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Untersuchung einiger Kriterien zum Nachweis von
Verinderungen der Vollmilch nach thermischen und
mechanischen Behandlungen sowie nach verschieden langen
Belichtungszeiten

III. Bestimmung des Vitamins B, mit Hilfe einer neuentwickelten
RP-HPLC-Methode*

Evaluation of Citeria of Milk Deterioration after Various Heat and Mechanical
Treatments as well as Light Exposure of Different Durations

III. Determination of Vitamin Bz Using a New Developed RP-HPLC-Method
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Einleitung

Als mogliche Indikatoren fiir Verainderungen der Milch infolge verschiedener
technologischer Behandlungen wurden in den vorangehenden Arbeiten Ascorbin-
und Dehydroascorbinsiure (1) sowie Vitamin By (2) verwendet. In Fortsetzung
wird in der vorliegenden Arbeit als weiterer potentieller Indikator das Riboflavin
(Vitamin B;) herbeigezogen.

Milch enthilt einen durchschnittlichen Vitamin-B,-Gehalt von 1,72 mg pro
Liter, der zwischen 0,8 und 2,6 mg pro Liter schwanken kann (3). Milch kann zur
taglichen Versorgung mit Vitamin B, einen bedeutenden Beitrag leisten, der bei

Erweiterte Fassung eines an der 103. Jahresversammlung der Schweizerischen Gesell-
schaft fir Analytische und Angewandte Chemie vorgestellten Posters, Engelberg,
5.—7. September 1991.
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einer durchschnittlich konsumierten Milchmenge von etwa 3 dl pro Kopf und Tag
(4) mit etwa 30% des empfohlenen Bedarfes von 1,7 mg fiir den Mann und 1,5 mg
fiir die Frau berechnet wird (5). Der grosste Teil des Vitamins B; liegt als Riboflavin
vor, je nach Autor zwischen 60 (6), 80 (7) und 90% (8) der gesamten Flavinmenge.
Als weitere Vitamere sind in der Milch das Flavinadenindinukleotid (FAD), das
10-(2’-Hydroxyethyl)flavin und das Flavin-5-phosphat (FMN) sowie in geringen
Mengen das 10-Formylmethylflavin, das 7a- und das 8a-Hydroxyriboflavin (6-8)
anzutreffen. Daneben liegen in frisch gemolkener Milch 14% und in handelsiibli-
cher Milch jedoch nur 2% des Vitamins B; in proteingebundener Form vor; beim
Erhitzen werden die gebundenen Flavine aus den Milchfettkiigelchenmembranen,
dem Molkenprotein und dem Casein freigesetzt (9). Deshalb verlangt dieses Vit-
amin wie das Vitamin By eine saure Hydrolyse vor seiner Bestimmung.

Das wasserldsliche Riboflavin gehort zu den hitzestabilen Vitaminen. Dagegen
zeichnet es sich durch eine ausgeprigte Lichtempfindlichkeit aus, vor allem im
sauren Bereich, wo es zu Lumichrom umgewandelt wird. Diese Eigenschaft wurde
librigens analytisch ausgeniitzt (10).

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die fiir das Vitamin By entwickelte Methode
(2) auch zur Bestimmung von Vitamin B, anzupassen. Ausserdem sollte diese
Methode wiederum auf Milch angewendet werden, die verschiedenen technologi-
schen Behandlungen unterworfen wurde. Beachtung wurde dabei auch der Licht-
empfindlichkeit des Riboflavins geschenkt. Diese hat bei der Einfithrung des
Schlauchbeutels in der Schweiz zu Diskussionen Anlass gegeben (11).

Experimenteller Teil

Herkunft, Zusammensetzung und Aufbereitung der Milchproben

Die Zusammensetzung der Milch, die verschiedenen angewendeten thermi-
schen und mechanischen Behandlungsverfahren wie auch die Lagerungsbedingun-
gen bei Licht sind in der ersten Arbeit beschrieben (1).

Analysenmethode

Prinzip

Die Proben wurden wie fiir die Vitamin-B;-Bestimmung behandelt, d.h. unter
Riickfluss heiss hydrolysiert, um simtliche Formen des Vitamins B, als Riboflavin
freizusetzen. In gewissen Fillen gewihrleistet eine zusitzliche enzymatische Be-
handlung mit Papain und Takadiastase eine vollstindige Freisetzung des Ribofla-
vins. Nach einer Millipore-Filtration wurde diese Komponente mittels RP-HPLC
direkt getrennt und mit einer Fluoreszenzdetektion quantitativ bestimmit.
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Analysenmessgerite

HPLC-Analysator Hewlett-Packard 1090M
Fluoreszenzdetektor Hewlett-Packard 1046 A

Reagenzien und entsprechende Losungen

Riboflavin fiir biochemische Zwecke Merck Art. 7609
Essigsiaure 100% p.A. Merck Art. 63

Die ubrigen Reagenzien (d.h. Natronlauge 1 mol/l gebrauchsfertig, Salzsiure
37% p.A., Natriumacetat-Trihydrat p.A., di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
p-A., N,N-Dimethylformamid p.A., Methanol fiir HPLC, Wasser mit einer Milli-
Q-Anlage) sowie ihre entsprechenden wisserigen Losungen (d.h. Salzsiurelésung
1 mol/l, Natriumacetatldsung 2,5 mol/l, di-Kaliumhydrogenphosphatlésung 10
mmol/l, eingestellt auf pH 7,2) sind in der vorangehenden Arbeit iiber die Bestim-
mung des Vitamins B beschrieben (2).

