchfett durch billigeres pflanzliches Fett ersetzt [FOX et al., 1988].
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Eine Verfalschung der Milch mit Melamin ist deshalb wirtschaftlich reizvoll, weil
dieser Stoff eine sehr stickstoffreiche Substanz ist und so als Ersatzstoff fur
Milchprotein Verwendung findet. Es entstehen Produkte, die durch Nicht-
Proteinstickstoff, welcher von Melamin stammt, einen falschlicherweise
erhohten Proteinwert aufweisen. Ublichen Analysenmethoden ist es nicht
maoglich, zwischen Proteinstickstoff und Nicht-Proteinstickstoff zu unterscheiden
[WHO und FAO, 2008].

Der Inbegriff der Lebensmittelverfalschung ist das Zufligen von Wasser zu
einem Getrank. Durch die Verdiunnung der Milch verandert sich ihre Dichte, der
Brechungsindex des Laktoserums und - am wichtigsten - der Gefrierpunkt
[LEES, 2003].

Hinsichtlich der Lebensmittelauthentizitdt wurde die Artendifferenzierung von
tierischen Produkten in den letzten Jahren zu einem wichtigen Thema.
Ein Schutz gegen Substitution oder Zumischung ist wegen allergischen und
religiosen Einschrankungen, aber auch wegen staatlichen Regulierungen von
Bedeutung. Um unfairen Wettbewerb zu vermeiden und ehrliche Lebensmittel-
kennzeichnung zu gewahrleisten, ist es notig, gute analytische Methoden fur die
Milchindustrie und die Exekutivorgane zu entwickeln, um die Verfalschung von
Milch in Angriff nehmen zu kénnen [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen einige wichtige Verfalschungsarten
der Milch behandelt werden. Einerseits soll kurz erlautert werden, welche
Beweggriinde hinter einer derartigen Verfalschung stehen. Andererseits soll
naher darauf eingegangen werden, welche Mdglichkeiten vorhanden sind, um

die jeweiligen Verfalschungstypen nachzuweisen.
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2  Verfalschung durch Melamin

Melamin ist eine industrielle Chemikalie, die in der Produktion von Melamin-
harzen eingesetzt wird. Dieser Stoff hat zwar geringe orale Toxizitat, jedoch
konnen chronische Aufnahmen von hohen Konzentrationen zu renalen
Erkrankungen fuhren. Tierfutterzutaten, welche mit Melamin und seinen
Analogen kontaminiert waren, fuhrten im Méarz 2007 zu einem grof3en Ausbruch
von Nierenerkrankungen, die mit zahlreichen Todesfallen von Katzen und
Hunden einhergingen. Im September 2008 wurde berichtet, dass hohe Kon-
zentrationen von Melamin in chinesischer Sauglingsanfangsnahrung gefunden
wurden. Daraufhin prifte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) die jungste
Melaminkontamination von China. Uber 51900 Sauglinge und Kleinkinder
wurden in China ins Spital gebracht, Griinde dafiir waren renale Probleme,
maogliche Obstruktion der Nierengange und mogliche Nierensteine aufgrund des
Konsums von melaminkontaminierter Sauglingsanfangsnahrung und &hnlichen
Milchprodukten. Sechs Todesfalle unter den Kindern wurden in China berichtet
[XU et al., 2009].

Die Substanz Melamin hat bei einem LDso-Wert von 3161mg/kg Koérpergewicht
bei Ratten nur gering akut toxische Wirkung [WHO: melamin an cyanuric acid,
2008], sobald die Konzentration an dieser Chemikalie aber einen gewissen
Grenzwert erreicht, kommt es zur Kristallbildung im Urin; unter diesem Wert hat
die Aufnahme von Melamin im Allgemeinen keine negativen Auswirkungen auf
die Gesundheit. Viele der betroffenen Kinder aus China hatten Steine oder
Kalkablagerungen in der Niere, in der Harnblase oder im Harnleiter. Diese
Nierensteine setzten sich aus Harnsaure (normales Abfallprodukt des
menschlichen Urins) und Melamin zusammen [WHO und FAO, 2008].
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Experimentelle Studien haben gezeigt, dass auch die Kombination mit Cyanur-
saure zu gesundheitlichen Problemen fiihren kann, da sich in der Niere un-
l6sliche Melamin-Cyanursaure-Kristalle bilden, die dann in weiterer Folge zum
Versagen der Niere fuhren kénnten [WHO, 2008].

Verschiedene Vorfalle von melaminkontaminiertem Tierfutter wurden ebenso
berichtet, wobei einer sogar dazu fuhrte, dass 1154 Produkte zurtickgerufen
werden mussten. Diese Sorte Tierfutter stand im Verdacht, den Tod von mehr
als 1000 Katzen und Hunden aufgrund eines Nierenversagens verursacht zu
haben [WHO und FAO, 2008].

Verfalschung mit Melamin ist wirtschaftlich gesehen deshalb reizvoll, weil es
eine sehr stickstoffreiche Substanz ist und so als Ersatzstoff fur Protein Ver-
wendung findet. Es entstehen Produkte, die durch Nicht-Proteinstickstoff,
welcher von Melamin stammt, einen falschlicherweise erhdhten Proteinwert
aufweisen. Den ublichen Analysemethoden ist es nicht mdglich zwischen
Proteinstickstoff und Nicht-Proteinstickstoff zu unterscheiden, deshalb kénnen
solche Verfalschungen Uberhaupt auftreten. Damit Verfalschung vermieden
werden kann, ist es wichtig, neue, einfache, schnelle, spezifische und kosten-
gunstige Analysenmethoden fir die Quantifizierung von Protein zu entwickeln
[WHO und FAO, 2008].

Durch den Konsum von kontaminierter chinesischer Sauglingsnahrung wurden
durchschnittlich 8.6 bis 23.4mg/kg Koérpergewicht pro Tag an Melamin aufge-
nommen, wobei sich diese Werte auf die meist kontaminierte Marke beziehen.
Diese Menge ist das 40 bis 120fache des TDI von 0.2mg/kg Korpergewicht,
was die gesundheitliche Dramatik nur verdeutlicht. Vorsichtige Schatzungen
lassen darauf schliel3en, dass die mogliche Belastung von Erwachsenen durch
verfalschte Milchprodukte bei einem 0.8 bis 3.5 fachen TDI-Wert liegt
[WHO und FAO, 2008].
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2.1 Was ist Melamin und wo findet es ublicherweise
Verwendung

2.1.1 Chemische und physikalische Aspekte

H,N N NH,

NH,

Abbildung 1:  Strukturformel von Melamin [FILIGENZI et al., 2007]

Melamin (2, 4, 6-Triamino-s-triazin) oder auch Cyanursauretriamid genannt,
bezeichnet eine chemische Verbindung, die allgemein in der Kunststoffindustrie
Verwendung findet. Diese Substanz ist ein weil3es, geruch- und auch
geschmackloses Pulver, das sich ab einer Temperatur von 280°C zersetzt und

dann direkt vom festen Aggregatzustand in den gasférmigen Gbergeht.

Die Lésungseigenschaften sind in kaltem Wasser eher schlecht, dagegen ist es
in  heiBem  Wasser gut l6slich; unléslich ist es in Ether
[Beratergremium fur umweltrelevante Altstoffe (BUA) der Gesellschaf Deutscher
Chemiker, 1993].



Verfalschung durch Melamin

Durch Reaktion von Melamin mit Alkoholen, Aldehyden und Aminen kann es zu
Harzen weiterverarbeitet werden. Eine der wirtschaftlich wichtigsten Reaktionen
ist die Addition von Formaldehyd an die Aminogruppe des Melamins, wobei
Methylol-Melamine entstehen. Durch Kondensation entstehen hohermolekulare
Verbindungen, im schwach alkalischen Milieu bei Temperaturen ab 90°C und im
stark Sauren schon ab 20-40°C. Je nach Dauer der Erwarmung sind die ent-
standenen Harze starker oder schwécher vernetzt [Beratergremium fur umwelt-
relevante Altstoffe (BUA) der Gesellschaf Deutscher Chemiker, 1993].

2.1.2 Die Verwendung von Melamin

Der Anwendungsbereich von Melamin ist breit gefachert. In der Automobil-
industrie findet Melamin als Einbrennlack Verwendung, dabei wird es mit Alko-
hol verethert und durch Zusatz von weich machenden Harzen entstehen diese
besonders alkaliresistenten Lacke. Auch in der Holzindustrie wird Melamin be-
sonders bei hoherwertigen Produkten, wie zum Beispiel feuchtigkeitsbestandige
Spannplatten, als Teil von Harzklebesystemen, wie etwa Melamin-Harnstoff-
Formaldehyd-Harze (MUF), verwendet. Durch Zusatz von Melaminharzen wird
Papier veredelt, dabei entstehen Produkte mit erhdhter Nassfestigkeit und
Nassabriebfestigkeit. Ebenso kénnen Textil- und Lederwaren veredelt werden,
indem cellulosehdltige Gewebe mit Melaminharzen impragniert werden. Durch
diese Behandlung erhdht sich die Formbestandigkeit, Scheuer- und Nassfestig-
keit, aul3erdem kann zu einem gewissen Grad die Entflammbarkeit der Fasern
verringert werden [Beratergremium fur umweltrelevante Altstoffe (BUA) der
Gesellschaf Deutscher Chemiker, 1993].
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2.2 Toxikologie von Melamin

2.2.1 Akute Toxizitat

Studien an verschiedenen Tierarten, wie Ratten, Mausen oder Hasen, haben
die akute Toxizitat ausgeforscht. Ebenso wurden die unterschiedlichen Arten
der Aufnahme (oral, inhalativ, dermal) untersucht. Die niedrigsten LDso-Werte

dabei waren:

LDso oral, Ratte = 3161mg/kg Korpergewicht
LCsoinhalativ, Ratte = 3.2mg/I

LDsodermal, Hase > 1000mg/kg Korpergewicht
LDso i.p., Maus = 112mg/kg Korpergewicht

Es wurden keine hautirritierenden Eigenschaften an Hasen oder Meerschwein-
chen festgestellt [OECD, 1998]. Futterungsstudien an Ratten, Mausen und
Hunden haben gezeigt, dass die hauptsachlichen toxikologischen Effekte von
Melamin folgende sind: Nierensteinbildung, entzindliche Reaktionen und
Verdickung der Harnblase. Im Korper wird der Stoff nicht metabolisiert, sondern
schnell renal ausgeschieden; die Halbwertszeit in Plasma betragt drei Stunden.
Melamin hat nur eine sehr geringe akute Toxizitat [WHO, 2008].

2.2.2 Chronische Toxizitat

Verschiedene Studien an Tieren haben herausgefunden, dass vor allem die
Harnwege betroffen sind. Der Stoff Melamin hat diuretische Wirkung und neigt
im Korper zur Harnsteinbildung (Urolithiasis). Bei Mausen sind sowohl Eiterung
als auch Verdickung der Harnblase aufgetreten. Die Verdnderungen der Harn-
blase sind abhéngig von der zugefiihrten Dosis und von der Spezies, die Ratte
und dabei vor allem die mannliche, ist empfindlicher als die Maus
[OECD, 1998].
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Futterungsstudien an Tieren konnten keine nierentoxische Wirkung nach-
weisen. Hohe Dosen an Melamin haben bei Ratten und Hunden diuretische
Wirkung gezeigt, aber verursachen keine Nierentoxizitdt. Dennoch hat eine
13-wdchige Futterungsstudie gezeigt, dass sich im proximalen Tubulus kalk-
haltige Ablagerungen dosisabhéngig manifestieren, darauf folgte eine 2-Jahres-
Studie, welche eine chronische Entziindung der Niere ergab [WHO, 2008].

2.2.3 Kanzerogenitat

Das NTP (National Toxicology Program) fuhrte eine zweijahrige Studie an
Ratten durch, dabei wurden unterschiedliche Dosen an Melamin verflttert:
0, 4500 oder 9000mg/kg in einer Diat fur weibliche Ratten und 0, 2250 oder
4500mg/kg fur mannliche. Man kam zu dem Ergebnis, dass es keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen hinsichtlich der
Sterberate gab.

In einer Konkurrenzstudie an Mausen (Melamindosis: 0, 2250 oder 4500mg/kg)
wurde eine niedrigere Uberlebensrate bei mannlichen Versuchstieren, die hoher
dosiert geflittert wurden, beobachtet. Es wurden Nierensteine und entzindliche
hyperplastische Veranderungen in der Harnblase gefunden, ebenso sind solche
Veranderungen bei weiblichen Tieren aufgetreten, jedoch nicht so haufig.
Weiters konnte keine pathologische Gewebebildung in der Harnblase gefunden
werden. Eine andere Studie kam zu dem Ergebnis, dass die Bildung der Harn-
blasensteine abhangig von der Dosis ist. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
die Inzidenz von Karzinomen und Papillomen abhangig von der Dauer der

Melaminbehandlung ist.
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Die International Agency for Research on Cancer (IARC) stellte fest, dass der
DNA-reaktive Mechanismus, unter welchem Melamin Harnblasentumore bei
Ratten verursacht, nur unter Bedingungen auftritt, welche Steine verursachen.
Alles in allem konnte Melamin beim Menschen nicht als kanzerogen klassifiziert
werden [WHO und FAO, 2008].

2.2.4 Gentoxizitat

Diesbeziglich wurden viele Studien an unterschiedlichen Organismen und
Zellen durchgefuhrt. Es wurden sowohl tbliche Verfahren angewandt, wie z.B.
AMES-Test, aber auch nicht so Gebrauchliche, wie das Bioluminescenzenz-
verfahren. Alles in allem gilt Melamin weder als gentoxisch noch als mutagen
[OECD, 1993].

2.2.5 Kombinierte Toxizitat

Die beiden Substanzen, Melamin und Cyanurséure, haben alleine fir sich nur
geringe akute Toxizitat. Der Ausbruch von Nierenversagen bei Katzen und
Hunden, die kontaminiertes Futter im Jahre 2007 aufgenommen hatten, |lasst
darauf schlieRen, dass die gemeinsame Aufnahme von Melamin und Cyanur-
saure eine toxische Wirkung auf Nieren zur Folge hat. Die Untersuchung des
Tierfutters ergab, dass es eine Vielzahl von Triazinen, unter anderem auch
Melamin und Cyanursaure, enthielt [WHO, 2008].

In einer Studie von Puschner et al. (2007) hat man Katzen melamin- und
cyanursaurehdltiges Futter zwei Tage lang verabreicht, dabei trat bei diesen
Tieren akutes Nierenversagen mit Kristallen in Urin und Niere auf. Dagegen
zeigten Katzen, die zwar mit derselben Dosis, aber nur mit einer der beiden
Substanzen behandelt wurden, keine pathologischen Verénderungen.
Dobson et al. (2008) konnte dies bestéatigen, Ratten bekamen einen Mix aus
vier verschiedenen Triazinen oder die Kombination von Melamin und Cyanur-
saure drei Tage lang verabreicht [WHO und FAO, 2008].
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Dadurch stieg der Gehalt von Harnstoff-Stickstoff und Kreatinin im Serum an
und es kam zu einer Erh6éhung des Nierengewichts. Ratten, die mit einer
Einzeldosis von Ammelin oder Ammelid geflittert wurden, zeigten 24 Stunden
nach der Behandlung keine Veranderung bezlglich Nierengewicht, Harnstoff-
Stickstoff, Serumkreatinin und Kreatininausscheidung. Zur Toxizitat von
Melamin-Cyanursaure-Komplexen sind wenige Daten vorhanden. Eine Studie,
die die akute Toxizitat von Melamin-Cyanurséure bei Ratten und Méausen be-
handelt hatte, kam zu einem LDso von 4110mg/kg Korpergewicht bei Ratten
und zu einem LDso von 3461mg/kg Korpergewicht bei Mausen.

Verglichen mit der Toxizitat der Einzelkomponenten (Melamin: 6000mg/kg Kor-
pergewicht bei Ratten, 4282mg/kg Koérpergewicht bei Mausen; Cyanursaure:
7667mg/kg Korpergewicht bei Ratten, 3378mg/kg Kdrpergewicht bei Mausen)
wird deutlich, dass die Kombination der beiden Chemikalien toxischer ist als
eine alleine [WHO und FAO, 2008].