Zubereitung der Standardlosung

Ungefihr 25 mg Riboflavin auf 0,01 mg genau in einen 500-ml-Messkolben
einwigen, in ca. 350 ml warmem Wasser (bei etwa 60 °C) und 0,6 ml konzentrierter
Essigsdure 16sen. Mit Wasser zur Marke auffiillen. Diese Stammlésung ist ca. 6

Monate bei 4 °C im Dunkeln haltbar.
Kurz vor Gebrauch 2 ml Stammlésung mit Wasser auf 100 ml verdiinnen.

Zubereitung der Probelosung (Hydrolyse)

Die Probelésung wurde wie fiir die Bestimmung des Vitamins By zubereitet (2).
Einzig die Endfiltration mit Rundfilter (@ 15, Schleicher und Schuell Nr. 593) ist
mit einer Mikro-Filtration zu erginzen (Einwegfilter 0,45 um, Scan Art. Nr. 4452).

rel. Fluoreszenz
Vitamin B2

e ~
1 3 5 7
Retentionszeit [min)

Abb. 1. RP-HPLC-Bestimmung des Vitamin-B2-Gehaltes von Milch unter Verwendung der
Fluoreszenzdetektion
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HPL C-Bestimmung

Die Analysenbedingungen sind wiederum die gleichen wie fir die Bestimmung
des Vitamins By (2). Einzig die Einstellung des Fluorimeters unterscheidet sich

dabei:
Excitation bei 262 nm
Emission bei 516 nm
Gain 15
Cutoff-Filter 470 nm
Retentionszeit: ca. 6,8 min (sieche Abb. 1).

Resultate und Diskussion

Analytische Aspekte

Vitamin B; kann mit Hilfe von Mikroorganismen, mit Fluorimetrie, Polarogra-
phie, Diinnschicht- oder Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie (HPLC) analy-
siert werden.

Bei der mikrobiologischen Methode wird in den meisten Fallen Lactobacillus
casei verwendet. Dabei wird nicht nur das Riboflavin quantitativ gemessen, sondern
auch andere dhnliche Molekiile, die biologisch gleich wirksam sind (12).

Das Riboflavin kann auch direkt mit Hilfe der Fluorimetrie ohne vorherige
Derivatisierung bestimmt werden. Diese Technik ist sehr empfindlich, aber beson-
ders storungsanfallig in Anwesenheit von thermisch verursachten Nebenproduk-
ten. Dieser Nachteil lasst sich allerdings meistens durch die Umwandlung von
Riboflavin in Lumiflavin beseitigen. Eine andere M6glichkeit, solche Interferenzen
auszuschliessen, besteht darin, das Riboflavin mit Natriumdithionit zu zersetzen.
Dadurch erhilt man einen entsprechenden Blindwert. Bei dieser Reaktion ist
allerdings nicht auszuschliessen, dass immer noch stérende Substanzen vorhanden
sind.

Die diinnschichtchromatographische Bestimmung des Vitamins By wird prak-
tisch nur angewendet, um die einzelnen unterschiedlichen Flavine trennen und
qualitativ identifizieren zu kénnen.

Bei Multivitaminprapraten, noch nicht aber bei Lebensmitteln, kann ebenfalls
die Polarographie zur Anwendung gelangen (96).

HPLC ist fir die Bestimmung der Flavine und insbesondere des Riboflavins zu
bevorzugen (13). Obwohl dabei eine HPLC-Saule mit einer Umkehrphase (ODS)
gebrduchlich ist, weil universell anwendbar, sind Normalphasen oder Phasen mit
anionischen oder kationischen Harzen zu bevorzugen. Wegen ihreér Selektivitit
und ihrer hohen Empfindlichkeit ist die fluorometrische Detektion fiir Nahrungs-
mittel gut geeignet, so auch fiir Milch (6-8, 14).

Eine HPLC-Methode mit einer iiblichen ODS-Trennsdule und einer neuen
mobilen Phase, enthaltend einen Zusatz von 15-20% Dimethylformamid, wurde
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fur diese Arbeit entwickelt. Damit konnte auf eine Anreicherung mit einem Ionen-
paarreagenz verzichtet werden. Ein weiterer Vorteil dieser neuen HPLC-Methode
liegt in der gleichzeitigen Bestimmung von Vitamin By. Dabei sind nur die entspre-
chenden Wellenlidngen fiir die Excitation und die Emission anzupassen (2).

Einfluss der thermischen Behandlung

Riboflavin ist als hitzestabil bekannt. Dies haben auch zahlreiche Untersuchun-
gen 1n pasteurisierter, ultrahocherhitzter, gekochter, sterilisierter, autoklavierter
und mikrowellenbehandelter Milch gezeigt (Tabellen 1-3). Einzig bei der Dauer-
pasteurisation und der Sterilisation von Ziegenmilch wurde ein Riboflavinverlust
von mehr als 20% nachgewiesen (Tabellen 1 und 3). Nach Horak (36) ergaben sich
bei der Hitzebehandlung der Milch im Temperaturbereich von 130-160 °C und
Zeiten von 20-3000 s mit zunehmenden Temperatur-/Zeit-Belastungen keine si-
gnifikanten Riboflavinverluste.

Tabelle 1. Einfluss verschiedener Pasteurisationsbedingungen auf den Vitamin-
B>-Gehalt von Milch

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)

Erstautor, Jahr Erhitzungsverfahren | Bestim- | Gehalt der Verluste | Bemerkungen
mungs- Ausgangsmilch (% der
Temp. Dauer | methode | (mg/l) Ausgangs-
EE) (s) milch)
Holmes, 1945 (15) 72-83 20, fluorom.| 1,50 =42 12— 20
Theophilus, 1945 (16) 63 1800 fluorom.| 1,73 1,81 =2 homogenisiert
1.77

Chapman, 1957 (17); 7 15 fluorom.| 1,6 <2
Ford, 1959 (18)
Nagazawa, 1960 (19) 75 900 4
Wodsak, 1960 (20) Kurzzeitpast. mikrob. | 1,95 7 =4
Blanc, 1980 (21) 72 15 =

92 20 T
Eitenmiller, 1983 (22); 63 1800 mikrob. | 0,34 Muttermilch
Goldsmith 1983 (23) 72 15 }<2

88 5 s
Haddad, 1984 (24) 72 16 fluorom.| 1,33 <2

80 16 =
Ford, 1986 (25) 72 15 mikrob. | 1,5 l<2

82 15 o
Zoeren-Grobben, 1987 (26) | 62,5 1800 HPLE 6 Muttermilch
Lavigne, 1989 (27) 76 16 EPEE R 5 3 Ziegenmilch

81 16 =)

85 4 6

63,5 1800 ~27
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Tabelle 2. Einfluss verschiedener UHT-Verfahren auf den Vitamin-B,-Gehalt von

Milch
Erstautor, Jahr Erhitzungsverfahren Bestim- Gehalt der | Verluste Bemerkungen
mungs- Ausgangs- | (% der
Temp. Dauer | methode | milch Ausgangs-
S (s) (mg/1) milch)
Bernhard, 1953 (28) d |150 1 mikrob. | 2,49 6 Vergleichs-
probe: past.
Chapman, 1957 (17); 135 . 2 fluorom. | 1,6 6
Ford, 1959 (18)
Nagazawa, 1960 (19) 135 2 5
Lhuissier, 1962 (29) |d mikrob. | 1,95 )
Lembke, 1968 (30) d mikrob. |2,17 4-8 6 Verfahren
1 1,87 8
Ford, 1969 (31) 1 |138 2 fluorom. |2,0 1,9 |<2 <2 |2 Verfahren
Karlin, 1969 (32) a7 8
Rossikhina, 1969 (33) |d | 145 1,26 <2
i
Ferretti, 1970 (34) d |[140 mikrob. | 1,59 7 1,8% Fett
Thomas, 1975 (35) 1 |141 3,6 fluorom. | 1,92 10
Blanc, 1980 (21) d 150 S <2
1 141
Gorner, 1980 (10) d |140 3-4 Lumifla- | 1,91 <i2
vin
Horak, 1980 (36) 130 50-5000 | mikrob. |1,4 <2-8 Verluste korre-
140 50-3000 1,4/1,7 <2-13 lieren nicht mit
150 40-3000 1,4/1,7 <2-23 der Dauer
160 20-600 1,7/1,4 <2-13
Haddad, 1983 (24) 140 3.5 fluorom. | 1,30 3
110 35 <2
Blanc, 1984 (37) 5 e 59, 2,4 <2
Oamen, 1989 (38) 138 20,3 1,86 <2
149 3,4 3
Lavigne, 1989 (27) 1135 HPLC 1,5 ~8 Ziegenmilch

Abkiirzungen: d = direkt; 1 = indirekt

Die in der vorliegenden Studie ermittelten Resultate ergaben keine nennenswer-
ten Riboflavinverluste, weder in pasteurisierter noch in ultrahocherhitzter Milch
(Abb. 2), und bestitigen so die Mehrheit der in der Literatur erwihnten Ergebnisse.
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Tabelle 3. Einfluss verschiedener anderer Erhitzungsverfahren auf den Vitamin-