2.3 Melamin in Lebensmitteln

2.3.1 Mogliche Quellen von Melamin

Wie erwahnt, wird Melamin auf viele verschiedene Arten verwendet. Dadurch
und auch durch den Abbau von chemischen Ausgangsstoffen kann es auf
unterschiedlichen Wegen in die Umwelt und nattrlich auch in die Nahrungskette
gelangen [WHO und FAO, 2008].

Unter anderem ist Melamin ein Metabolit von Cyromazin; dieser Stoff wird als
Pestizid und auch als Tierarzneimittel verwendet. Patakioutas et al. (2007)
fanden heraus, dass durch Besprihung mit diesem Pflanzenschutzmittel die
Gesamternte Rickstande von Cyromazin und auch dessen Metabolit Melamin
enthalt [WHO und FAO, 2008].
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Landwirtschaftliche Versuche haben den Restgehalt von Melamin in Tomaten,
Salat und Sellerie geprift, laut japanischen Daten (Japan Food Safety Commis-
sion) betrug der Rickstand nicht mehr als 1mg/kg. Der Melamin-Ruckstand in
Bohnen wurde von Karras et al. (2007) untersucht, indem er die Wurzeln mit
einer Cyromazinlésung versetzte, dabei betrug der Rickstand von Melamin im
vegetativen Teil der Pflanze weniger als 1mg/kg. Laut Experten
(Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues (JMPR USEPA)), betragt der
Melaminrtickstand im Allgemeinen ungefahr 10% des Cyromazinriickstandes,
aul3er bei geniel3baren Schlachtnebenerzeugnissen und Pilzen ist die Hohe des
Melaminriickstandes etwa gleich dem des Cyromazinriickstandes
[WHO und FAO, 2008].

Die Migration von melamin-formaldehydhéltigem Plastikgeschirr wurde unter
kontrollierten Bedingungen untersucht; dabei wurden hohe Temperaturen und
lebensmitteldhnliche Lésungen, wie z.B.: Essigsaure oder Wasser verwendet.
Chinese Center for Disease Control and Prevention und das Korea Food and
Drug Administration beschaftigten sich ebenso mit diesem Problem; hochst-
wahrscheinlich betragt die Konzentration von Melamin in Lebensmittel durch
Migration nicht mehr als 1mg/kg.

In den USA wird der Stoff Trichlormelamin als Desinfektionsmittel fiir Lebens-
mittelproduktionsanlagen verwendet; dieser kann zu Melamin abgebaut werden.
Die US FDA schatzt, dass die Melamin-Konzentration in Nahrungsmittel durch-
schnittlich 0.14mg/kg betragt, wenn alle Desinfektionsmittel melaminhaltig sind
[WHO und FAO, 2008].
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Durch den weit verbreiteten Gebrauch von Melamin kann es ebenso in die Um-
welt gelangen, wie zum Beispiel durch die Herstellung von Laminat oder durch
die Produktion von flammenfesten Farben oder Dingemittel, allerdings wurden
noch keine spezifischen Daten uber Rickstandsmengen von Melamin berichtet.
Der Mensch kann durch viele Wege mit Melamin in Kontakt kommen; derzeit
wird angenommen dass diese Melaminquellen nur einen Bruchteil dessen aus-
machen, denen ein Mensch ausgesetzt ist WHO und FAO, 2008].

2.3.2 Zusatz von Melamin
2.3.2.1 Melamin in Sauglingsanfangsnahrung

In einer chinesischen Untersuchung zur Nahrungsaufnahme wurden speziell
verfalschte Sanluprodukte untersucht. Dafiir wurden vier verschiedene Alters-
gruppen von Sauglingen und Kleinkindern gewéhlt; das Alter betrug drei, sechs,
zwolf und vierundzwanzig Monate und ihr Gewicht lag zwischen 5,5 und 14kg.
Bezogen auf die empfohlenen Zufuhrmengen, die der Packungsaufschrift der
Produkte entnommen wurden, wurde fir diese Untersuchung die maximale
Verzehrsmenge verwendet; die zugefiihrten Mengen lagen zwischen 120 und
150g.

Bezieht man sich auf die mittlere Melaminkonzentration von 1000mg/kg der
Sanluproben, so wirde die nahrungsabhangige Melaminbelastung fir diese
Kinder folgendermal3en aussehen: fur drei, sechs, zwdlf und vierundzwanzig
Monate alte Kinder ware die Belastung 23.4, 21.4, 15.0 und 8.6mg/kg Korper-
gewicht pro Tag, wobei aber betont werden muss, dass in dieser Untersuchung
die Probennahme nicht unbedingt reprasentativ. war, die Melamin-
konzentrationen in den verfalschten Sanluprodukten variieren und dass die Kin-
der vielleicht nicht nur diese Produkte verzehrt haben [CROSSLEY et al., 2008].
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Das Institute of Nutrition and Food Safety und das Chinese Centre for Disease
Control and Prevention haben 111 Proben von Sauglingsanfangsnahrung der
Marke Sanlu in Bejing und Gansu auf die Anwesenheit von Melamin getestet,
von diesen wurden 87 positiv getestet. Der durchschnittliche Melamingehalt
betrug in diesen Proben 1212mg/kg; bei einzelnen Exemplaren betrug die
Konzentration an Melamin zwischen weniger als 0.05mg/kg bis zu 4700mg/kg,
dabei betrug der Melamingehalt bei 51 der 87 positiv getesteten Proben mehr
als 1000mg/kg.

Ebenso wurden Nicht-Sanluprodukte von der Provinz Gansu untersucht,
bei 38 Proben betrug der durchschnittiche Gehalt an Melamin 4.06mg/kg. Es
wird angenommen, dass die mit Wasser gestreckten Zutaten bei den Milch-
sammelstellen mit Melamin versetzt wurden, um einen héheren Milchproteinge-
halt vorzutduschen. Im Oktober 2008 verlangte die chinesische Regierung,
dass Firmen der Milchindustrie alle Proben, die vor 14. September hergestellt
wurden, auf Melaminriickstande zu testen. Durch diesen Vorfall wurden welt-
weit viele Lander und Regionen angespornt, einen Grenzwert der Melamin-
konzentration festzulegen [HILTS und PELLETIER, 2008].

Im Allgemeinen wurde der Hochstwert fur Sauglingsanfangsnahrung auf
1mg/kg festgelegt; fir Milchprodukte und Produkte, welche Milch enthalten,
oder die Zutaten enthalten, welche von Milch stammen, wurde ein Maximalwert
von 2.5mg/kg festgelegt. Das AQSIQ in 17 Provinzen hat tber 1500 Chargen
von pulvriger Sauglingsanfangsnahrung von 78 Marken getestet, all diese
Chargen lagen unter den festgesetzten Werten. Ebenso wurden in
25 Provinzen 2175 Chargen von Milchpulver, welches nicht als
Sauglingsanfangsnahrung verwendet wird, untersucht. Getestet wurden
182 Marken, die nach dem 14. September 2008 produziert wurden; all diese
Produkte haben die festgesetzten Melaminkonzentrationen nicht Uberschritten
[HILTS und PELLETIER, 2008].
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2.3.2.2 Melamin in anderen Lebensmitteln

Abschatzungen der EFSA Concise Food Consumption Database fir
Erwachsene wurden herangezogen, um die durchschnittliche Aufnahme von
Melamin Uber milchhaltige Produkte aus China herauszufinden. Durch
INFOSAN und durch Daten von anderen Landern wurden die maximalen
Melaminkonzentrationen ermittelt, diese wurden herangezogen, um den Gehalt
an Melamin in den verschiedenen Lebensmittelgruppen ableiten zu kénnen.

Es wurde angenommen, dass 10% der Lebensmittelgruppen, welche analysiert
wurden, Milchpulver aus China enthalten und dass Kaffee 50% der Lebensmit-
telgruppe Tee und Kaffee umfasst. Wenn mehr als ein Lebensmittel pro Gruppe
analysiert wurde, so wurde die héchste Melaminkonzentration genommen.
Unter der Annahme, dass Melamin in allen Lebensmitteln enthalten war und mit
der hochsten berichteten Konzentration fur ein Lebensmittel in dieser Gruppe,
betrug die durchschnittliche Aufnahme von Melamin durch ein Nahrungsmittel,
welches verfalschtes Milchpulver enthalt, bei einem Kérpergewicht von
60kg 0.16—0.7mg/kg pro Tag. Wobei dies nur eine grobe Abschatzung ist, da
nicht unbedingt alle Lebensmittel einer Gruppe Milchpulver enthalten und
weniger als 10% dieser Lebensmittel enthalten verfalschtes Milchpulver aus
China. AulRerdem liegen die tatsadchlichen Melaminkonzentrationen meist unter
dem publizierten Hochstwert in einer Lebensmittelgruppe. Im Vorfeld von
Testergebnissen wurden von der EFSA theoretische Melaminaufnahmen von
high consumern von SiulRwaren und Feingeback publiziert. Es wurde
angenommen, dass sich der Gehalt an Melamin im Milchpulver in den ver-
schiedenen Produkten unterscheidet und dass Milchpulver zu unterschiedlichen
Verhéltnissen zugesetzt wurde. Theoretisch kann ein 60kg schwerer
Erwachsener durch Gebéck 0.0002 bis zu 0.3mg/kg Kérpergewicht an Melamin
pro Tag aufnehmen; ein 20kg schweres Kind 0.0006 bis zu 0.9mg/kg Korper-
gewicht [CROSSLEY et al., 2008].
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Mogliche Aufnahmen von Melamin durch SuRigkeiten reichten von 0.0007 bis
zu 0.45mg/kg Korpergewicht pro Tag fur einen 60kg schweren Erwachsenen
und von 0.002 bis zu 1.35mg/kg Koérpergewicht pro Tag fir ein 20kg schweres
Kind [CROSSLEY et al., 2008].

2.4 Nachweis von Melamin

Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um den Gehalt an Melamin in

unterschiedlichen Proben zu ermitteln und zu quantifizieren.

Mittels Gaschromatographie mit Stickstoff-Phosphor-Detektor und mit Massen-
selektiven-Detektor wurden chinesischer Kohl und S&auglingsanfangsnahrung
analysiert. Methoden, welche Hochdruckflissigkeitschromatographie mit
Ultraviolettdetektion und mit Photodioden-Array-Detektion kombinieren,
wurden ebenso entwickelt, um Melamin in Tabletten und Tierfutterproben zu
analysieren. Fur die Melaminbestimmung ist die Flussigchromatographie
gekoppelt mit der Massenspektrometrie (LC-MS), ebenso ein analytisches
Instrument; diese stellt zurzeit die hauptséachliche Methode dar, die von der
US Food and Drug Administration (FDA) verwendet wird [TSAI et al., 2009].

Andersen et al. (2008) untersuchten mit dieser Methode Riickstdnde von
Melamin in den essbaren Teilen von Fischen, die mit dieser verunreinigenden
Substanz gefittert wurden. Diese essbaren Teile wurden extrahiert und
anschlielend mittels Flissigchromatographie mit Tandemmassenspektrometrie
analysiert. 55 mit Melamin behandelte Welse, Forellen, Tilapias und Lachse
wurden analysiert. Melaminrtickstdnde wurden in allen essbaren Teilen dieser
Fische in einer Konzentration von 0.011 bis 210mg/kg (ppm) nachgewiesen
[ANDERSEN et al., 2008].
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Da die Skandale rund um Melamin weltweite Aufmerksamkeit erlangten,
wurden spezielle analytische Techniken, einschlief3lich der ,Direkten Analyse in
Echtzeit® (DART), Niedrigtemperatur-Plasma-Untersuchung kombiniert mit
Tandem-Massenspektrometrie (LTP-MS/ MS) und extraktive Elektronenspray-
Massenspektrometrie (EESI-MS) entwickelt, um Melamin schnell bestimmen zu

kdnnen.

Diese Techniken sind jedoch in gewdhnlichen Laboratorien weitgehend nicht
anwendbar. Kapillarelektrophorese (CE) wurde als eine effiziente und
kosteneffektive Methode zur Analyse von kleinen Molekilen und Biopolymeren
mit vielen Vorteilen erachtet, einschliel3lich minimalem Verbrauch an Probe und
Reagens, hohe Trenngeschwindigkeit und hohe theoretische Bodenzahl.
Wegen dem schmalen inneren Durchmesser der Kapillare und wegen der ge-
ringen Injektionsmenge wird die Nachweisempfindlichkeit leider zu einem
Problem, wenn diese mit einem gewohnlichen UV-Detektor kombiniert wird.
Zwei allgemeine Methoden wurden eingefuihrt, um die Sensitivitat zu verbes-
sern. Eine verwendet empfindlichere Detektoren wie Fluoreszenzdetektoren,
elektrochemische Detektoren oder Massenspektrometrie zur Detektion und die
andere Technik verwendet als Strategie gekoppelte Konzentrationen
[TSAl et al., 2009].

Cook et al. (2005) verwendeten fur den Nachweis von den Hauptkomponenten
von Melaminharzen Kapillarzonenelektrophorese kombiniert mit
Elektronensprih-Massenspektrometrie. Die Autoren zeigten mit dieser Methode
sowohl die einzigartige Trennselektivitdt der Kapillarelektrophorese, als auch
die schnelleren Analysenzeiten, verglichen mit HPLC-Methoden, die bis dato
verwendet wurden [COOK et al., 2005].
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Yan et al. (2009) verwendeten fir den Nachweis von Melamin in flissiger Milch,
in Joghurt, in Vollmilchpulver, in Fischfutter und in Fisch zum ersten Mal
Kapillarzonenelektrophorese mit einem Diodenarraydetektor (CZE-DAD).
Wahrend Fett in den eigentlichen Proben mit 1ml Chloroform ausgefallt wurde,
wurden verdachtige Proben mit 1% Trichloressigsaure extrahiert. Die Extrakte
wurden direkt durch CZE-DAD analysiert, nachdem sie zentrifugiert und gefiltert
wurden. Durch Ermittlung der Variablen der Extraktion, Separation und der
Detektion im Detail konnte die gesamte analytische Vorgehensweise, ein-
schlief3lich der Probenvorbereitung, innerhalb von 30 Minuten beendet werden.

Die Nachweisgrenzen und die Quantifizierungsgrenzen fur Melamin wurden bei
0.01pug/mL beziehungsweise bei 0.05ug/mL gefunden. Diese Methode
wurde bei der Analyse von Milchprodukten, Fischfutter und Fisch mit einer
gesamten Wiederfindungsrate von 93 bis 104% durchgefiihrt. Abbildung 2 zeigt
die reprasentativen Elektropherogramme, die bei der Analyse des Standards
und der echten Proben erhalten wurden [YAN et al., 2009].

Die Empfindlichkeit der CZE-DAD Methode war jedoch nicht ausreichend.
Tsai et al. (2009) entwickelten in ihrer Studie eine analytische Methode unter
der Verwendung von Kapillarelektrophorese mit der Technik der on-line Vor-
konzentrierung, um Melamin in Sauglingsanfangsnahrung schnell bestimmen
zu konnen. Beide Vorkonzentrierungstechniken, sowohl SWEEPING als auch
STACKING, wurden angewendet, um deren Effektivitat bei der Analyse von
Melamin zu vergleichen. Bei der Feld-verstarkten-Proben-Stacking-Technik
[field amplified sample stacking (FASS)] lag die Nachweisgrenze bei 0.5ng/mL,
bei der Sweeping-Methode hingegen bei 9.2ng/mL [TSAI et al., 2009].



18 .
Verfalschung durch Melamin

Obwohl die FASS-Technik eine bessere Wirksamkeit der Konzentrierung
lieferte, waren die Matrixeffekte bei dieser Technik schwerwiegender.

Es zeigte sich, dass die SWEEPING-Mizellare-Elektrokinetische-
Chromatographie (sweeping-MECK) am besten flr die Analyse von echten
Proben geeignet ist (Abbildung 3).