B2-Gehalt der Milch

Erstautor, Jahr Erhitzungsverfahren Bestim- | Gehalt Verluste Bemerkungen
mungs- | der Aus- | (% der
Temp. Dauer | methode | gangs- Ausgangs-
O (s) milch milch)
(mg/l)
Williams, 1942 (39) K 2700 =2 ohne Lichteinfluss
Stamberg, 1945 (40) K 1800 fluorom.| 1,76 11 12 Glas, Aluminium-
<2 pfanne, Alupfanne
zugedeckt
Mijll Dekker, 1952 (41) | S fluorom.| 1,85-2,3 | <2 n =8
Bernhard, 1953 (28) A mikrob. | 2,49 4 Vergleichsprobe:
past.
Chapman, 1957 (17); |S 107 1,6 6
Ford, 1959 (18) Sre 6
U+S§ 6
Wodsak, 1960 (20) K 300 mikrob. | 2,33 4 n=4%
Wodsak, 1960 (20) A {110 3600 |mikrob. [1,85 |<2 n=
Ford, 1967 (42) S 111 20 mikrob. | ~4,8 7 16 | nach 3 Tagen bei 2
oder 21 °C
Eitenmiller, 1983 (22); |K 100 5 mikrob. | 0,34 <) Muttermilch
Goldsmith, 1983 (23) .
Lavigne, 1989 (27) S 121 900 HPLE |15 ~22 Ziegenmilch
Demel, 1990 () M 1,74 <2 200 ml in 2,5 min
auf 96 °C
Sikkaa, 1990 (43) S 1,94 3 5 | Kuhmilch,
1,59 Biiffelmilch

Abkiirzungen: A = Autoklavieren; K = Kochen; M = Mikrowellenerhitzung; U = UHT;
S = Sterilisation

Einfluss der Homogenisation

Die wenigen Angaben in der Literatur zeigen keinen Einfluss der Homogeni-
sation auf den Riboflavingehalt der Milch auf (Tabelle 1), was auch fiir gelagerte
homogenisierte Milch gilt (Tabelle 4). Auch die eigenen Resultate bestitigen dies
(Abb. 3).

Einfluss der Lagerungsdaner

Uber den Einfluss der Lagerungsdauer auf den Vitamin-B,-Gehalt von Milch
liegt eine Vielzahl von Resultaten vor, die jedoch widerspriichlich sind (Tabelle 4).
Jenach den Lagerungsbedingungen wurden in einzelnen Arbeiten Vitamin-B,-Ver-
luste nachgewiesen, die bis zu 25% betrugen. Diese Verluste wahrend der Lagerung
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Vitamin-B2-Gehalt der Milch
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Abb. 3. Einfluss der mechanischen Behandlung (Homogenisation) und der Belichtungsdauer
auf den Vitamin-B2-Gehalt von pasteurisierter Milch
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Tabelle 4. Finfluss der Lagerung auf den Vitamin-B,-Gehalt von roher, pasteurisierter, ultrahocherhitzter und sterili-

sierter Milch

Erstautor, Jahr Milch | Lagerungsbedingungen | Verpackung Bestimmungs- | Gehalt der Verluste (% der | Bemerkungen bsp.
methode Ausgangsmilch | Ausgangsmilch) | Aufbewahrung
Temp. Dauer (mg/1)
(°C) (d)
Theophilus, 1945 (16) p 4 1 fluorom. .72 1,80 fir simtliche | unhomogen.
1,81 <2
1,74 1,79 homogenisiert
1,81
Mijll Dekker, 1952 (41) |s RT 37 180 |G fluorom. ~5 ~8 im Dunkeln
Causeret, 1961 (44) s 4 20 38 (182 |G weiss mikrob. 1,03 <2 im Dunkeln
Hugot, 1962 (45) s 182 G =D im Dunkeln
Lembke, 1968 (30) Ud 28 mikrob. 2,04 3-5 6 Verf. dir.
Ui 28 1,72 <2
Ford, 1969 (31) Ui | 15=19 90 Ka fluorom. 2815 fur simtliche | Ud bezogen auf
Ud 1,8 <7 Rohmilch
Ferretti, 1970 (34) LR w5 e 200374 30 mikrob. 1,48 7 9 12 |im Dunkeln
Be 20057 (190 14 19 16
Hedrick, 1975 (46) p 4 10 Ka fluorom. 1,66 =2 =1l
Plastik 1,67 =7 im Dunkeln
Thomas, 1975 (35) Ui 423 62 fluorom. 1,70 13 8,4 ppm O
172 8 <1 ppm O
Goussault, 1978 (47) P 6 6 Ka mikrob. 172 6 im Dunkeln
Plastik 18
Gorner, 1980 (48) Ud 60 RT a37( 70 Papier + Alu | Lumiflavin |1,86 10 ~13
+ PE-Folie ~25
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Erstautor, Jahr Milch | Lagerungsbedingungen | Verpackung Bestimmungs- | Gehalt der Verluste (% der | Bemerkungen bsp.
methode Ausgangsmilch | Ausgangsmilch) | Aufbewahrung
Temp. Dauer (mg/1)
(*C) (d)
Horak, 1980 (36) Udi |RT 42 mikrob. 1,77 1,68 E2es)
Eitenmiller, 1983 (22) -20 14 mikrob. 0,34 7 Muttermilch
Goldsmith, 1983 (23) - 20 28
Haddad, 1983 (24) p|-40 14 fluorom. |130-132 <2
1L - 40 14 <2
Fanelli, 1985 (48) 15 3 Ka HELEC 1,5 im Dunkeln
Schroder, 1985 (50) Z 90h |Ka, PE mikrob. 1,5 =2 =) im Dunkeln
Ford, 1986 (25) p 4.5 14 G mikrob. 15 =2 im Dunkeln
Kneifel, 1986 (51) Wia 5 140 |Ka HPLC 2,24 20 Bezugsbasis:
20 140 20 frische Milch
Lavigne, 1989 (27) p 7 21 Erlenmeyer, |HPLC 10-25 unter Luft
5y 21 Plastik + Alu 10 unter Vakuum
Oamen, 1989 (38) Ud |24 140 |Ka <2
Mohammad, 1990 (52) K 6h |opaker 1,76 22815 1. Reihe mit O3
S ‘| Behalter 3,42 22 14 2. Reihe ohne O3
Z 1,24 22 14 im Dunkeln
B 1,30 20 14
Dolfini, 1991 (53) LS5 20 90 Ka 4,9 <255 B2 zugesetzt
Ui 3 4