Unter optimalen Bedingungen konnte der Melamingehalt in Sduglingsanfangs-
nahrung innerhalb von sechs Minuten bestimmt werden. Die entwickelte Solid-
Phase-Extraktions-Vorgehensweise - gekoppelt mit der sweeping-MECK-
Methode - wurde validiert. Die Reproduzierbarkeit der Peakflache von Lauf zu
Lauf (n-3) entsprach einer relativen Standardabweichung von 3.6% und die
Wiederholbarkeit von Tag zu Tag entsprach einer relativen Standard-
abweichung von 4.8% [TSAI et al., 2009].
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Abbildung 2:  Typische Elektropherogramme vom Standard, von Proben und von gespikten

Proben unter optimalen Vorbehandlungs- und Trennungsbedingungen
(30mM NaH2PO4, pH 3.2): (a) Melaminstandard in 1% Trichloressigsaure;
(b) Flissigmilch und gespikte Milch; (c) Joghurt und gespiktes Joghurt; (d)
Vollmilchpulver und gespiktes Vollmilchpulver; (e) Fischfutter und gespiktes
Fischfutter; (f) Fisch und gespikter Fisch. Die oberen Linien in den Bildern b-f
entsprechen echten Proben, die mit 2ug/ml Melamin versetzt wurden
[YAN et al., 2009].
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Die Genauigkeit der Methode wurde getestet, indem melaminkontaminiertes
Milchpulver, welches von der Europaischen Kommission zur Verfligung gestellt
wurde, mit 0.5 und 2ug/mL des Melaminstandards versetzt wurden.
Die Wiederfindungsraten lagen bei 93.4 + 0.5% beziehungsweise bei
98.7% + 0.4%. Diese Ergebnisse zeigen grof3es Potential fur die Untersuchung

von Melamin in Sauglingsanfangsnahrung [TSAI et al., 2009].
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Abbildung 3:  Sweeping-MECK-Elektropherogramm von melaminkontaminierter Milch, welche
von der gemeinsamen Forschungsstelle der Europaischen Kommission (A) und
von dem Bilro fur Lebensmittel- und Drogenanalyse in Taiwan (B) zur
Verfligung gestellt wurde. M: Melamin [TSAI et al., 2009].
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Fur die schnelle Analyse von Melamin in Milchprodukten entwickelten
LI et al. (2009) eine Methode, welche auf der Anreicherung und Vorbehandlung
des Analyten in der Milchprobe, auf Sorptiv-Hohlfaserextraktion
[hollow fiber sorptive extraction (HFSE)] und auf Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) beruht. Melamin in frischer Milch wurde mittels
Zirconiumdioxidhohlfaser  extrahiert, durch die mit Zirconiumdioxid
ausgekleidete Hohlfaser angereichert und anschlie3end durch

Gaschromatographie-Massenspektrometrie analysiert.

Die Sorptivhohlfaserextraktion (HFSE) ist eine neue Art der Solid-Phase-
Mikroextraktion (SPME), die einfach anzuwenden ist, wenig Probenmenge
bendtigt und wenig Lésungsmittel verbraucht. Weiters ist sie eine Methode, die
es erlaubt, Extraktion, Anreicherung und Aufreinigung in einem Schritt durchzu-
fuhren. AufRRerdem kann die HFSE mit ultraschallunterstitzter Extraktion
kombiniert werden. Der Analyt kann direkt aus der fliissigen Probe extrahiert
werden, wird dann mit Mikrolitern von Lésungsmittel desorbiert und kann so
durch  Gaschromatographie oder Hochdruckflissigkeitschromatographie
analysiert werden. Wenn HFSE fur den Nachweis von Melamin in frischer Milch
verwendet wird, ist es nur nétig, die vorbereitete Zirconiumdioxidhohlfaser fur
eine vorgeschriebene Zeit in eine Milchprobe unter Ultraschall zu geben. Um
eine schnelle Methode mit einer geringen Nachweisgrenze, verglichen mit
anderen Methoden, zu entwickeln, wurde HFSE mit GC-MS kombiniert. Die
Nachweisgrenze lag bei 0.001ug/mL und es ergaben sich winschenswerte

Wiederfindungsraten bei drei verschiedenen Konzentrationen.

Die grof3ten Vorteile der von LI et al. (2009) beschriebenen Methode bestehen
in: einfacher und schneller Probensammlung aus der Milch, Extraktion und
Konzentrierung durch HFSE und schneller GC-MS- Analyse. HFSE kombiniert
mit GC-MS kann den Lésungsmittelverbrauch und die Zeit fur Aufreinigung und

Vorbehandlung in der Probenvorbreitung signifikant reduzieren [LI et al., 2009].
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Abbildung 4 : Schematische Erlauterung von HFSE kombiniert mit GC-MS [LI et al., 2009].

Da Melamin eine stark polare Verbindung ist, ist es nétig, diese vor der
Detektion mittels GC-MS mit Trimethylsilylchlorid (TMSCL) zu derivatisieren.

In der Struktur von Melamin sind drei NHz2 vorhanden. Zusétzlich zu dem
derivativen Produkt tri-TMS-Melamin wurden, je nach Reaktionsbedingungen,
ebenso di- und mono-TMS-Melamin gefunden.

Aufgrund dieser unvollstdndigen Derivatisierung ist eine schlechte
Reproduzierbarkeit der quantitativen Analyse unvermeidlich. Aul3erdem ist das
Derivatisierungsreagenz sehr teuer und die Reaktion benétigt sehr viel Zeit.
Diese Griinde limitieren die Anwendung des GC-MS fir die quantitative Analyse
von Melamin. Fir die direkte Analyse von dem stark polaren Melamin, missten
Saulen mit starker Polaritdt verwendet werden, jedoch sind solche fir die
GC-MS-Analyse nicht geeignet [XU et al., 2009].
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Xu et al. (2009) entwickelten eine neue Methode, um Melamin in Milchproduk-
ten direkt nachzuweisen und zwar mittels GC-MS mit einem gekoppelten Sau-
lensystem. Das gekoppelte Saulensystem bestand aus einer 30m DB-5ms Sau-
le, die mit einer 1.5m Innowax Saule durch einen Quarzkapillarsaulenkonnektor
gekoppelt war. Dieses System erwies sich als schnell, selektiv, sensitiv und als
verlasslich fir den Nachweis von Melamin in Milchprodukten. 105 Proben von
Eiscreme, flussiger Milch und von Milchpulver wurden mit dieser Methode
analysiert. In 43.8% der Proben wurde Melamin gefunden; die Konzentrationen
von 19 Proben lagen bei 0.01 bis 1mg/kg; 17 Proben hatten Konzentrationen

von 1 bis 10mg/kg und 10 Proben uberschritten 10mg/kg.

Nach wiederholter Verdinnung, um das quantitative Ergebnis zu erhalten,
wurde eine Probe bei einer Konzentration von 6175mg/kg detektiert.
Glucklicherweise lag der Gehalt bei den meisten Proben unter 1mg/kg oder
wurde nicht nachgewiesen. Verglichen mit der GC-Methode mit einem
Derivatisierungsschritt und der direkten Flissigchromatographie-
Tandemmassen-spektrometrie (LC/MS/MS), ist die direkte GC-MS Methode viel
preiswerter und komfortabler bei der Handhabung in gewohnlichen Laboratorien
[XU et al., 2009].

Bei den meisten Methoden wird Hochruckflissigkeitschromatographie (HPLC)
angewandt, da Melamin und seine verwandten Substanzen kleine und polare
Molekule  sind. Neueste  Analysemethoden verwenden  hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC). Dabei verwenden manche polare

Reversed-Phase Saulen, Cyanosaulen oder Aminosaulen [TITTLEMIER, 2008].
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Obwohl Melamin aufgrund seiner Grof3e und Polaritat durch Reversed-Phase-
Saulen gewdhnlich schlechter aufgetrennt wird, verwenden manche Methoden
hauptsachlich Reversed-Phase-HPLC-Saulen. Zur Verbesserung der Auftren-
nung werden bei manchen Methoden lonenpaarreagentien verwendet, wobei
dies zu Stérungen bei der MS fihren konnte, andere verwenden Mehrfachsau-
len in Serie, um die Separation zu verbessern [TITTLEMIER, 2008].

Haufig wird die hochselektive MS/MS-Methode (Tandemmassenspekrometrie)
verwendet, dabei werden meist zwei lonentbergange fir jeden Analyten tber-
pruft, das Verhaltnis dieser beiden Ubergange kann als weiteres Identifikations-
kriterium dienen. Bei HPLC-MS/MS wird fur die Analyse von Melamin die
positive Elektronen-Spray-lonisation (ESI+) verwendet; fur die Analyse von
Cyromazin verwendet man die negative Elektronen-Spray-lonisation. Fir die
Detektion von Melamin verwenden andere Methoden UV- oder Diodenarray-
detektoren in Kombination mit HPLC, wobei diese weniger selektiv und in weite-
rer Folge auch weniger sensitiv sind als MS [TITTLEMIER, 2008].

Fur die Analyse von Melamin mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay; Enzymgekoppelter Imunadsorptionstest) gibt es eine kleine Anzahl von
kommerziell erhaltlichen Testkits. Uber die Eignung von ELISA zur Analyse von
Cyanursaure, Ammelin, Cyromazin oder Ammelid sind nur wenige Informatio-
nen vorhanden, diese Testkits wurden bis jetzt nur von einzelnen Gruppen
evaluiert und nicht von Gemeinschaftsstudien. Romer Labs bietet zwei
kompetitive ELISAs an, wobei wenige Validierungsdaten fiur Milchprodukte
(AgraQuant Melamine Sensitive Assay) vorhanden sind. Um die Probe mittels
ELISA analysieren zu koénnen, ist Einfachextraktion, Zentrifugation, Filtration
und Verdinnung der Proben notig [TITTLEMIER, 2008].

In der nachfolgenden Tabelle werden die géngigen Analysemethoden fur

Melamin zusammengefasst.
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3  Verfalschung durch fremdes Fett

3.1 Das Milchfett

Die in der Milch enthaltenen Lipide werden allgemein als Milchfett bezeichnet.
Dieses Fett ist ein komplexes Gemisch aus mehreren Lipidkomponenten, dabei

unterscheidet man zwischen:

dem Neutralfett, dazu zahlen Mono-, Di- und Triacylglyceride
e den fettdhnlichen Stoffen, wie Phospholipide oder Glykolipide

« den Isoprenoidlipiden, dazu zéhlen Steroide, Steroidhormone und

Carotinoide

« den Fettbegleitstoffen, dazu gehoren die fettldslichen Vitamine, die

Lipoproteine, die freien Fettsauren, Alkanole und fettlosliche Aromastoffe.

Das Fett in der Milch ist in Form von kleinen Fettkiigelchen mit einem Durch-
messer zwischen 3um und 6um enthalten und bildet so die emulgierte Phase
der Milch. Dieser Zustand wird durch den Aufbau der Fettkiigelchen ermdglicht;
der Fettkern wird von der Fettkligelchenhillenmembran umgeben. Der Haupt-
lipidbestandteil des Kerns besteht zu 97 bis 98% aus Triacylglyceriden, wobei in
diesem Triacylglyceridgemisch Di- und Monoacylglyceride, sowie Isoprenoide
und Fettbegleitstoffe verteilt sind. Phospholipide und Glykolipide sowie
Fettkiigelchenhullenproteine finden sich in der Fettkiigelchenhillenmembran.
Im Milchserum sind ebenso Milchlipide - jedoch nur in Spuren - enthalten
[TOPEL, 2004].
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Zum Unterschied zu anderen tierischen Fetten, vor allem Korperfetten, findet
man eine Vielzahl von Fettsauren und einen héheren Anteil an ungesattigten
Fettsauren. Uber 400 Fettsauren wurden im Milchfett identifiziert, wobei nur
etwa 10 die physikalische Eigenschaften der Milch bestimmen; die kurzkettigen
Fettsauren Ca, Cs, Cs, C10 und C12 sowie die langkettigen Czi4, C16, C18 Cis:1(cis)
und Cis:a(trans). ES finden sich sowohl gesattigte als auch ungesattigte, lang-
kettige Fettsauren; das Verhaltnis dieser ist vorwiegend von der Fitterung
abhangig. So kénnen einige spezifische Kennwerte saisonbedingt schwanken,
da zum Beispiel der Anteil an ungesattigten Fettsduren im Sommer hdher ist als
im Winter [SPREER, 2005].

Milchfett ist auch heutzutage noch ein wertvoller Milchbestandteil; unter
anderem durch seinen N&hrwert, durch den angenehmen Geschmack und
naturlich auch durch seinen positiven Beitrag zur Konsistenz und Textur fett-
haltiger Milchprodukte [TOPEL, 2004].

Die Bestimmung des Fettgehaltes spielt daher immer noch eine der wichtigsten
Rollen in den milchwirtschaftlichen Laboratorien. Fur keinen anderen Milch-
inhaltsstoff liegen so viele Standards zur Bestimmung vor. Im Betrieb missen
die Resultate der Fettbestimmung rasch vorliegen, um den vorgeschriebenen
Fettgehalt der Produkte zu gewdahrleisten. Dabei finden neben Eingangs- und
Endkontrolle auch Untersuchungen der Zwischen- und Nebenprodukte statt
[TOPEL, 2004].
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3.2 Zusatz von pflanzlichen Fetten

In den vergangen Jahren haben Konsumenten immer mehr Interesse an
Qualitat, Sicherheit, Erndhrung, gesundheitliche Aspekte und Lebensmittel-
kennzeichnung gezeigt. Auf dieses Konsumverhalten hat die Milchindustrie mit
Marketingkampagnen reagiert, um das Kundenbewusstsein vermehrt auf die
naturliche Erndhrung durch Milchprodukte aufmerksam zu machen. Aufgrund
solcher Werbestrategien wurden verfalschte Produkte gegeniber echten

Produkten immer weniger winschenswert.

Die zunehmenden Verfalschungen und Teilverfalschungen sind aber in der
Milchindustrie zunehmend besorgniserregend; leider wird dieses Problem durch
skrupellose Produzenten verschlimmert. Um Produktionskosten zu senken oder
Wettbewerbsvorteile zu erreichen, wird in Milchprodukten teilweise oder sogar

das ganze Milchfett durch billigeres pflanzliches Fett ersetzt [FOX et al., 1988].

Grol3e Preisunterschiede zwischen Butterfett und Ersatzstoffen verursachen
Verfalschung. Das in Butter oder Ghee enthaltene Milchfett wird oft mit anderen
Fettarten aufgestockt; dabei sind pflanzliche Ole, hauptsachlich Baumwoll-
samendl und Rindertalg die gangigsten Ersatzstoffe in Agypten. Uber einen
Zeitraum von 13 Jahren wurden 27052 Proben von Butter und Ghee analysiert,
von diesen enthielten 4472 Proben ein billigeres, verfalschendes Fett mit einem
Durchschnittsgehalt von 16%. Viele bedeutende Lander haben ihre eigenen
Qualitatsstandards festgesetzt, um die Authentizitdt von Butter zu gewahr-
leisten. Der Nachweis basiert im Allgemeinen auf Struktur und Aufbau der
Triglyceride, der Fettsduren, auf der Zusammensetzung der unverseifbaren
Anteile, das sind Sterole, Sterolester, Kohlenwasserstoffe, Tocopherole und
Carbonylverbindungen [SINGHAL et al., 1997].
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Die unterschiedliche Sterolzusammensetzung des Butterfetts und des
verfalschenden Pflanzenfetts hat die Grundlage der Detektion gebildet, entwe-
der durch Papierchromatographie, TLC oder Gasflissigkeitschromatographie.
Die Sterole im Butterfett sind zu Uber 99% Cholesterol und zu 0.4-1.2%
Campesterol und Ergosterol; wohingegen Pflanzensterole, wie z.B. Baumwoll-
samendl, hauptsachlich aus B-Sitosterol, y-Sitosterol und Stigmasterol beste-
hen. Im Butterfett kommt -Sitosterol Uberhaupt nicht vor; daher kann die Ver-
falschung von Butterfett mit Pflanzenfett durch einen Konzentrationsanstieg von
B-Sitosterol und Stigmasterol und durch ein Absinken der Cholesterolkonzentra-
tion nachgewiesen werden. Der 3-Sitosterol-Gehalt in Butter kann nach Zusatz
von 0-6% Baumwollsamendl von 0% auf 4.45% ansteigen. Bearbeitungs-
prozesse, wie Bleichen durch Bleicherde oder Aktivkohle, Desodorierung durch
Dampfinjektion oder Hydrierung, kénnen den Gehalt an Sterolen senken, in
erster Linie durch Abbau des Cholesterols. Wie auch immer, Raffinations-
schritte behindern den Phytosteroltest zum Nachweis von verfalschtem Butter-
fett nicht. Auf dieser Basis kann hingegen nicht zwischen Butterfett und einem
Tierfett mit &hnlicher Sterolzusammensetzung, wie zum Beispiel Talg,
unterschieden werden [SINGHAL et al., 1997].

In den 80er Jahren wurde eine prazise Methode entwickelt und standardisiert,
um Verfalschungen zu entdecken. Diese Methode beruht auf der Separation
der Triglyceride entsprechend ihrer Kettenlange (Gesamtkohlenstoffzahl) durch
Gasflussigkeitschromatographie (GLC). Die Analyse der Triglyceride wird
Ublicherweise entweder durch Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC),
getrennt durch Verdampfungs-Lichtstreuungsdetektion, oder durch Gasflissig-
keitschromatographie unter der Verwendung von gepackten Saulen und
Kapillarsaulen erreicht. HPLC bendtigt keine hohen Temperaturen und
vermeidet so den warmebedingten Abbau der Lipide. Aufgrund des limitierten
Bereichs des Detektors kann die Quantifizierung von verschiedenartigen
Triglyceriden jedoch schwierig werden [DESTAILLATS et al., 2006].
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Die standardisierte Methode wurde unter der Verwendung von gepackten S&u-
len entwickelt. Diese Technik ist aber nicht weit verbreitet, da diese S&ulen
kommerziell nicht erhéltlich sind. Sowohl fir die Detektion als auch fir die
Quantifizierung von moglichem fremdem Fett in Milch wurden Triglycerid-
formeln erstellt. In dieser standardisierten Methode wurde aber der Nachweis
von einer Verfalschung mit partiell hydriertem Pflanzenfett nicht berlcksichtigt.
Wie von Molkentin und Precht (1997) beschrieben, kann der Gehalt an diesen
pflanzlichen Fetten in Milch ann&hernd durch die Analyse des Gehalts an But-
tersaure durch GLC bestimmt werden. Partiell hydrierte Pflanzenfette werden
bei der katalytischen Hydrierung von pflanzlichen Olen, wie Sojabohnen-, Raps-
oder Maiskeimo@l erhalten. Charakteristisch fir solche Fette ist die betréchtliche

Menge an Transfettsauren, die von Linol- und a-Linolenséure gebildet werden.

Die im Milchfett enthaltenen Transfettsduren werden wahrend der Biohydrie-
rung gebildet und stammen von den mehrfach ungesattigten Fettséauren,

hauptsachlich von Linol- und a-Linolensaure.

Das hauptséachliche trans-18:1 Isomer in Milchfett ist die trans-11 18:1 Saure,
diese betragt ungefahr 45-50% der gesamten Transfettsduren. In den partiell
hydrierten Pflanzenfetten sind die hauptsachlichen trans-18:1 Isomere die
trans-9 und trans-10 S&uren. Ein wichtiger Unterschied zwischen dem Ursprung
dieser beiden trans- 18:1 S&uren liegt darin, dass Wiederk&auer(milch)fett einen
geringen Gehalt an den Transfettsauren hat (69/100g Fettsaure), wahrend die
partiell hydrierten Pflanzenfette einen trans-18:1 Fettsdurengehalt von
10 bis zu 60g/100g Fettsédure erreichen kénnen. Trotz mangelhaften wissen-
schaftlichen Beweises ist es mdglich, dass die natlrlichen Transfettsduren der
Milch unterschiedliche biologische Auswirkungen haben als die in den patrtiell
hydrierten Pflanzenfetten [DESTAILLATS et al., 2006].
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Daher ist es wichtig, analytische Methoden zu entwickeln, welche geeignet sind,
eine Verfalschung von Milchfett und Milchprodukten, die Milchfett mit partiell

hydriertem Pflanzenfett enthalten, nachzuweisen.

Destaillats et al. (2006) entwickelten eine schnelle Methode unter der Verwen-
dung von kurzen, offenen Rohrkapillarsaulen. Die entwickelten experimentellen
Bedingungen kdnnen angewendet werden, um die chromatographische Aufl6-
sung zu erhalten, die in der standardisierten Vorgehensweise verlangt wird.
AulRerdem wird die Separation der Triglyceride des Milchfetts (C24 bis C54) in
weniger als vier Minuten erreicht. Diese Methode wurde validiert und die Werte
der relativen Reproduzierbarkeit wurden mit den Werten, die in der standardi-
sierten Vorgehensweise erhalten wurde, verglichen: Diese Technik wurde an-
gewendet, um eine Verfalschung von Milchfett mit partiell hydrierten Pflanzen-
fetten nachzuweisen. Zwei verschiedene Pflanzenfette mit unterschiedlichem
Gehalt an trans-18:1 Sauren (13 und 38%) wurden dem Milchfett in einer

Menge von 5-30% zugesetzt.

Die so erhaltenen Mischungen wurden durch Gas-Flussigkeitschromatographie
(Abbildung 5) analysiert und Formeln, die von der Europaischen Kommission
ermittelt wurden, wurden angewendet. Die Autoren zeigten, dass das
trans-9 18:1 Isomer ein guter Indikator fur die Anwesenheit von partiell hydrier-
tem Pflanzenfett in Milchfett ist. Die Verteilung der trans-18:1 Isomere war in
den gemischten Proben, verglichen mit den originalen Profilen des Milchfetts,
unterschiedlich. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass kurze apolare Kapillarsau-
len anstatt gepackter Saulen fir den Nachweis einer Verfalschung mit partiell
hydrierten Pflanzenfetten angewendet werden kénnen. AulRerdem wurde ge-
zeigt, dass die erstellten mathematischen Modelle fir die Detektion der
Verfalschung geeignet sind [DESTAILLATS et al., 2006].
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Auch physikalische Eigenschaften, gemessen durch Lichtbrechung,
Differentialthermoanalyse, Differential-Scanning-Kalorimeter oder Infrarot-
spektroskopie, dienen als Nachweismethoden flir die Verfalschung von Milch-
fett. Zur Bestimmung von hydriertem pflanzlichem Fett und Kokosfett zu 5% in
Milchfett, kann das Differential-Scanning-Kalorimeter angewendet werden,
aber nicht fur den Zusatz von 5% Talg oder Schmalz in Butter.
Kokosfett und Palmkerndél in Butter kénnen mittels Differntialthermoanalyse
identifiziert werden, wobei es nicht mdglich ist, zwischen diesen beiden zu
differenzieren. Eine Unterscheidung zwischen Palmdl und Rindertalg bei einer
Konzentration von 5% ist aber mdglich; bei 10% ist ganz eindeutig zu unter-
scheiden [SINGHAL et al., 1997].
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Gas-Flussigkeitschromatogramme von Milchproben (A-D), die mit unterschied-
lichen Mengen von partiell hydrierten Pflanzenfetten, die einen
trans-18: 1 Isomer-Gehalt von 13.4g/100g Fettsaure haben, versetzt wurden.
E: ist reine Milch. A: 20.2%; B: 16.0%; C: 12.1%; D: 5.0% und E: 0%
[DESTAILLATS et al., 2006].
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Ein direkter Weg um pflanzliche Fette, welche dem Milchfett zugesetzt wurden,
nachzuweisen, ist die Analyse der Sterole. Der Grund dafur ist, dass
Phytosterole im Milchfett in nicht messbaren Mengen auftreten, daher dient die
Detektion von [(-Sitosterol, Stigmasterol, Campesterol und dergleichen dem
direkten Beweis, dass pflanzliches Fett zugesetzt wurde. Allerdings kdnnen die
Minorkomponenten, wie zum Beispiel Lanosterol, in Chromatogrammen der
unverseifbaren Anteile des Milchfetts nahe des B-Sitosterols eluieren; deshalb
muss sorgféaltig gearbeitet werden, um korrekte Schlisse ziehen zu kénnen.
Eine Methode zur Bestimmung der Sterole im Milchfett basiert auf den unter-
schiedlichen Schmelzpunkten von Phytosterolacetat und Cholesterolacetat
(IDF Standard 32:1965) [LEES, 2003].

Durch Schmelzpunktbestimmung und durch den Phytosterolgehalt kdnnen
pflanzliche Ole, wie Maiskeimdl oder Reisél Uber 2%, Kakaobutter, Raps-,
Sesam-, Soja-, Leinsamen- und Erdnussol Gber 5%, Kokosfett und Palmal Gber
20% und Palmkerndl tber 35% nachgewiesen werden. Cholesterolacetat hat
einen Schmelzpunkt von 125°C; durch Zumischen von 6.25%, 12.5%, 25% und
50% Phytosterolacetat steigt der Schmelzpunkt um je 2°C, 5°C, 14°C und 18°C
an. Die Sensibilitait dieser Methode ist abhédngig von der Menge des
Phytosterols im Verhéltnis zum vorhandenen Cholesterol.
Die Art des anwesenden Phytosterols bestimmt den Anstieg der
Schmelzpunktskurve, welche das Verhéltnis Cholesterol: Phytosterol beschreibt
[SINGHAL et al., 1997].

Eine andere Madglichkeit zur Bestimmung beruht auf der Gas-Flussigkeits-
chromatographie  (IDF-Standard  54:1970). Von der EC wurde
ebenso ein dhnliches Gas-Flussigkeitschromatographie-Verfahren beschrieben,
um [(-Sitosterol und Stigmasterol nachzuweisen (Comission Regulation (EC)
No. 213/2001). Als Alternative zu diesen langen Probenvorbereitungen, die in

diesen Standards beschrieben sind, wurde eine LC-GC-Technik eingefihrt.
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Die Detektionsgrenze fir die Bestimmung von B-Sitosterol liegt bei diesem
Verfahren um einiges niedriger als bei den konventionellen Methoden, das Limit
liegt namlich bei 2mg/kg Fett anstatt bei 40mg/kg und 10mg/kg.
Wenn man die Menge an B-Sitosterol, die in Rapsdl enthalten ist (ungefahr
400mg/kg), berlcksichtigt, so kdnnte man einen Zusatz von etwa 0.05% Rapsol
im Milchfett identifizieren; wobei eine Verfalschung mit einem so geringen Ge-
halt nicht von Interesse ist. Wie auch immer, es kdnnen Zusétze von nur 1-2%
Pflanzenfett mit Sicherheit nachgewiesen werden. Sogar bei Palmél wirde die
Nachweisgrenze (0.5-1%) zur Identifikation ausreichen, wobei dies ein Vertreter
mit einem nur sehr geringen Gehalt an [B-Sitosterol (200-400mg) ist
[LEES, 2003].

Bei Produkten wie Kase kann die Verfalschung von Milchfett durch hydriertem
oder teilweise hydriertem Sojabohnendl oder durch vergleichbare Pflanzenfette,
wie Baumwollsamendl oder Maiskeimdl, durch GLC detektiert werden. Dabei
werden durch die GLC die Kalisalze der Fettsauren, die nach Verseifung ge-
wonnen werden, analysiert. Dies stellt eine Methode dar, welche Fettsauren zu
Kalisalzen umbaut und diese dann durch Gaschromatographie analysiert; ein
wesentliches Problem, namlich Probenverlust aufgrund von Verdampfung, wird
eliminiert [SINGHAL et al., 1997].

Die Salze der Fettsauren werden in den Gaschromatographen injiziert, in
welchem das Tragergas mit Ameisensaure-Dampf gesattigt vorliegt. In dieser
sauren Umgebung werden die Salze wieder zu freien Fettsduren umgewandelt

und kénnen als solche analysiert werden [FOX et al., 1988].

Die charakteristische Zusammensetzung einiger Verfalschungsmittel, wie zum
Beispiel Sesamin oder Sesamol in Sesamdl, kann ebenfalls als Indikator einer
Verféalschung dienen. Durch verschiedene substanzspezifische Farbreaktionen

kann das Verfalschungsmittel nachgewiesen werden [SINGHAL et al., 1997].
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Als Hinweis fur eine Verfalschung durch Pflanzenfett kann ebenso der
Tocopherolgehalt in Butterfett dienen [SINGHAL et al., 1997].

Milchfett ist eine relativ schlechte Quelle fur Vitamin E (20 bis 40ug/g), wohin-
gegen pflanzliche Ole (Maiskeim-, Soja-, Baumwollsamendl) reich an diesem
Vitamin sind (500 bis 1500ug/g). Eine Verfalschung von nur 2 bis 3% wirde den
normalen Vitamin E-Gehalt von Milchfett verdoppeln und wirde so die Probe
relativ verdachtig machen. Das einzige pflanzliche Fett, welches mit dieser
Methode nicht nachgewiesen werden kann, ist das Kokosfett, da sein
Vitamin-E-Gehalt dem der Milch gleicht. Dieser Screening-Test beruht auf der
kalorimetrischen Bestimmung von eisenreduzierenden Substanzen wie
Tocopherol [KEENEY et al., 1971].

3.3 Zusatz von tierischem Fett

Obwohl sich der Fettsaure- und Triglyceridaufbau von reinem Nicht-Milchfett
betrachtlich von dem Aufbau von Milchfett unterscheiden kann, ist es schwierig,
den Zusatz von kleineren Anteilen an fremden Fetten, wie Rindertalg, nachzu-
weisen. Dies wird verursacht, weil der Aufbau des Milchfettes durch andere
Dinge wie Futterung, Jahreszeit oder Rasse schwankt [MOLKENTIN, 2007].

Die offizielle EU Methode fir die Evaluierung der Reinheit von Kuhmilchfett
basiert auf der gaschromatographischen Analyse von Triglyceriden, welche
entsprechend ihrer Gesamtanzahl an Kohlenstoffatomen getrennt werden. Die
Triglyceride, welche insgesamt 24-54 Kohlenstoffatome haben, werden ge-
meinsam mit dem Cholesterinpeak bertcksichtigt. Der Prozentanteil von jedem
Triglycerid wird ermittelt und dann in funf spezifische Formeln,
welche von multiplen linearen Regressionen hergeleitet wurden, eingefigt.

Diese Formeln produzieren finf S-Parameter, die fir echtes Kuhmilchfett in die
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entsprechenden Grenzen fallen mussen. Sollte nur einer von diesen
Parametern aulR3erhalb der Grenzen liegen, wird das Milchfett als verfalscht be-
urteilt. Die Methode wurde aufgebaut indem gepackte Saulen verwendet
wurden, aber verschiedene folgende Arbeiten zeigten seine Tauglichkeit
ebenso mit der Aufnahme von moderneren Anordnungen, wie Kapillarsaulen,
Einfachsaulen und PTV Injektionssysteme. Die offizielle Methode berichtet Uber
spezifische Anforderungen betreffend der Kontrolle von Messungsbedingungen
und von der Genauigkeit der Methode (Wiederholbarkeit und Reproduzierbar-
keit) [POVOLO et al., 2008].