Abkiirzungen: K = Kuhmilch; S = Schafmilch; Z = Ziegenmilch; B = Biiffelmilch

r =roh; p = pasteurisiert; U=UHT, d=direkt; 1=indirekt; s =sterilisiert
G = Glas; Ka=Karton; PE = Polyethylenflaschen; RT = Raumtemperatur




konnten auf einen eventuell ungeniigenden Schutz der Milch gegentiber Licht (z. B.
eine geringe Lichtdurchlassigkeit der Verpackung) zuriickgefithrt werden.

Einfluss des Saunerstoffs

Riboflavin scheint gegeniiber Sauerstoff nicht empfindlich zu sein. Die Unter-
suchungen von Thomas et al. (35), Lavigne et al. (27) sowie von Mohammad et al.
(52) zeigten zwischen den Proben, die mit und ohne Sauerstoff, d. h. mit Luft oder
unter Vakuum, gelagert wurden, Unterschiede im Vitamin-B,-Gehalt in der Gros-
senordnung von kleiner als 10% (Tabelle 4), was analytisch als nicht signifikant
betrachtet werden muss.

Einfluss von Licht und y-Bestrahlung

Riboflavin ist ein sehr lichtempfindliches Vitamin. Bei der lichtinduzierten
Zerstorung dieses Vitamins in Milch spielen der Wellenlingenbereich und die
Intensitat der Lichtquelle, die Expositionsdauer und -temperatur sowie die Licht-
durchlissigkeit des Verpackungsmaterials eine entscheidende Rolle. Riboflavin
besitzt mehrere Absorptionsbanden, die im UV-Bereich ithre Maxima bei 223 und
268 nm und im sichtbaren Spektrum bei 359-375 und 446475 nm aufweisen
(Abb. 4), wobei die stirkste Schidigung des Riboflavins zwischen 415 und 455 nm
zu beobachten ist (55). Bei diesen Wellenlingen kann auch ein lichtinduzierter
Nachgeschmack (off-flavor: «Lichtgeschmack») entstehen. Sonnenlicht, Licht bei
bedecktem Himmel oder Fluoreszenzlicht haben in Abhingigkeit von der
Expositionsdauer unterschiedliche Auswirkungen auf den Riboflavingehalt. Ver-
packungsmaterialien wie Glas, Polyethylen- oder Polystyrolflaschen, die mit einer
lichtabsorbierenden Farbe emgefarbt sind, konnen ein Produkt vor der Photooxi-
dation schiitzen (56). In den folgenden Abblldungen 5-8 sind die Emissionsspek-
tren des Sonnenlichtes und verschiedener Fluoreszenzrohren sowie die Durchlis-
sigkeit von iblichen Verpackungsmaterialien fiir Joghurt und fiir pasteurisierte
Milch (inklusive der lichtdurchlassigen Milchbeutel) dargestellt. Die schraffierte
Zone in diesen Abbildungen entspricht der dritten Absorptionsbande des Ribofla-
vins im sichtbaren Bereich (Abb. 4), die fiir weitere Reaktionen der Photooxidation
der Milch massgebend ist. Die zwei ersten Absorptionsbanden des Riboflavins
wurden hier nicht speziell beriicksichtigt, denn diese beiden werden durch die
meisten verwendeten Verpackungen fir Milch und Milchprodukte absorbiert und
sind deswegen fur die Lichtempfindlichkeit dieser Lebensmittel nicht relevant.

Der Einfluss der Lichtbestrahlung der Milch auf deren Riboflavingehalt wurde
von verschiedenen Autoren intensiv bearbeitet. Die Auswirkungen einer y-Be-
strahlung dagegen wurden nur von Ford et al. (60) behandelt. Diese Autoren haben
starke Riboflavinverluste festgestellt (Tabelle 5). In Abhingigkeit vom Lichttyp
(Abb. 5 und 6), von der Verpackung (Abb. 7 und 8) und von den angewendeten
Zeit- und Temperatur-Bedingungen wurden in bezug auf die Vitamin-B,-Verluste
in roher, pasteurisierter und sterilisierter Milch die unterschiedlichsten Resultate
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Abb. 5. Emissionsspektrum des Sonnenlichtes (nach 57)

gefunden. Bereits nach einer zweistiindigen Exposition in Sonnenlicht kann der
Riboflavingehalt von Milch, die sich in einem farblosen Glas befindet, um mehr als
die Hilfte abgesunken sein (Tabelle 5). In eigenen Untersuchungen hatte die
Belichtungsdauer bei pasteurisierter, unterschiedlich homogenisierter Milch
(Abb. 2) und thermisch verschieden behandelter Milch (Abb. 3) bei sehr milden
Bedingungen (750 lx, warmweisses Licht, 20 h) nur geringfiigige Auswirkungen
auf den Riboflavingehalt.