In den vergangenen Jahren haben sich gaschromatographische Techniken und
Messausriistungen, welche die Analyse in einer sehr kurzen Zeit durchfihren
konnen, dank der Einfuhrung der elektronischen Druckkontrolle des Trager-
gases und des Hochfrequenzflammenionisationsdetektors verbreitet. Die
hauptsachlichen instrumentellen Parameter, welche die Geschwindigkeit der
Gaschromatographie beeinflussen, sind auf der einen Seite der Sauleninnen-
durchmesser und die Lange der Saule, auf der anderen Seite die Heizraten und
die Fliegeschwindigkeiten. In der Forschungsarbeit von Povolo et al. (2008)
wurde die Ultrafast-Modul-Gaschromatographie (UFM-GC) fur die Analyse von
Triglyceriden entsprechend der offiziellen Methode getestet. Die UFM-GC
Technik verwendet eine Kapillarséaule, welche direkt resistiv beheizt wird. Diese
Saule ist vollstdndig mit einem Widerstand ausgekleidet, welcher sie beheizt.
Diese besondere Apparatur erméglicht Raten von bis zu 20°C/s und es kdnnen
Analysezeiten von weniger als eine Minute erreicht werden. Pures Milchfett
wurde gemeinsam mit Mischungen von Milchfett, welche vier verschiedene
Fettarten (Kokosfett, Sonnenblumendl, Schweinefett und Rindertalg) enthielten,
analysiert. Diese Analysen wurden sowohl mit der konventionellen Kapillar-GC-
Methode durchgefiihrt als auch mit der UFM-GC. Das Milchfett von Schaf,
Ziege und Buffel wurde ebenso analysiert. Fur die Kalibrierung wurde das
Referenzmaterial CRM 519 verwendet [POVOLO et al., 2008].



38
Verfalschung durch fremdes Fett

Wiederholbarkeitswerte und Reproduzierbarkeitswerte lagen immer unter den
Grenzen, welche in der offiziellen Methode angegeben wurden (siehe
Abbildung 6). Damit wird demonstriert, dass die UFM-GC- Methode eine
geeignete Analyse ist, um die Reinheit des Milchfettes zu bewerten. Die Unter-
suchung von Schaf-, Ziegen-, und Buffelmilchfett bestéatigte, dass die
S-Bereiche, welche fur Kuhmilchfett kalkuliert wurden, fir die Analyse der Echt-
heit von Milchfett, welches nicht von der Kuh stammt, nicht geeignet ist
[POVOLO et al., 2008].
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Abbildung 6 : Reproduzierbarkeitswerte, welche mit den Ergebnissen der konventionellen GC
und der UFM-GC berechnet wurden (RoJ, Reproduzierbarkeitsgrenzen, die von
der offiziellen Methode berichtet wurden; der erste Balken beschreibt eine Zusatz
von 7%, der zweite Balken einen Zusatz von 14% [POVOLO et al., 2008]
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Verschiedene Methoden wurden in der Vergangenheit entwickelt, um die
Reinheit von Milchfett zu ermitteln. Diese basieren hauptsachlich auf physiko-
chemischen Konstanten, auf dem Fettsaureprofil, auf der Analyse von Sterolen
und auf dem Verhalten der partiellen Kristallisierung. Aber all diese Methoden
leiden mehr oder weniger unter Beschrankungen [KUMAR et al., 2009].

Der Lichtundurchlassigkeitstest zum Beispiel, welcher auf dem Verhalten der
partiellen Kristallisierung beruht, wurde als einer der Kriterien verwendet, um
die Verfalschung von Milchfett durch tierisches Fett nachzuweisen. Der Test
wird ausgedriickt als die Zeit, die eine geschmolzene Fettprobe bendtigt, um
eine bestimmte Undurchsichtigkeit zu erreichen. Jedoch gibt dieser Test kein
klar abgeschlossenes Konzept bezogen auf den Beginn der Kristallisation,
daher entsteht eine gewisse Uneindeutigkeit. Dieser Test erfordert ebenso den
Gebrauch eines Spektrophotometers oder eines Kalorimeters.
Um solche Limitationen zu Uberwinden, untersuchten Kumar et al. (2008) in
ihrer Forschungsarbeit das sichtbare Erstarrungsverhalten bezogen auf die Zeit,
welche ein geschmolzenes Fett benétigt, um bei einer gegebenen Temperatur
sichtbar zu erstarren. Es wurde also ein ,sichtbarer Erstarrungszeittest® entwi-
ckelt, um fremdes Fett und fremde Ole in Milchfett nachweisen zu koénnen.
Die Untersuchungen des Erstarrungsverhaltens von verschiedenen Olen und
Fetten, einschliel3lich des Milchfetts, bei einer definierten Temperatur deckten
auf, dass die durchschnittlichen Werte der Erstarrungszeit fur Buffelmilchfett bei
2min und 40s betragt beziehungsweise fir Kuhmilchfett 3min und 10s.
Fur Schweinkdrperfett, Ziegenkorperfett und fir hydrierte pflanzliche Fette
lagen die durchschnittichen Werte jeweils bei 1min 30s, 40s und bei
1min 50s. Es wurde herausgefunden, dass ein Zusatz von pflanzlichen Olen
einen Anstieg der Erstarrungszeitwerte von reinem Buffel- und Kuhmilchfett
verursacht, wahrend ein Zusatz von Korperfetten oder von hydrierten
pflanzlichen Fetten ein Absinken der Werte verursacht [KUMAR et al., 2009].
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Wahrend Phytosterole pflanzliche Fette nachweisen kdnnen, werden tierische
Fette in geringen Mengen nicht einfach gefunden. Verschiedene Methoden
wurden vor Jahren von diversen Autoren vorgeschlagen, aber jede von ihnen

hat ihre Grenzen.

Es wurde von chromatographischen Techniken berichtet, welche Mischungen
von Glyceriden durch die Verwendung von verschiedenen Losungsmittel-
systemen trennen und identifizieren konnten, jedoch lieferte diese Methode
keine zufrieden stellenden Ergebnisse hinsichtlich der Detektion von tierischem
Fett. Durch Trennung der unverseifbaren Anteile der Fettsduren mittels DUnn-
schichtchromatographie und anschlieBender Gaschromatographie, wiesen
Kuzdal et al. (1975) tierisches hydriertes Fett in Butter nach.
Colombini et al. (1978) nutzten die UV-spektrometrische Analyse in einem
Bereich von 220nm und 420nm um erfolgreich 10% Schweineschmalz in
Butter nachzuweisen, jedoch konnte Rindertalg nicht detektiert werden. Die
Grossfield Zahl oder die Buttersaurezahl, zum Beispiel, ist eine
Messung der Buttersdure. Sie kann anstelle des Reichert-Meissel Wertes
verwendet werden. Jedoch kann diese Methode tierisches Fett bei einem
Gehalt von 10% oder weniger nicht nachweisen [SINGAHL et al., 1997].
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4  Zusatz von Milch anderer Spezies

Die Milchindustrie ist verantwortlich fir eine facettenreiche Gruppe von
wirtschaftlich bedeutenden Produkten, wie Milch, Butter, Joghurt und Kéase.
Kuh-, Schaf-, Ziegen- und Buffelmilch werden hauptsachlich fur die Herstellung
dieser Produkte verwendet. Die Mehrheit der westlichen Bevélkerung
konsumiert Kuhmilch, daher ist sie auch die dominierende Milch am Markt.
Grinde fur das Vermeiden von Kuhmilch kdnnen folgende sein: Intoleranz oder
Allergie; religiose, ethische oder kulturelle Bedenken; personliche Vorliebe; und
dass Kuhmilch fur Spezialprodukte, wie Feta oder Mozarellakése nicht geeignet
ist. Das Interesse an authentischen und richtig gekennzeichneten
Produkten, vor allem bei sortenreinen traditionellen Produkten, steigt bei den
Konsumenten immer mehr an [HURLEY et al 2004].

Hinsichtlich Lebensmittelauthentizitdt wurde die Artenidentifizierung von
tierischen Produkten in den letzten Jahren zu einem wichtigen Thema. Ein
Schutz gegen Substitution oder Zumischung von Arten ist wegen allergischen
und religiosen Einschrankungen und auch wegen staatlichen Regulierungen
von Bedeutung. Zum Beispiel wird Ziegenmilch, wegen der geringeren Kosten,
oft zur Produktion von Késesorten hinzugefligt, diese werden dann irrefihrend
mit einer teureren milchproduzierenden Spezies deklariert, wie etwa ,reine
Schafsmilch®. Um unfairen Wettbewerb zu vermeiden und ehrliche Lebens-
mittelkennzeichnung zu gewabhrleisten, ist es notig, gute analytische Methoden
fur die Milchindustrie und die Exekutivorgane zu entwickeln um die Verfal-
schung von Milch in Angriff nehmen zu kdnnen [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].
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Der hauptsachliche Weg um Milch von verschiedenen Arten differenzieren zu
kénnen, liegt im unterschiedlichen molekularen Aufbau der Milchproteine. Um
diese Unterschiede ausfindig zu machen, werden verschiedene analytische
Methoden, wie diverse Formen der Elektrophorese, der Chromatographie oder
der Immunchemie angewendet [LEES, 2003].

Elektrophoretische und immunologische Techniken sind wahrscheinlich die
wichtigsten Methoden zur Artencharakterisierung von Milch und Milch-
produkten. Amigo et al. (1992) fuhrten einen Vergleich zwischen der
Elektrophorese (PAGE), der Isoelektrischen Fokussierung (IEF) und der
Radialimminodiffusion durch. Eine gute quantitative Ubereinstimmung hatten
PAGE- und IEF-Methoden.

Die Analysenmethode durch Immundiffusion stimmte qualitativ mit den anderen
Methoden zu 90% der analysierten Falle Gberein. Bedauerlicherweise wurden
drei Proben, die Ziegenmilch enthielten und zwei Proben, die Kuhmilch
enthielten, in 52 analysierten Proben von dieser einfachen und schnellen
Methode nicht detektiert. In dieser Studie konnte man nur bei 36,5% der Proben
echten Schafsmilchkase nachweisen, 52% enthielten Ziegenmilch und 9,6%
stammten von der Kuh [DENNIS, 1996]

4.1 Verschiedene Arten der Elektrophorese

Die Trennung der Milchproteine durch verschiedene Arten der Elektrophorese
ist eine der meist angewandten Formen zur Authentifikation von Milch-
produkten. Frihe Versuche von Aschaffenburg und Dance (1968), von Foissy
(1976) und von Freimuth und Krause (1968) fixierten sich auf die hohere
elektrophoretische Beweglichkeit von asi-Casein der Kuhmilch in Polyacryl-
amid-Gel (PAGE) verglichen mit der von Schaf- oder Ziegenmilch [LEES, 2003].
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Diese Autoren berichteten, dass der Zusatz von einem Prozent Kuhmilch in
Ziegenmilch detektiert werden kann. Da das Casein wahrend der Kasereifung
teilweise abgebaut wird, verdecken neu gebildete Peptide zu einem gewissen
Grad die Region des Kuh-asi-Caseins. Dadurch nimmt die Empfindlichkeit
dieser Methode ab wund die Ergebnisinterpretation wird viel diffiziler
[LEES, 2003].

Alkalische Urea-Polyacrylamidgel Elektrophorese ist eine der altesten

Methoden zur Detektion von Milchmischungen von verschiedenen Arten.

Wie in Abbildung 7 gezeigt wird, kann das asi-Casein der Kuhmilch als Marker
fur die Prasenz von Kuhmilch in Schafmilch und auch in Ziegenmilch dienen.
In gereiften Kasesorten, welche einen gewissen Grad an Proteolyse zeigen, ist
diese Technik jedoch nicht brauchbar, da verschiedene Abbauprodukte des
Caseins, welche wéhrend der Reifung auftreten, &hnliche elektrophoretische
Mobilitat, wie die des asi1-Caseins der Kuhmilch zeigen. Urea-PAGE kann daher
nur als sichere Methode zur Detektion von Kuhmilch in Milch von anderen Arten
dienen, wenn keine nennenswerten proteolytischen Veranderungen aufgetreten
sind und darf nicht bei gereiften Ka&sesorten angewendet werden
[MAYER, 2005].

Als Alternative zur Bestimmung von Kuh-Casein in Milch und Milchprodukten
verwendeten Mayer und Hortner (1992) die diskontinuierliche Elektrophorese
von B-Casein [LEES, 2003]. Stérende Proteinbanden als Konsequenz von
Reifeprozessen oder Veredelungsschritten wurden nicht entdeckt. Der Bereich
der Quantifikation in Relation zum Gesamt-Casein erstreckt sich von
5 bis etwa 70% Kuh-Casein [MAYER und HORTNER, 1992].
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Abbildung 7:  UREA-PAGE Analyse der Casein Fraktion von Standardmischungen von
Kuh- und Schafmilch [MAYER, 2005]

Polyacrylamidgel-Isoelektrische-Fokusierung (PAGIF) wurde wegen seiner
hohen Separationsrate zu einer bevorzugten Technik bei der Auftrennung von
komplexen Proteinmischungen. Krause et al. (1982) nutzten bei der Anwen-
dung dieser Technik vy-Caseine, proteolytische Abbauprodukte von
B-Casein, als Indikator zur Detektion von Kuhmilchbeimischung zu Schaf- und
Ziegenmilch beziehungsweise zu Schaf- und Ziegenkdse. Bei dieser
Analysenmethode kann zwischen Schaf- und Ziegenmilch nicht differenziert
werden. Die absichtliche Zugabe von Plasmin zu K&secasein, um (-Casein zu
erzeugen und die darauf folgende Separation durch PAGIF, steigert die
Empfindlichkeit der Methode mal3geblich. Diese Technik wurde offiziell
angenommen (Commission Regulation EC No., 213/2001) um innerhalb der EU
Kéase zu kontrollieren [LEES, 2003].
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Abbildung 8: IEF Banden von y-Caseine, die aus Mischungen von Kuh- und Ziegenmilch
stammen [MAYER, 2005].

Die Auswertung wird durchgefuhrt, indem die Proteinmuster von der
unbekannten Probe mit Referenzstandards verglichen werden. Der Nachweis
von Kuhmilch in Kéasesorten von Schaf-, Ziegen- oder Wasserbiffelmilch oder
Mischungen von diesen wird anhand des ys- und y2-Caseins gemacht, dessen
isoelektrische Punkte liegen zwischen pH 6.5 und pH 7.5. Dabei liegt die Nach-
weisgrenze bei weniger als 0.5%. Die Methode ist anwendbar fur einen
empfindlichen und spezifischen Nachweis von nativer und hitzebehandelter
Kuhmilch und Caseinat in frischem und gereiftem Kéase, hergestellt aus Nicht-
Kuhmilch, jedoch kann sie nicht angewendet werden bei der Detektion von
Milch und Ké&se, die durch Konzentrate von hitzebehandelter Kuhmolke
verfalscht wurden [LEES, 2003].
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PAGIF von para-k-Casein erlaubt sowohl den Nachweis von zugesetzter Kuh-
milch zu Kéasesorten von verschiedenen Spezies, als auch die Differenzierung
zwischen Kasesorten, die entweder vom Schaf oder von der Ziege stammen.
Diese Analysenmethode kann auf andere Milchprodukte erweitert werden. Der
Zusatz von Chymosin zu Schafsjoghurt um para-k-Casein kunstlich herzustellen
und die folgende Auftrennung der Caseine durch kationische PAGE erlaubt den

Nachweis von Kuhmilch bis zu einem Prozent [LEES, 2003].

4.1.1 Elektrophoretische Trennung der Molkenprotein e

Die Differenzierung von Milch von verschiedenen Arten kann ebenfalls auf der
analytischen Separation von Molkenproteinen basieren, zum Beispiel wird
HPLC oder Elektrophorese angewendet [MAYER, 2005].

Durch die Proteolyse wahrend der Kasereifung werden die Molkenproteine nicht
sonderlich modifiziert. Um diese Eigenschaft ausreichend nutzen zu kénnen,
wurden Trennungssysteme entwickelt, die auf den unterschiedlichen
elektrophoretischen Mobilitdten der Molkenproteine, im speziellen auf der
Beweglichkeit des B-Lactoglobulins, beruhen [LEES, 2003].

In Abbildung 9 werden die elektrophoretischen Muster der Molkenproteine von
Kuh-, Schaf-, Ziegen- und Stutenmilch gezeigt. Aufgrund der Tatsache, dass
das B-Lactoglobulin der Kuhmilch eine viel héhere elektrophoretische Mobilitat
aufweist als alle anderen Proteinfraktionen, kann der Nachweis von Kuhmilch in
Mischungen, basierend auf nativer PAGE von Molkenproteine, &aufRerst
erfolgreich sein [MAYER, 2005].

Der Nachteil dieser Methode ist, dass Hitzebehandlung die Proteine zu einem
gewissen Ausmal} denaturiert und auf diese Weise die Testergebnisse
beeinflusst [LEES, 2003].
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Abbildung 9 : UREA-PAGE Analyse der Molkenproteine von Kuh-, Schaf-, Ziegen- und
Stutenmilch [Mayer, 2005]

Die Isoelektrische Fokussierung von Molkenproteinen ist eine Standardmethode
(DIN, 1995), welche fir den Nachweis von Kuhmilch in Molkenkése, wie
Ricotta, empfohlen wird. Wie in Abbildung 10 gezeigt wird, konzentrieren sich
a-Lactalbumin und B-Lactoglobulin in der anodischen Region, wahrend die
Fraktionen der Molkenproteine von Schaf- und Ziegenmilch sich vermehrt bei
den basischen isoelektrischen Punkten zeigen. Wird jedoch erhitzte Kuhmilch
oder Caseinat zur Verfalschung von Kase verwendet, wird diese Methode

vermutlich falsch negative Resultate zeigen [MAYER, 2005].
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Abbildung 10: IEF-Banden der Molkenproteinfraktionen von Standardmischungen von
Kuh-und Schafmilch [Mayer, 2005].
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4.2 Immunchemische Nachweismethoden

4.2.1 Nachweis durch Immunoassays

Aufgrund der ausgezeichneten Empfindlichkeit und der minimalen Probenauf-
bereitung erfreuen sich immunchemische Methoden einer weiten Akzeptanz,
um zwischen Milchsorten von verschiedenen Spezies zu unterscheiden. Viele
der Analysen zielen das (-Casein der Kuhmilch an, da diese Fraktion das
hochste allergische Potential unter allen Caseinarten hat. Fir die meisten
Analysen liegt die Detektionsgrenze bei 0.1-1.0%, abhangig vom jeweiligen
Format. Am Markt finden sich kommerzielle Teststreifen, welche sich einer weit
verbreiteten Anwendung erfreuen [LEES, 2003].

Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay, ELISA) kann in Abhangigkeit von der Art der Quantifizierung oder der
Detektion der Antigene oder Antikbrper an eine Vielzahl von Formaten ange-
passt werden. Bei einem direkten Test zum Beispiel ist der Analyt an einer
soliden Phase gebunden und wird durch Addition an einen markierten Anti-
korper nachgewiesen. Die indirekte Methode weist den Analyten in der soliden
Phase durch Bindung an einen primaren Antikorper gefolgt von einem sekundé-
ren markierten Antikérper nach. Eine Form des direkten ELISAs ist der
SANDWICH-ELISA bei dem der Analyt durch einen Antikdrper, welcher auf
einer Platte gebunden ist, eingefangen wird und durch einen zweiten markierten
Antikorper, der spezifisch fur ein fremdes Epitop des Analyten ist, detektiert.
Kompetitive Tests konnen entweder direkt oder indirekt sein; sie beinhalten ein
plattengebundenes Antigen, das in Konkurrenz um eine freie Antikorper-
bindungstelle mit dem Probeanalyten steht [HURLEY et al., 2004a].
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In den zwei nachfolgenden Tabellen sind die Details der verschiedenen

Immunotests, die zur Detektion von Kuh- oder Ziegenmilch in Milchsorten

anderer Spezies entwickelt wurden, zusammengefasst

Verfalschte
Probe

Schafmilch

Schafskase

Schaf- oder
Ziegenkase

Schaf- oder
Ziegenmilch

Schaf- oder
Ziegenkase

Schafmilch

Schafskase

Ziegen- oder
Schafmilch

Schafmilch

Ziegen-, Schaf-
oder Biffelmilch

Zielantigen Methoden Detektionsgrenze
der Verfalschung
in Prozent

Kuh-Casein Sandwich-ELISA 1

Kuh-Casein Sandwich-ELISA 1

hatives und hitzedenatu- Indirekter kompetitiver

gz:tﬁiE-LaCtoglobulin ELISA 0,1-1,2
Kuh-y3 Casein :Erﬂiéepl\(ter kompetitiver 0.1
Kuh-y3 Casein :Erflig;l\(ter kompetitiver 0.1
Kuh-B Casein Immunostick-ELISA 1
Kuh-B Casein Immunostick-ELISA 0,5
B-Lactoglobulin der Kuh  Sandwich-ELISA 0,1
Kuh IgG Immunobloting 1
Kuh 1gG indirekter kompetitiver 0.1

ELISA

Tabelle 2: Immunologische Methoden zur Detektion von Milchprodukten, die mit Kuhmilch
verfalscht wurden [HURLEY et al., 2004a]
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Verfalschte Zielantigen Methoden Detektionsgrenze
Probe der Verfalschung

in %
Schafmilch Ziegenmolkenprotein Sandwich-ELISA 1
Schafmilch Ziegenmolkenprotein Indirekter ELISA 1
Schafmilch Ziegen as2 Casein Indirekter ELISA 0,5
Tabelle 3: Immunologische Methoden zur Detektion von Milchprodukten, die mit

Ziegenmilch verfélscht wurden [HURLEY et al., 2004a]

Caseine sind relativ hitzestabile Proteine und sind als solche gebréuchliche
Zielantigene in ELISAs, um eine Verfalschung von hitzebehandelter Milch
nachzuweisen. Trotzdem wurden zahlreiche Arten von Antigenen verwendet,
wie zum Beispiel, Casein (B- oder y-Casein), B-Lactoglobuline, Immunglobulin
(IgG) oder andere Molkenproteine. Die Art der verwendeten Antikorper beein-
flusst die Effizienz eines ELISAs, dabei sind die polyklonalen Antikdrper norma-
lerweise nicht so spezifisch wie monoklonale [HURLEY et al, 2004a].

Trotz des Problems der Differenzierung zwischen den Milchproteinen von nah-
verwandten Spezies, wie bei Kuh und Buffel, verwenden die meisten der immu-
nologischen Methoden polyklonale Antiseren (B-CN, y-CN, B-Lactoglobuline
oder andere Molkenproteine), um eine Verfalschung von Milch nachzuweisen.
IgG, ein weiteres Protein, das in Milch gefunden wurde, wurde erfolgreich als
Zielantigen in einem einfachen ELISA verwendet. Zusatzlich wurden zahlreiche
kommerzielle ELISAs entwickelt, die jedoch nicht zwischen Kuhmilch und
Buffelmilch unterscheiden kénnen [HURLEY et al., 2004b].
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Tests, die polyklonale Antikdrper verwendet haben, konnten Kuhmilch erfolg-
reich in folgenden Produkten nachweisen: in Schaf- und Ziegenmilch, in Schaf-
und Ziegenkase; auRerdem konnte mit dieser Methodik Ziegenmilch in Schaf-
milch detektiert werden. Die polyklonalen Antikorper, welche in diesen Tests
verwendet wurden, wurden nach ihrer Affinitat aufbereitet
[HURLEY et al., 2004a].

Eine alternative Methode ist die Produktion von monoklonalen Antikérpern.
Kuhmilch wurde durch die Verwendung von monoklonalen Antikdrpern in
Schaf-, Ziegen- und Biffelmilch und in Schafkase erfolgreich nachgewiesen,
der Zusatz von Ziegenmilch in Schafmilch konnte ebenso nachgewiesen
werden. Alle Methoden, die in Tabelle 1 und 2 aufgelistet sind, erfillen das Ziel
der Europaischen Kommission, eine einprozentige Verfalschung nachzuweisen.
Nur ein Test, basierend auf 1gG, ist imstande, Kuhmilch in Schaf-, Ziegen- und
Biffelmilch nachzuweisen [HURLEY et al., 2004a].

Hurley et al. (2004b) entwickelten in ihrer Studie einen indirekten kompetitiven
ELISA, der sowohl sensitiv als auch spezifisch ist, um Kuhmilch in Milch von
anderen Spezies nachzuweisen. Dabei musste das Zielantigen und der Anti-
korper sorgféaltig ausgewahlt werden, um einen optimalen ELISA zu entwickeln.
Immunglobulin G ist hoch immunogen und als Zielantigen fir die Speziation der
Milch geeignet. Das in dieser Studie verwendete antibovine 1gG ist hoch spezi-
fisch, hoch sensitiv und leicht anwendbar. Diese Studie hat gezeigt, dass dieser
optimierte indirekte kompetitive ELISA Kuhmilch in Ziegen-, Schaf- oder Buffel-
milch mit einer Detektionsgrenze von 0.1% nachweisen kann (Abbildung 11/12),
wobei keine signifikanten Kreuzreaktionen aufgetreten sind. Diese Methode
funktioniert ebenso bei pasteurisierter Kuhmilch, bei unerhitzter Milch wie auch
bei zuvor eingefrorener Milch. Allerdings ist es nicht mdglich, mit diesem Test
bovines IgG in ultrahoch erhitzter Milch und in fettfreier getrockneter Mich, die

rekonstruiert wurde, nachzuweisen [HURLEY et al., 2004b].
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Abbildung 11: Nachweis von Kuhmilch in verfalschten Proben von Schaf-, Ziegen- und
Buffelmilch unter der Verwendung des optimierten indirekten kompetitiven
ELISAs fir bovines 1gG [HURLEY et al., 2004b]
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Abbildung 12 : Ergebnis des optimierten indirekten kompetitiven ELISAs bei bovinem IgG unter
der Verwendung von verschiedenen, behandelten Milcharten als Inhibitoren
[HURLEY et al., 2004b]
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4.2.2 Nachweis durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR )

Wahrend der letzten Jahre wurden zahlreiche Methoden, welche auf der
Analyse der DNA basieren, verwendet, um die Verfalschung von Produkten
tierischen Ursprungs zu uberwachen. Die meist verbreiteten Techniken
involvieren PCR-Amplifikation von einem konservierten Genfragment, das von
einer Speziesgruppe stammte, unter der Verwendung von universellen Primern
oder DNA-Amplifikation mit spezifischen Primern, um einen definierten
Zielorganismus zu identifizieren [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].

Genomische DNA von somatischen Zellen bleibt in Milch und sogar in gereiftem
Kase bestehen [HURLEY et al., 2004a]. Die DNA von somatischen Milchzellen
kann durch Polymerase-Kettenreaktion vervielfaltigt werden und findet so fur
die Analyse zur Artenunterscheidung Verwendung. Um die korrespondierende
genomische DNA in Milch und Ka&ase zu entdecken, wurden von
Plath et al. (1997) Primer verwendet, welche eine Teilsequenz des B-Caseins
kodierten. Das PCR-Produkt der B-Casein-DNA, das vom Schaf oder von der
Ziege stammte, enthielt eine spezifische Restriktionsenzymstelle, die nicht in
der B-Casein-DNA der Kuh enthalten war. Die Restriktionsenzyme wurden ana-
lysiert und anschlieend wurden die Fragmente durch PAGE aufgetrennt.
Dadurch fand man heraus, dass die p-Casein-DNA der Kuh als zusatzliches

Band auftritt, sofern Kuhmilch préasent ist.

Eine ahnliche Vorgehensweise wurde beschrieben; um Wasserbuffel-, Kuh-,
Schaf- und Ziegenmilch in Kase zu identifizieren. Diese Methode basiert auf der
Amplifikation des 359bp Fragments des Cytochrom b-Gens und auf der
Analyse des Kettenlangenpolymorphismus des Restriktionsfragments
[LEES, 2003].
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Von Bania et al. (2001) wurde eine single step PCR-Methode beschrieben; um
Kuhmilch in Ziegenmilch nachzuweisen, dabei wurden Kuh-spezifische fir ein
Bruchstiick des Cytochrom b-Gens verwendet. Um die Herkunft der Milch
nachzuweisen, extrahierten Bottero et al. (2002) genomische DNA von Kase.
Eine PCR mit doppelstrangigen Amplifikationen wurde ausgefuhrt, dabei
wurden verschieden passende Primer-Sets artenspezifischer DNA Amplifikation
verwendet [LEES, 2003].

M 1 2 3 - S 6

Abbildung 13 : Agarosegelelektrophorese von PCR Produkten amplifiziert durch Kasebruch,
der durch die Mischung von Kuh- und Ziegenmilch erhalten wurde. M, 100bp
Stufe; Linie 1, Kuhmilch (100%); Linie 2, Ziegenmilch (100%); Linie 3,
Mischung von Kuhmilch (1%) und Ziegenmilch (100%); Linie 4 Mischung von
Kuhmilch (0.5%) und Ziegenmilch; Linie 5, Mischung von Kuhmilch (0.1%) und
Ziegenmilch; Linie 6, Kontrollreagens [BOTTERO et al., 2003]
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Viele Studien verwenden mitochondrial-kodierte Gene, wie Cytochrom b-Gen,
da sich die Sequenzen bei zahlreichen Nucleotiden sogar zwischen nahver-
wandten Arten unterscheiden [HURLEY et al., 2004].

DarlUber hinaus ist die Anzahl der Kopien der mitochondrialen DNA viel héher
als die der genomischen DNA. Kuh-spezifische Primer wurden entwickelt, um
die Kontrollregion der mitochondrialen DNA anzuzielen und das resultierende
PCR-Produkt von 413bp wurde durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Die Nachweisgrenze von Kuhmilch in Schafskase lag bei weniger als 0.1%
[LEES, 2003]. Jedoch gibt es noch immer Probleme mit der Quantifizierung bei
der PCR, da die Anzahl der Mitochondrien, abhangig von Zelltyp und den
Umweltbedingungen, in  jeglichen  Zellen sehr variieren kann
[HURLEY et al., 2004a].

Lopez-Calleja et al. (2005) entwickelten einen PCR-Test fur den Nachweis von
Ziegenmilch in Schafsmilch unter der Verwendung von ziegenspezifischen
Primern, welche das mitochondriale 12S rRNA-Gen anzielen. Dieser Marker
wurde wegen seiner Variabilitdt, wegen des Vorhandenseins von vielen Daten
von mitochondrialen Sequenzen, welche von Wirbeltieren stammten und wegen
der hohen Anzahl von Vervielfaltigungen von mitochondrialer DNA im Verhaltnis
zu anderen Genen gewahlt [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].
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Um den Nachweis von Ziegenmilch-DNA eindeutig zu machen, wurde ein
ziegenspezifisches Primerset im Anschluss an Sequenzabgleich und
Anpassung der 12S rRNA-Fragmente entwickelt. Wie von der Sequenzanalyse
erwartet, verstarkte das Primerpaar 12SCH-DIR-12SCH-INV ein 122-bp Bruch-
stick von Ziegen-DNA, wahrend keine Verstarkungsbanden bei Schaf, Kuh und
Wasserbuffel auftraten (Abbildung 14) [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].

122 bp

Abbildung 14: Elektrophoretische Analyse von ziegenspezifischer 12S rRNA Amplifikation von
Milchproben unter der Verwendung von Primer 12SHC-DIR und 12SHC-INV.
Die Proben sind: Ziege (Linie 1), Schaf (2), Kuh (3) und Wasserbiffel(4).
CN = Negativkontrolle; M = Molekulargewicht-Marker 1kb plus DNA-Leiter
[LOPEZ-CALLEJA et al., 2005]



. . 59
Zusatz von Milch anderer Spezies

Als Teil dieser Studie wurde ebenso die Sensitivitat dieses Tests zum Nachweis
von Ziegenmilch in Schafmilch evaluiert. Fur diesen Zweck wurde
PCR-Amplifikation von binéren rohen Mischungen von Ziegen-/Schafmilch, be-
stehend aus 0.1, 0.5, 1, 5, 10 und 100% (vol/vol) aus Ziegenmilch durchgefuhrt.

Je niedriger der Anteil an Ziegenmilch war, desto schwacher war das erhaltene
Band in der PCR mit dem ziegenspezifischen Primerpaar (Abbildung 15/16).
Die Nachweisgrenze dieses Tests lag bei 0.1% der Ziegenmilch in der aus
Schaf- und Ziegenmilch bestehender Mischung. Zuvor beschriebene PCR-
basierende Methoden zur Authentifikation von Milchprodukten wiesen geringere
oder ahnliche Sensitivitat auf [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].