Uber den Mechanismus der Riboflavinphotolyse liegen verschiedene Angaben
vor. Kinetisch lsst sich nach Singh et al. (80) wie auch nach Allen und Parks (81)
die Riboflavinabnahme in der Milch mit einer Reaktion 1. Ordnung beschreiben.
Bei ciner Bestrahlung mit Fluoreszenzlicht von 2690 Ix betrug die Reaktionskon-
stante k fiir Magermilch 1,86 x 10 s! und fiir Vollmilch 1,47 x 10 s7! (81). Dabei
ist die Reaktionskonstante von der angewendeten Lichtintensitit abhingig (82).
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Abb. 6.  Emissionsspektren einiger kommerzieller Fluoreszenzréhren (nach 58)
A Philips 83/36 W weiss
B Philips 16/40 W gelb
C Philips 17/40 W griin
D Philips 55/40 W Tageslicht
E Osram 19/40 W Tageslicht
F Philips 33/40 W weiss
479

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)




100

G/U

PS/U

PS/B

G/B

PS/K

=
§, 504
:§
5
<
£
0 i
1 | T T:
300 500 700
Wellenlznge [nm |
2 404
&
=
1]
x o
o
[2)
[2]
_:t_U
S 204
b
-
©
)
£
Q0 =
-
0 -
300

Abb. 7. Durchlassigkeit von ublichen Ver-
packungsmaterialien fiir Joghurt
(nach 59)
G/U: ungefarbtes Glas
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PS/B: braunes Polystyrol
G/B: braunes Glas
PS/K: kartoniertes Polystyrol
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Abb. 8. Durchlissigkeit von tblichen Verpackungsmaterialien fiir pasteurisierte Milch

(Beutel)

1 = Kunststoffolie mit Lichtschutz (schwarz)

2 = Kartonfolie ohne Alufolie

3 = Kunststoffolie mit Lichtschutz (braun)

4 und 5 = Kunststoffolien ohne zusatzlichen Lichtschutz

Diese Spektren wurden von der EMPA, Diibendorf, im Auftrage der Toni-MIBA-Produk-
tions AG, Ziirich, aufgenommen. Wir danken den Herren Dr. M. Morgenthaler und A. Speck
fiir die freundliche Erlaubnis, diese Spektren hier abzudrucken.

480

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)



(z661) €8 pueq “S£}] "wsusqaT 2101995 NI

18%

Tabelle 5. Einfluss der Licht- und y-Bestrahlung auf den Vitamin-Bz-Gehalt von Milch