M 1 2 3 4 5 6 7 NC

Abbildung 15: Elektrophoretische Analyse von den 12S rRNA PCR-Produkten, erhalten von
rohen binaren Mischungen aus Ziegen- in Schafmilch, unter der Verwendung
der Primer 12SHC-DIR und 12SHC-INV. Proben: 100% Ziege (1),
10% Ziege (2), 5% Ziege (3), 1% Ziege(4), 0.5% Ziege (5), 0.1% Ziege (6) und
100% Schaf (7). NC = Negativkontrolle; M = Molekulargewicht-Marker 1kb plus
DNA-Leiter [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].
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Einer der klaren Vorteile von Methoden, die auf PCR-Technik basieren, gegen-
Uber anderen Techniken ist, dass ein hoher Grad an Substratspezifitat mit der
Fahigkeit bei hoch verarbeiteten Proben zuverlassig zu funktionieren kombiniert
wird. Obwohl DNA, wie Protein, bei htheren Temperaturen oder bei anderen
Verarbeitungsschritten denaturiert, kann DNA noch immer durch Bruchstick
Amplifikation nachgewiesen werden [LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].

M 12 3 4 5 6 7 NC M 1 23 4 5 6 7 NC

122 bp 122 bp

Abbildung 16: Elektrophoretische Analyse von den 12S rRNA PCR-Produkten, erhalten von
hitzebehandelter Milch aus bindren Mischungen von Ziegen- in Schafmilch,
unter der Verwendung der Primer 12SHC-DIR und 12SHC-INV.A:
Pasteurisierte Probe (65°C, 30min); und B: Sterilisierte Probe (120°C, 20min).
Die Linien sind: 100% Ziege (1), 10% Ziege (2), 5% Ziege (3), 1% Ziege(4),
05% Zege (5), 0.1% Zege (6) wund 100% Schaf (7).
NC = Negativkontrolle; M = Molekulargewicht-Marker 1kb plus DNA-Leiter
[LOPEZ-CALLEJA et al., 2005].



. . 61
Zusatz von Milch anderer Spezies

4.3 Nachweis durch Hochdruckfllssigkeits-
Chromatographie (HPLC)

Ein anderer Weg zur Proteinseparation ist die Hochdruckflissigkeits-
chromatographie (HPLC), welche erfolgreich angewendet wurde, um
individuelle Milchproteine zu bestimmen. Verschiedene Formen der Chroma-
tographie wurden fur die Proteine der unterschiedlichen Tierarten entwickelt.
Sowohl lonenaustauschersédulen als auch Reversed-Phase-S&ulen wurden
angewendet, um entweder Caseine, Molkenproteine oder die gesamten Milch-
proteine zu fraktionieren [LEES, 2003].

Das Ziel der Studie von Ferreira und Cacote, 2003 war die Separation und
Identifikation von homologen Molkenproteinen in binaren Milchmischungen und
die Bestimmung der Anteile von Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch in gereiftem
rohen Kase mittels HPLC-Analyse der B-Laktoglobuline. Bindre Mischungen
von roher Kuh- und Schafmilch oder von roher Kuh- und Ziegenmilch,
die 1, 2, 5, 10, 20, 30, 50, 75 und 95% (vol/vol) Kuhmilch enthielten, sowie
Mischungen von Ziegen und Schafmilch, die 1, 2, 5, 10, 20, 30, 50, 75 und
95% (vol/vol) Ziegenmilch enthielten, wurden fur die Kaseherstellung verwen-
det. Traditionellen Methoden entsprechend wurden die Késeproben zubereitet
und gereift. Analysiert wurden die Milchmischungen frischer und gereifter Kéase.

Um die bestmdgliche Trennung der Molkenproteine von Kuh-, Schaf- oder
Ziegenmilch zu erzielen, wurde eine Gradientenelution mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 0.5ml/min und einer Temperatur von 45°C durch-
gefuhrt. Verwendet wurde eine Mischung aus zwei Losungsmittel:
Losung A: 0.1% Trifluoressigséaure in Wasser und Lésung B: 0.09% Trifluor-
essigsaure in 80% wassrigem Acetonitril [FERREIRA und CACOTE, 2003].
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Unter diesen Bedingungen wurden die Fraktionen der
B-Laktoglobuline und die a-Laktalbumine, welche von roher Kuh-, Schaf und
Ziegenmilch stammten, gut fraktioniert und es wurden unterschiedliche
Chromatographiemuster erhalten. Die Analyse von [B-Laktoglobulin in den
bindren Mischungen, die definierte Mengen an roher Kuh-, Schaf- und Ziegen-
milch enthielten, lieferten interessante Ergebnisse. Wie erwartet lieferte jede
Mischung unterschiedliche Chromatographieprofile. Fir jede Milchmischung
und der entsprechenden frischen oder gereiften Kaseprobe wurden ahnliche
Chromatographieprofile erhalten. Bei gereiftem Kase konnte zwar der Effekt der
Proteolyse festgestellt werden, jedoch storte dieser nicht die Peaks des
B-Laktoglobulins. Mit dieser HPLC-Methode konnten 2% Kuhmilch in Schafs-
kadse nachgewiesen werden. Es war nicht méglich, das B-Laktoglobulin der Kuh
in gereiftem Kase, dem 1% Kuhmilch zugesetzt wurde, zu identifizieren. Diese
Technik ermoglichte eine  Quantifikation von Milcharten in  einem
Konzentrationsbereich von 5-95% [FERREIRA und CACOTE, 2003].

Enne et al. (2005) entwickelten eine Methode, um den betriigerischen Zusatz
von Kuhmilch zu Wasserbuffel-Mozarella nachzuweisen. Dabei wurde eine
Gradienten-HPLC angewendet, welche auf der Messung der Mengen-

verhaltnisse der B-Laktoglobulin Proteinfraktionen beruht.

Unter der Verwendung von Cs-Saulen und UV-Detektion wurden rohe Milch,
Kasegrundmasse und vorherrschende Kaseflissigkeit untersucht. Diese Arbeit
zeigte, dass der Zusatz von Kuhmilch wahrend der Kaseproduktion in der vor-
herrschenden Flussigkeit von Mozarella sowohl in roher Milch als auch in
Kasegrundmasse nachgewiesen werden kann und das unter der gesetzlichen
EU-Grenze von einem Prozent. Ein Zusatz von weniger als 0.5% Kuhmilch

konnte nachgewiesen werden [ENNE et al., 2005].
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Im Vergleich mit den korrespondierenden Milchproben wurde eine signifikante
Abnahme der Peakflachen und der Peakhthe von der Kasegrundmasse und
der Kaseflussigkeit beobachtet; moéglicherweise aufgrund des Proteinabbaus

wahrend des Kasereifungsprozesses [ENNE et al., 2005].

Ferreira und Cacote (2003) beobachteten den Einfluss der Proteolyse; dabei
wirkten sich die Abbauprodukte der Proteine nicht stérend auf die
B-Laktoglobulin Peaks aus. AuRerdem werden die Peakverhéltnisse - daher
auch nicht die Quantifizierung -in binaren Mischungen durch den Grad der
Proteolyse nicht beeinflusst. Die Ergebnisse zeigten im Gegensatz zu friheren
Studien, dass der Gebrauch einer matrixspezifischen Kalibrationskurve
essentiell ist, um eine geeignete Quantifizierung der B-Laktoglobulin Proteine
durchzufihren, die es erlaubt, auf den Kuhmilchzusatz zu schlie3en
[ENNE et al., 2005].

Um mogliche Verfalschungen nachzuweisen, bendtigt es eine klare analytische
Charakterisierung jeglicher Art von Kuhmilch. Bordin et al. (2001) fuhrten die
Trennung der Hauptmilchproteine mittels lonenpaar-Reversed-Phase-HPLC
und Photodiodenarray-Detektion durch. Durch die Retentionszeit, die
Peakflachenverhaltnisse und die UV-Spektren der Derivate wurde jedes Protein
identifiziert. Die Kalibrationskurve wurde durch gereinigte Proteine bestimmt;
diese wurde zur Quantifizierung herangezogen. Bei dieser Analysenmethode ist
es mdglich, die sieben Hauptproteine (k-Casein, as2-Casein, asi-Casein,
B-Casein, a-Laktalbumin, B-Laktoglobulin B und (-Laktoglobulin A) in einem
Lauf zu trennen und zu quantifizieren, auRerdem kann die Gesamtprotein-
konzentration bestimmt werden [BORDIN et al., 2001].
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Veloso et al. (2002) verwendeten flr die Separation und Quantifizierung von
bovinen k-, a- und B-Caseinen ebenso HPLC-UV unter der Verwendung von
Reversed-Phase-Saulen. Es wurde eine Gradientenelution mit einer Fliel3ge-
schwindigkeit von 1ml/min bei einer Temperatur von 46°C durchgefihrt.
Verwendet wurde eine Mischung aus zwel Ldsungen;
Losung A: 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser sowie Losung B, bestehend aus
Acetonitril-Wasser-Trifluoressigsaure in einem Verhéaltnis von 95:5:0.1.

Ein UV-Detektor Uberwachte die Elution bei 280nm. Die Bestimmungen
wurden in einem linearen Messbereich von 0.038-0.377mg/ml fur k-Casein,
0.188-1.883mg/ml fur a-Casein und 0.151-1.506mg/ml fir p-Casein durchge-
fuhrt. Die Nachweisgrenzen lagen jeweils bei 0.006, 0.019 und bei 0.015mg/ml
fur k-Casein, a-Casein und fur p-Casein. Die Wiederfindungsraten lagen bei
Kuhmilch in einem Bereich von 91-100%.

Dieselbe HPLC-Methode wurde angewendet, um die Caseine von Schaf und
Ziege zu trennen. Binare Mischungen (Kuh/Schaf und Kuh/Ziege) mit unter-
schiedlichen Mengenverhéltnissen wurden vorbereitet und analysiert.
In Abbildung 17 werden typische Chromatographieprofile gezeigt. Fur Kuh-,
Schaf- und Ziegenmilch wurden unterschiedliche Chromatographieprofile erhal-
ten. Die zugesetzte Menge an Kuhmilch in den verfalschten Proben konnte
durch Integration der bovinen a-Casein Peakflache berechnet werden. Dazu
wurden Standardkurven mit verfalschten Proben, von denen die Mischverhalt-
nisse bekannt waren, vorbereitet. Jedoch war es nur mdglich, einen Zusatz von
5% oder mehr an Kuhmilch in Ziegenmilch nachzuweisen und zu quantifizieren
[VELOSO et al., 2002].
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zu der offiziellen EC-Methode fugten Volitaki und Kaminarides

(2001) Plasmin zu den isolierten Caseinen hinzu, um die y-Casein Fraktion zu

verstarken und separierten die Mischung durch Reversed-Phase-HPLC.

Die Caseinm

und kdnnen

akropeptide der verschiedenen Arten sind durch HPLC trennbar
als Marker dienen. Ebenso ist die HPLC-Analyse der Molken-

proteine interessant zur Artenunterscheidung [LEES, 2003].
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Abbildung 17:

Chromatographische Darstellung von Kuh- und Ziegengesamtcasein, erhalten
durch RP-HPLC bei 280nm, 20ul-Injektionsvolumen: (a) rohe Ziegenmilch;
(b) 5% Verfélschung; (c) 20% Verfalschung; (d) rohe Kuhmilch; Chroma-
tographische Darstellung von Kuh- und Schafgesamtcasein, erhalten durch RP-

HPLC bei 280nm; 20ul-Injektionsvolumen: (a) rohe Ziegenmilch;
(b) 5% Verfalschung (c) 20% Verféalschung; (d) rohe Kuhmilch

[VELOSO et al., 2002].
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5  Verfalschung durch Wasserzusatz

5.1 Das Wasser in der Milch

Der Hauptbestandteil von Milch ist Wasser, vorrangig dient es hier als
Losungsmittel fur die Inhaltsstoffe. Einerseits kommt es als freies Wasser
verteilt im Produkt vor, andererseits kann es in Milchprodukten, wie Butter oder
Kase, auch als chemisch gebundenes Wasser, zum Beispiel als Hydratwasser
am Eiweil3 oder an Laktosekristallen gebunden, vorkommen. Die Textur, die
physikalischen und die mechanischen Eigenschaften, werden insgesamt vom
Wassergehalt beeinflusst. Milch ist ein disperses System und zwar ein
polydisperses, da die Einzelbestandteile in verschieden grof3en Teilchen und
unterschiedlichen Verteilungsgraden, so genannten Dispersionsgraden, im
Wasser vorkommen. Je nach Teilchengréf3e des dispergierten Stoffes
resultieren unterschiedliche Eigenschaften der Milch [SPREER, 2005].

5.2 Verdunnung der Milch mit Wasser

Das Zufligen von Wasser zu einem Getrank ist der Inbegriff der Lebensmittel-
verfalschung. Die Verdinnung mit Wasser verandert die Dichte der Milch, den
Brechungsindex des Laktoserums und - am wichtigsten - den Gefrierpunkt. Die
Bestimmung des Gefrierpunktes von roher Milch mittels kryoskopischen
Thermisator ist wahrscheinlich die am meisten verbreitete und die am
haufigsten angewendete Technik, um die Authentizitdt von Lebensmittel zu
Uberprifen [LEES, 2003].
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Die Originalarbeit an Gefrierpunkten wurde von Hortvet, der Quecksilberther-
mometer verwendete, durchgefihrt. Jiingere Arbeiten haben gezeigt, dass die
Messungen von Hortvet ein wenig ungenau waren. Da jedoch viele der frih
aufgezeichneten Daten auf den Messungen der Hortvet-Apparatur basieren,
vermessen manche La&nder entsprechend der Hortvet-Skala, wahrend andere
die wahre Celsius-Skala verwenden. Mit folgender Formel ist es moglich die

Ergebnisse der einen Methode auf die andere zu korrigieren:

°C =0.96418°H + 0.00085
°H =1.03711°C - 0.00085 [HARDING, 1995].

Der osmotische Druck oder die Balance der Salze einer Kuhmilch muss mit
dem des Blutes der Kuh im Gleichgewicht stehen. Da der osmotische Druck
des Kuhblutes nur in sehr engen Grenzen schwanken kann, kann der Gefrier-
punkt, welcher ja durch die Salzbalance bestimmt ist, nur in engen Grenzen
variieren [HARDING, 1995].

Der Gefrierpunkt von echter unverarbeiteter Milch schwankt nur zwischen
engen Grenzen. Zu den wichtigsten Faktoren, die den Gefrierpunkt
beeinflussen, zahlen die Rasse, die Stufe der Laktation, die Futterungsart, die
Eutergesundheit, die Produktionsregion, die Saison und die Melkzeit
[LEES, 2003].

Daten von vielen Landern wurden gesammelt, um die wahren Schwankungen
des Gefrierpunktes der Milch festzulegen. Zwischen den Landern, zwischen
den Rinderrassen oder zwischen den Jahreszeiten gibt es geringe Unterschie-
de [HARDING, 1995].

Durchschnittliche Gefrierpunktwerte wurden fiir verschiedene Lander in einem
Bereich von -0.5310 und -0.5209°C berichtet [LEES, 2003].
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Die allgemeinen Ruckschlisse uber die Gefrierpunkte, welche in der Literatur
berichtet wurden, sind, dass die Gefrierpunkte von Ziegen- und Schafmilch
generell ein wenig unter denen von Kuhmilch liegen und dass Buffelmilch einen

Gefrierpunkt hat, der ahnlich dem der Kuhmilch ist.

In dem franzodsischem Standard NF V04-205 von 1990 wird ein kryoskopischer
Thermisator beschrieben, in welchem die Probe bis zu einer festgelegten
Temperatur unterkihlt wird, gefolgt von Kristallisationsinduktion mittels mecha-
nischer Vibration. Diese Methode ist empfindlich genug, um 3% des zu-

gesetzten Wassers nachzuweisen [SINGHAL et al., 1997].