Erstautor, Jahr Milch | Lichttyp Verpackung Bedingung Gehalt Verluste (%) Bemerkungen
Ausgangsmilch
Dauer |Temp. (°C)| (mg/1)
Williams, 1942 (39) diffuses Licht 5m 26 Kochen unter Licht-
0,5h 48 einfluss
Peterson, 1944 (61) r Sonnenlicht G we 1h 15,5-22 | 1,90 36 4 Serien
3h 72
Ziegler, 1944 (62) T/ Sonnenlicht G we 2h 16,7-20,6 2,06 57
P 1,92 61
Holmes, 1945 (63) p Sonnenlicht G we 2x1h 1,66 66 n=9
Stamberg, 1945 (40) t/p/ | Sonnenlicht Gkl 2h 1,62/1,64/1,63{ 40 35 28
ph | diffuses Licht 2 h 1,78 7 4 3
ph | Sonnenlicht Gkl/Gbr |6h 78 6
Ka 567 17 4 versch. Kartons
Josephson, 1946 (64) h Sonnenlicht G we 2h ot
Herreid, 1952 (65) ph |Sonnenlicht G we 2h 60 bis 80
G gr/Ka <2
Mijll Dekker, 1952 (41) |s diffuses Licht G 180d RT 60
Kon, 1953 (66) p Sonnenlicht: Febr-Mai |G we 6-7 h 1,54-1,86 20
Sonnenlicht: Juni-Aug. 50
Funai, 1956 (67) p Sonnenlicht 2h 1,78/1,94 93 31 Himmel klar
Sommer/Winter 1,82/1,96 46 16 bewolkt
1,89/1,89 30 10 bedeckt
Causeret, 1961 (44) $ diffuses Licht G we 14d 20 1,03 83
Sonnenlicht und kiinstl. 14d 38 96
Licht
Hugot, 1962 (45) s stark G we 42d RT 0,16 100 20
abgeschwicht G amber 50 52
Somogyi 1962 (68) p Leuchtstoffr. we, warm- | G we 6h 40 26 16 17
we, gelb, rot G br 24 21 10 14
Ka (4 ARROSS SN | 1
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Erstautor, Jahr Milch | Lichttyp Verpackung Bedingung Gehalt Verluste (%) Bemerkungen
Ausgangsmilch
Dauer  |Temp. (°C)| (mg/1)
Ford, 1966 (60) v-Bestrahlung 0,25 0,5 1,55 62° 7377 fluorom.
1,0 Mrad 1,55 40 52 59 mikrob.
Ford, 1967 (42) $ Sonnenlicht 8h ~1,7 ~90
Kiermeier, 1969 (69) P diffuses Tageslicht PE 6h ~2,4 ~40
Sonnenlicht ~90
Ferretti, 1970 (34) Ui | indirektes Licht 30d 200 37 19 16
90d 200037 26. 27
Dimick, 1975 (70) p Fluoreszenzl. kalt-we Plastik 5d 7 2,8 17
Fukumoto, 1975 (71) Fluoreszenzlicht we Petrischale |3 h 60
2030810 Filter blau, br, rot
Hedrick, 1975 (46) p Fluoreszenzlicht Ka 5,10,24 W 4 1,66 343 =l
Plastik 1,67 B B
Paik, 1976 (72) Sonnenlicht Gkl 2h 90
deMan, 1978 (73) Fluoreszenzl. 2200 Ix Ka, Beutel |48 h 4 13-28
Fl. kalt-we, kalt-we und | Ka 17 11 15
Filter, warm-we Plastik 19 13 17
Hoskin, 1979 (74) p Fluoreszenzl. 1076 1x G,PC,PE |72h 7 27, 13 10
Desarzens, 1983 (75) p Fluoreszenzl. 20000 Ix 7h 1.9 ~85 Methode: HPLC
Bates, 1985 (76) r Tageslicht PE 7h ~50 Muttermilch
Fanelli, 1985 (49) Fluoreszenzl. 35W we | Ka 16 h 1.5 ~55
Schroder, 1985 (50) p 4000 Ix PE 90 h 7 1.5 31 37 2 Versuche
Ka 0
Gaylord, 1985 (77) Fluoreszenzlicht Ka 48 h 4 55 Vollmilch
1614 Ix 64 2% Fett
70 Magermilch
Ford, 1986 (25) P 4000 Ix G 14 d 4,5 ~1,5 ~80 ~60 Past. 72 82 @
Hoskin, 1988 (78) p Fluoreszenzlicht PE, 72h 0,84 13
4300 Ix PE + Alu 0,79 1
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Erstautor, Jahr Milch | Lichttyp Verpackung Bedingung Gehalt Verluste (%) Bemerkungen
Ausgangsmilch
Dauer  |Temp. (°C)| (mg/1)
Renner, 1988 (79) p  |700 1500 2300Ix Gkl 12h 25-40
Mohammad, 1990 (52) |K Fluoreszenzlicht opaker 6h 1,76 56 39 1. Reihe mit O,
Sonnenlicht Behalter 64 45 2. Reihe ohne Oz
S Fluoreszenzlicht 3,42 A0S 839
Sonnenlicht 66 49
7, Fluoreszenzlicht 1,24 5939
Sonnenlicht 66 49
B Fluoreszenzlicht 1,32 58 36
Sonnenlicht 64 48
Sikka, 1990 (43) K Fluoreszenzlicht schwarz 2h 1,94 26 Bezugsbasis: 1 h bei
Sonnenlicht lackierte 1h 83 RT gelagerte Milch
B Fluoreszenzlicht Flaschen |[2h 1,59 22
Sonnenlicht 1h i

Abkiirzungen: h = homogenisiert; PC = Polykarbonat; br=braun; gr=gelbrot; kl=klar; we = weiss;
Ubrige Abkiirzungen: siehe Tabelle 4



Nach Nordlund (83) folgt die Photolyse des Riboflavins bei einer Lichtintensitit
von 40000 —44 000 Ix einer Reaktion 0. Ordnung mit einer mittleren Aktivierungs-
energie von 23 - k] mol™! (Temperaturbereich: 10-50 °C). Als wichtigstes Produkt
entsteht beim Photoabbau von Riboflavin in Milch Lumichrom. In Modellsyste-
men, in denen der Photoabbau von der Wellenlinge, der Expositionsdauer, der
Gegenwart von Sauerstoff und Elektronendonatoren wie auch vom pH des Me-
diums abhingt, konnte auch Lumiflavin nachgewiesen werden (84). Bei der Pho-
tolyse von Riboflavin entsteht in Milchserum wie auch in einer wisserigen Stan-
dardlésung von Riboflavin aktiver Sauerstoff, was mit der Bestimmung von Super-
oxidanion (O;) und Wasserstoffperoxid (H,0;) im Milchserum gezeigt werden
konnte (85-87). Das Superoxidanion kann dabei eine spontane Dismutation in
Peroxid (022 oder H;O;) und Singulett-Sauerstoff (1O;) oder eine durch das
Enzym Superoxiddismutase katalysierte Dismutation in Peroxid und Triplett-Sau-
erstoff (°0;) erfahren (87-89). Daneben spielen Einflussfaktoren wie verschiedene
Aminosaduren, Vitamine und Nicht-Protein-Stickstoff-Verbindungen eine Rolle
(87, 90). Im weiteren kann Riboflavin auch als Photosensibilisator bei Redoxreak-
tionen wirken (87-89, 91-94), und es wurde bereits eine nachtrigliche antioxidative
Wirkung des Riboflavins nach Bestrahlung von wisserigen Losungen beschrieben

(86). In Milch handelt es sich bei dieser antioxidativen Komponente um proteinge-
bundenes Riboflavin (95).

Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit schligt eine neue quantitative, fluorometrische RP-
HPLC-Bestimmung des Vitamins B, der Milch vor. Diese neue Methode bietet
mehrere Vorteile gegentiber anderen Analysenmethoden. Sie ist schnell, sehr emp-
findlich (Nachweisgrenze: 20 ng/kg fiir ein chromatographisches Signal-/Rausch-
pegel-Verhiltnis von 3), reproduzierbar (ca. + 10%) und frei von Interferenzen und
Artefakten. Mit kleinen Anderungen kann diese Analysenmethode auch bei ande-
ren Milchprodukten wie Joghurt und Kise angewendet werden. Ausserdem ist sie
praktisch identisch mit der fiir das Thiamin vorgeschlagenen Methode, aber ohne
Oxidationsstufe und mit einer anderen Einstellung des Fluorimeters.

Riboflavin ist stabil gegen Hitze-, Homogenisations- und Sauerstoff-Einwir-
kungen, aber hochempfindlich gegen Licht. Bei den normalen Bedingungen des
Pasteurisierens und der Ultrahocherhitzung sowie den meisten anderen Erhit-
zungsbedingungen liegen die Riboflavinverluste in der Mehrzahl der Untersuchun-
gen unter 10%, was ungefihr dem iblichen analytischen Messfehler entspricht.
Eigene Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit bestitigen die meisten veroffentlichten
Angaben. Die Riboflavinverluste wihrend der Lagerung von Milch sind abhingig
von den angewendeten Temperatur- und Zeit-Bedingungen und sollten wiederum
anhand der entsprechenden Methodenstreuung betrachtet werden. Deshalb ist das
Riboflavin in Milch nur ein Lichtindikator.
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Zusammenfassung

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer neuen fluorometrischen
RP-HPLC-Bestimmungsmethode fiir das Vitamin B, in Milch und Milchprodukten. Diese
Methode ist praktisch identisch mit der bereits vorgeschlagenen Methode fiir das Vitamin By
mit dem Unterschied, dass hier der Oxidationsschritt entfillt und eine andere Einstellung des
Fluorimeters verwendet wird. Als zweites Ziel wurde das Verhalten dieses Vitamins als
eventuelles Kriterium fiir Verainderungen der Milch studiert, die verschiedenen mechanischen
und thermischen Behandlungen wie Pasteurisation bei 75, 82 und 89 °C, UHT direkt und
indirekt unterworfen wurde. Bei der Reproduzierbarkeit der vorgeschlagenen Methode
(+ 10%) ergaben diese Behandlungen keine signifikanten Verluste des Vitamins Bz. Diese
Resultate bestitigen iibrigens die in der Literatur vorhandenen Befunde. Diese Verbindung
ist also wie erwartet kein interessantes Kriterium, mit dem Verinderungen der Milch nach
verschiedenen technologischen Behandlungen gemessen werden konnen. Eine kurze biblio-
graphische Ubersicht als drittes Ziel dieser Arbeit zeigte auf, dass nur Lichtbestrahlungen
(Sonne, Fluoreszenzlicht) zu ausgeprigten Vitamin-B;-Verlusten der Milch fiihren.

Résume

Le premier objectif du présent travail est la mise au point d’une nouvelle méthode de
dosage de la vitamine B2 par RP-HPLC dans le lait et les produits laitiers. Cette méthode est
pratiquement identique a celle précédemment proposée pour le dosage de la vitamine B, mais
procede sans étape d’oxydation et avec un autre réglage du fluorimétre. Son deuxieme objectif
est I’étude de la vitamine B; en tant que critére éventuel de I’altération du lait soumis 3 divers
traitements mécaniques et thermiques tels que pasteurisation a 75, 82 et 89 °C, UHT direct
et UHT indirect. A la reproductibilité prés du dosage proposé, soit environ + 10%, aucune
perte significative en vitamine B2 n’a pu étre mise en évidence par suite de tels traitements, ce
qui indique que ce composé n’est pas un critére intéressant pour mesurer ’altération d’un lait
soumis a divers traitements technologiques. Ces résultats confirment d’ailleurs ceux trouvés
dans lalittérature dans le cadre d’une breve revue bibliographique, troisieme et ultime objectif
du présent travail. Dans son ensemble, cette derniére indique en effet que seule la lumicre
peut causer des pertes sensibles en vitamine B, dans le lait.

Summary

The first purpose of this work was to develop a new method for the determination of
vitamin B2 by RP-HPLC in milk and milk products. This method is practically identical with
the method for vitamin B1, but without oxidation and with another setting of the fluorimeter.
Its second purpose was to study the behaviour or this vitamin as a possible criterion for

485
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)



deteriorations of milk subjected to different mechanical of heat treatments such as pasteuri-
zation at 75, 82 and 89 °C as well as UHT direct and indirect. No significant loss of vitamin
B due to these treatments was observed, the reproducibility of the proposed method being
approximately + 10%. The results confirm those found in the literature. This compound is
therefore not an interesting criterion for deteriorations of milk subjected to different tech-
nological treatments. A review, as the third objective of this paper, shows that only sunlight
or fluorescent light can lead to marked vitamin B losses in milk.
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