Es wurde berichtet, dass jedes zu frischer Milch zugesetzte Prozent an Wasser
den Gefrierpunkt der rohen frischen Milch um 0.006°C steigen lasst. Manche
Autoren empfehlen - um die Ergebnisse zu vereinfachen - die Milligrade zu
verwenden und das Negativzeichen wegzulassen, so dass -0.525 zu 525 wird.
Alle Werte unter 525 wirden die Verdinnung mit Wasser vermuten lassen. Der
Wert des Gefrierpunktes muss korrigiert werden, wenn der Sauregehalt zwi-
schen 7-8°SH (Soxlet-Henkel-Grade) liegt, und darf nicht beachtet werden,
wenn der Sauregrad mehr als 8°SH betragt. Niedrige Sauregehalte (<5.3°SH)
selbst dienen als Indikator flir einen moglichen Wasserzusatz
[SINGHAL et al., 1997].

Es ist normal, den titrierbaren Sauregehalt bei der gleichen Zeit zu testen, bei
der der Gefrierpunkttest durchgefuhrt wird, um zu gewahrleisten, dass die ent-
deckte Aciditat die Messung nicht beeinflusst und den Nachweis einer Verfal-
schung nicht maskiert [HARDING, 1995].

Das Pennsylvania Department of Agriculture hat sogar eine Regelung ange-
nommen, die festlegt, dass Milch mit einem Gefrierpunkt tiber -0.525°C als ver-
falscht betrachtet wird, sofern nicht bewiesen wurde, dass sie frei von zu-
gesetztem Wasser ist [SINGHAL et al., 1997].
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Diese Methode wurde seit 1965 in Colorado, wo ein Geldstrafenschema
praktiziert wurde, angewendet. Abgeleitet vom Gefrierpunkt wurde der Prozent-
satz an zugefiigtem Wasser ermittelt und dementsprechend wurden die Farmer
bezahlt. Dieses Verfahren war ziemlich erfolgreich, um Verfalschungen zu
verringern. In der Schweiz wurde diese Methode ebenso als exakt erachtet und
wurde in  die offiziellen Lebensmittelqualitatskontrollen  inkludiert
[SINGHAL et al., 1997].

Rhom et al. (1992) fanden einen durchschnittlichen Wert fur dsterreichische
Milch bei -0.52757°C + 0.00659°C. Ein Durchschnittswert von -0.543°C wurde
fur UK-Milch gefunden [DENNIS, 1996].

International akzeptierte Interpretationen der Gefrierpunktserniedrigung sind:
wenn die Gefrierpunktserniedrigung groRer als -0.535°C ist, wird angenommen,
dass die Lieferung frei von zugesetztem Wasser ist; wenn die Erniedrigung
zwischen -0.530°C und -0.534°C liegt, wird der Produzent aufgefordert, seinen
Betrieb zu kontrollieren; wenn die Gefrierpunktserniedrigung zwischen -0.525°C
bis -0.529°C liegt, ist die Wahrscheinlichkeit gro3, dass fremdes Wasser anwe-
send ist und wenn die Gefrierpunktserniedrigung bei -0.525°C oder weniger
liegt, wird der Landwirt dazu verpflichtet, seine Unschuld zu beweisen
[SINGHAL et al., 1997].

Im Jahr 2003 entwickelten Mabrook und Petty eine neue Methode unter der
Verwendung von elektrischen Leitfahigkeitsmessungen mit Singlefrequenz, um
zugesetztes Wasser nachzuweisen. Die Leitfahigkeit der Milch ist hauptsachlich
auf die Anwesenheit von lonen zurtickzufuhren, insbesondere Natrium-, Kalium-
und Chlorionen. Der Salzgehalt der Milch bleibt konstant, wobei jedoch die
relativen Konzentrationen der verschiedenen lonen variieren konnen
[MABROOK und PETTY, 2003].
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Sie werden durch verschiedene Faktoren, wie Tierrasse, Jahreszeit, Fltterung
und Laktationsstufe beeinflusst. Die Verteilung von Calcium, Magnesium und
Phosphat zwischen den Ioslichen und kolloidalen Phasen wird ebenso durch
diese Faktoren beeinflusst und das wiederum beeinflusst die frei leitfahigen
lonen der Milch. Ein weiterer Einflussfaktor auf die elektrische Leitfahigkeit der
Milch ist die Anwesenheit von Fett. Wenn der Prozentanteil des Fettes der Milch
ansteigt, sinkt die Leitfahigkeit der Milch; so ist die Leitfahigkeit von entrahmter
Milch um 7-10% hoéher als von Vollfettmilch. Der Grund dafir ist, dass das
meiste Milchfett in Form von groRen Kiigelchen vorkommt, welche von einer
dinnen, nicht leitfahigen Membran umgeben werden. Diese Milchfettkiigelchen
fullen den Inhalt des leitenden Mediums aus und behindern so die leitfahigen
lonen sich zwischen den Elektroden zu bewegen. Die Werte der gemessenen
Leitfahigkeit bei 8°C und 100kHz fur Mischungen von Vollfettmilch und
entrahmter Milch mit Wasser werden in Abbildung 18 gezeigt
[MABROOK und PETTY, 2003].
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Abbildung 18: Die Verédnderung der Leitfahigkeit von Milch als eine Funktion der Zugabe von
Wasser in Milch bei 8°C [MABROOK und PETTY, 2003]

Die Leitfahigkeit von entrahmter Milch nimmt linear mit dem Anstieg des Was-
sergehaltes ab, da die Leitfahigkeit von Wasser - verglichen mit der von ent-
rahmter Milch - sehr gering ist. Vollfettmilch verhalt sich beziglich ihrer Leit-
fahigkeit @hnlich der entrahmten Milch, aber erst bei Wasserkonzentrationen
hoher als 10%. Die Leitfahigkeit von Vollfettmilch sinkt beim Zusatz von weniger
als 1% Wasser und steigt scharf bei 2% an zugesetztem Wasser
(Abbildung 19); die restlichen Wasserkonzentrationen zeigen lineare Abnahme
mit steigendem Wassergehalt, in ahnlicher Weise wie entrahmte Milch
[MABROOK und PETTY, 2003]
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Der scharfe Anstieg der Leitfahigkeit bei 2% an zugefligtem Wasser lasst sich
maoglicherweise durch die Hydrolyse von Milchfett in seine Untereinheiten erkla-
ren. Hydrolyse ist eine chemische Reaktion, bei der durch das Zufligen von
Wasser chemische Bindungen gebrochen werden. Gewohnlich wird diese
Reaktion durch die in Milch anwesenden Salze katalysiert. Da Milchfett aus drei
Fettsauren, welche durch Esterbindungen kovalent an ein Glycerinmolekil ge-
bunden sind, zusammengesetzt ist, hydrolysieren diese Bindungen maglicher-
weise beim Zusatz von 1-2% Wasser und produzieren die Natrium- und
Calciumsalze dieser Fettsauren. Die Anzahl an leitfahigen lonen in der Milch-
l6sung steigt durch diesen Vorgang an und folglich steigt die Leitfahigkeit.
AulRerdem werden aufgrund der Hydrolysereaktion, die freie Phosphationen
produziert, durchschnittlich 50% der Phospholipide, die in den Fettkiigelchen-

membranen vorkommen, in die Milchlésung losgelassen.

Durch diese Resultate kann gesehen werden, dass die Leitfahigkeit von Voll-
fettmilch mit 1% an zugefigtem Wasser geringer ist, als die Leitfahigkeit von
Milch mit einem hoéheren Gehalt an Wasser [MABROOK und PETTY, 2003].

Dieses Ph&nomen wurde von den Autoren als Messschema fur den Nachweis
von zugesetztem Wasser ausgenutzt. Wenn zum Beispiel der Widerstand von
Vollfettmilch mit 2% zugefiigtem Wasser gréRRer ist als der Widerstand bei 1%,
dann ist die Milch ,gut®. Wenn dagegen die Leitfahigkeit von Vollfettmilch mit
2% zugefugtem Wasser niedriger ist als der Widerstand bei 1% zugeflgten
Wasser, wurde zumindest 1% Wasser zur Originalmilch hinzugefigt.
Diese Messtechnik konnte die Basis fur die Entwicklung eines kosten-
gunstigen Instruments fir die Kontrolle von Milchqualitdit sein
[MABROOK und PETTY, 2003].
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Abbildung 19 : Die Veranderung der Leitfahigkeit der Milch als Funktion des Anteils an Wasser
in Milch bei 8°C; Daten fiir Wasserkonzentrationen weniger als 10%

[MABROOK und PETTY, 2003]

Kasemsumram et al. (2007) verwendeten Nah-Infrarotspektroskopie (NIRS), um

Verfalschungen von Milch nachzuweisen (Abbildung 20). Zwei Verféalschungs-

arten von Kuhmilch mit Wasser, beziehungsweise mit Molke, wurden vorberei-

tet. Die NIR Spektren von verfalschten und nattrlichen Milchproben wurden im

Bereich von 1100-2500nm gesammelt. Die Klassifizierung von Milchver-

falschungen und von naturlicher Milch wurde durchgefihrt, indem diskriminie-

rende Partial Least Squares (DPLS) und Soft Independent Modelling of Class

Analogy (SIMCA) Methoden verwendet wurden.
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Die in dieser Studie erhaltenen Ergebnisse haben gezeigt, dass Nah-
Infrarotspektroskopie in Kombination mit einer chemometrischen Methode sehr
brauchbar ist, um Verfalschungsmittel, wie Wasser oder Molke nachzuweisen
und ihren Gehalt in der Milch zu bestimmen [KASEMSUMRAM et al., 2007].
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Abbildung 20: NIR Spektrum von verfélschten Milchproben in dem Bereich von 1100-2500nm;
A, durch Wasser verfalschte Milch; B, durch Molke verfalschte Milch
[KASEMSUMRAM et al., 2007].
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6  Schlussbetrachtung

Verfalschungen von Milch- und Milchprodukten sind wirtschaftlich gesehen
deshalb so reizvoll, weil sich damit Produktionskosten senken lassen und
dadurch Wettbewerbsvorteile erzielt werden kdonnen. Der Melaminskandal in
China, bei welchem Sauglingsanfangsnahrung vorsatzlich durch diese
Substanz verfalscht wurde, zeigt deutlich wie skrupellos Produzenten vorgehen

kdnnen, um Gewinn zu erzielen.

Die gesundheitlichen Konsequenzen des Konsums dieser kontaminierten
Nahrung reichten von leichteren Nierenerkrankungen bis hin zum Todesfall von
mindestens sechs Kleinkindern. Da die Ublichen Analysenmethoden nicht
zwischen Proteinstickstoff und Nicht-Proteinstickstoff, welcher vom Melamin
stammt, in der Milch unterscheiden koénnen, war es notwendig, neue,
spezifische und schnelle Analysenmethoden flr die Quantifizierung von Protein
zu entwickeln. Die Nachweismethoden fir Melamin bedienen sich
verschiedener technischer Mdglichkeiten; Gaschromatographie, gekoppelt mit
diversen Detektoren, ist ebenso ein analytisches Instrument wie zum Beispiel

die Flussigkeitschromatographie.

Um Melamin schnell bestimmen zu kodnnen, wurden spezielle Techniken
entwickelt einschlieBlich der ,Direkten Analyse in Echtzeit® (DART),
Niedrigtemperatur-Plasma-Untersuchung kombiniert mit Tandem-
Massenspektrometrie  (LTP-MS/  MS) und  extraktive  Elektrospray-
Massenspektrometrie (EESI-MS), jedoch sind diese speziellen Verfahren in
gewobhnlichen Laboratorien weitgehend nicht anwendbar. Ganz neue Studien
beschaftigten sich mit elektrophoretischen Verfahren sowie ELISA-Techniken,
um die gesundheitsgefdhrdende Substanz Melamin schnell und exakt

nachweisen zu kdnnen.
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Aber nicht nur gesundheitliche Folgeerscheinungen einer Milchverfalschung
machen den Nachweis dieser zu einem so wichtigen Thema. Das Interesse an
authentischen und richtig gekennzeichneten Produkten, vor allem bei sorten-
reinen traditionellen Produkten, steigt bei den Konsumenten immer mehr an.
Ein Schutz gegen Zumischung oder Substitution ist wegen allergischen und
religiosen Einschrankungen, aber auch wegen staatlichen Regulierungen von
groller Bedeutung. In der Literatur werden zahlreiche Mdglichkeiten
beschrieben, um die Authentizitdt eines Lebensmittels nachzuweisen. Die
Techniken reichen von verschiedenen Arten der Elektrophorese, immun-
chemischen Nachweismethoden bis hin zur Detektion mittels Hochdruckflissig-

keitschromatographie.

Durch die Behandlung des Themas dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Verfalschung von Milch- und Milchprodukten nach wie vor ein brisantes
Problem ist. Die Entwicklung von immer genauer werdenden Analysetechniken
ermdglicht den Nachweis von vorsatzlich verfalschten Produkten immer
exakter, wodurch authentische Lebensmittel in den meisten Fallen sichergestellt

werden konnen.
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8 Anhang

8.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, sich mit dem Thema Verféalschung von
Milch und Milchprodukten néher zu beschéftigen, wobei der Melaminskandal im
Jahre 2008 als Anlass dafur herangezogen wurde. Aufgrund des Konsums von
melaminkontaminierter ~ S&uglingsanfangsnahrung und &hnlichen  Milch-
produkten wurden tber 51900 Sauglinge und Kleinkinder in China ins Spital
gebracht. Chemische und physikalische Eigenschaften der Substanz Melamin
wurden in dieser Arbeit genau beschrieben, ebenso wurde auf die Toxikologie
des Stoffes eingegangen. Melamin kann auf verschiedene Arten ein Lebens-
mittel kontaminieren, entweder unbeabsichtigt durch Migration oder aber auch
durch vorsatzlichen Zusatz, um preisliche Vorteile zu erzielen. Die
verschiedenen Methoden, welche entwickelt wurden, um den Melamingehalt in
unterschiedlichen Proben zu ermitteln und zu quantifizieren, wurden ausfuhrlich

dargestellt.

Auf die Ublichen Verfalschungsmethoden wurde in den nachsten Kapiteln ein-
gegangen. Dabei wurde die Verfalschung durch fremdes Fett, sowohl durch
pflanzliches als auch durch tierisches, naher erortert, wobei ein Haupt-

augenmerk auf die Nachweismadglichkeiten dieser gelegt wurde.

Hinsichtlich der Lebensmittelauthentizitdt wurde die Artendifferenzierung von
tierischen Produkten in den letzten Jahren zu einem immer wichtiger
werdenden Thema. Diese ist deshalb so wichtig, um ehrliche Lebensmittel-
kennzeichnung zu gewahrleisten. Die Nachweismdglichkeiten, welche fir den
Zusatz von Milch anderer Spezies vorhanden sind, wurden daher ebenso in
dieser Arbeit beschrieben. Zum Abschluss wurden die verschiedenen Méglich-
keiten behandelt, welche es erlauben, eine vorsatzliche Verwasserung der

Milch nachzuweisen.
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8.2 Abstract

The aim of the present work was to characterize the issue of adulteration of milk
and dairy products in detail. The motive of writing this work was the scandal

about melamine in the year 2008.

More than 51900 infants and young children in China were hospitalized
because of the consumption of melamine contaminated infant formula. The
chemical and physical characteristics of melamine were described precisely in
this work. The toxicological effects of melamine on the human organism were
also specified. Foods can be contaminated by melamine on various ways, on
one hand the contamination accrues unintended because of migration, but on
the other hand the admixture of melamine is carried out intentionally for getting
benefits in price. Many diverse methods for the detection and quantification of
melamine in diferent samples of food were developed. These techniques were

ilustrated in detail.

The following chapters were discussing the common methods of adulteration.
By this way the adulteration with vegetable fats as well as the adulteration with
animal body fats were described, a main focus of these chapters was to show

the different options for detecting those adulterations.

Species identification of animal products has become an important issue with
regard to food authentication over the last few years. It is fundamental for
ensuring an honest labeling policy. Because of this, methods for species
identification of milk and dairy products were also characterized. Finally, several

methods, which allow the detection of added water in milk, were discussed.
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