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Vergleich der Polyacrylamidgelelektrophorese von
Caseinen und HPLC-Auftrennung der tryptisch
abgebauten Caseine von verschiedenen Milch- und
Kisearten

Comparison of Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Caseins and High
Performance Liquid Chromatography of Tryptically Digested Caseins from
Various Milks and Cheeses

Helena Windemann, M. Tobler und E. Baumgartner

Institut fiir Biochemie der Universitit Bern, Labor fiir Lebensmittelchemie, Bern

Einleitung

Mit der zunehmenden Beliebtheit von Ziegen-, Schaf- und Stutenmilch sowie
von daraus hergestellten Produkten, wie z. B. «Ziegenkise», «Halbziegenkise»
(mindestens 50% Ziegenmilchanteil*), «Kdse mit Zugabe von Ziegenmilch» (min-
destens 25% Ziegenmilchanteil*»), «Schatkise» usw., erthoht sich die Versuchung,
die teuren, zudem in kleineren Mengen anfallenden Milcharten mit billigerer
Kuhmilch zu strecken bzw. den Kuhmilchanteil iiber das deklarierte Ausmass zu
erhohen. Das Problem der analytischen Unterscheidung von Milcharten und die
Ermittlung der Mischungsanteile insbesondere von Kuh-, Schaf- und Ziegen-
milch ist analytisch von zahlreichen Autoren angegangen worden. Es wurden da-
bei in erster Linie die Unterschiede in der Proteinzusammensetzung der einzel-
nen Milcharten ausgeniitzt. Sowohl die Caseine wie auch die Molkenproteine
der Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch weisen tierspezifische Komponenten auf, die
sich elektrophoretisch oder immunologisch charakterisieren lassen. Aus Griinden
der Thermostabilitit werden meist die Caseine zur Differenzierung von Milchar-
ten herangezogen (1-5), wihrend beim Nachweis von Kuhmilch in Kisen auch
die kuhspezifischen Molkenproteine Anwendung finden (6—8).

Die Bestimmung von Kuhmilchanteilen in anderen Milcharten (oder Kisen)
wird durch die natiirlichen Schwankungen in der Proteinzusammensetzung er-
schwert. Parameter, welche die Milchproteinzusammensetzung beeinflussen, wie
z. B. Tierrasse, individuelle Veranlagung, Laktationsstadium, Fiitterung usw., sind

Anderung der eidg. Lebensmittelverordnung vom 25. November 1981, Artikel 84 Ab-
satz 5.
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gut untersucht worden (9—11). In Einzelmilchen kdnnen z. B. die a- und f-Kuh-
caseingehalte erheblich schwanken (12). In den Mischmilchen gleichen sich die
Extremwerte jedoch weitgehend aus. Pierre (12) gibt die diesbeziigliche «Unsicher-
heitsspanne» in den Mischmilchen mit + 10% an.

Im Kise werden zudem wihrend der Kisereifung die Proteine proteolytisch
abgebaut. Somit sind jeder Methode, bei der die quantitative Analyse der Milch-
mischungsverhiltnisse tiber ein natives «Leitprotein» erfolgt, schon von vorne-
herein Grenzen gesetzt.

Eine andere Komponente, die sich heranziehen liesse, ist das Milchfett. Das
Fett hitte an sich den Vorteil, von der Kisereifung weitgehend unabhingig zu
sein (13, 14). Fettgehalt und Fettzusammensetzung schwanken jedoch stirker als
Gesamteiweissgehalt und Eiweisszusammensetzung (3, 11), wobei insbesondere
der Einfluss der Futterzusammensetzung auf die Fettsiuregehalte recht ausge-
pragt ist (15). Zudem lasst sich mit dieser Methode kein Magermilchzusatz fest-
stellen.

Tobler et al. (16) konnten zeigen, dass sich bei der HPLC-Auftrennung der Pep-
tide aus tryptisch abgebauten Caseinen aus gereiftem Kuh- und Ziegenkise <ie
Chromatogramme nur unwesentlich von denjenigen aus frischem Kise bzw.
Milch unterscheiden.

In der vorliegenden Arbeit haben wir nun versucht, mittels Polyacrylamidgel-
elektrophorese der Caseine (3, 4) und Hochleistungs-Fliissigkeitschromatogra-
phie-(HPLC)Auftrennung der Caseinpeptide (16), die Kuhmilchanteile in ge-
mischten Kuh-/Ziegenkisen bekannter Zusammensetzung und von unterschied-
licher Reifungsdauer zu bestimmen. Ferner wurden die beiden Methoden zur
Differenzierung von Milcharten herangezogen. Der Gedanke wire nahegelegen,
die Caseine bzw. Molkenproteine mittels RP-HPLC aufzutrennen und auf diese
Weise die Milcharten und deren Milchgemische zu charakterisieren. Der Auf-
wand solcher Abklirungen muss indessen spiteren weiteren Arbeiten vorbehal-
ten bleiben.

Material und Methoden

— Ziegenkise, Halbziegenkise, Kise mit Zugabe von Ziegenmilch und Kuhkise
der Reifungsdauer 1-30 Tage, jeweils 6 identische Proben, wurden von der
Eidg. Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft, Liebefeld, hergestellt.

— Rohe Ziegen-, Stuten- und Schafmilch sowie Schafkise wurden im entspre-
chenden Betrieb erhoben. Die Totalprotein- bzw. Caseingehalte (Kjeldahl)
betrugen:

Kuhmilch  3,81% bzw. 3,04%
Ziegenmilch 3,47% bzw. 2,67%
Schafmilch 5,81% bzw. 4,19%
Frauenmilch 0,90% bzw. 0,31%
Stutenmilch 2,10% bzw. 1,40%
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— Frauenmilch wurde uns freundlicherweise von Privatpersonen zur Verfiigung
gestellt.

Caseinisolierung

2,5 ml entfettete Milch oder 350 mg Kise (aus dem Zentrum des Laibes) mit
20 ml 0,1-m Essigsaure (pH 4,5) homogenisieren und 10 min bei Raumtemperatur
stehen lassen. Zentrifugieren (10 min, 24 100 X g), Sediment in 20 ml 0,1-m Essig-
saure suspendieren, 10 min stehen lassen und wie oben beschrieben zentrifugie-
ren. Die Caseinsedimente direkt fiir Polyacrylamidgelelektrophorese und fiir die
Trypsinspaltung verwenden.

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die Elektrophorese der Caseine erfolgte nach Fozssy (4) mit folgenden Modifi-
kationen: Die Acrylamidkonzentration im Trenngel betrug 8,5%, ferner wurde
0,1% Triton-X (Fluka, Schweiz) zugesetzt. Die Caseinsedimente wurden in 5 ml
0,3-m Natriumphosphatpuffer pH 7,2 mit 7-m Harnstoft suspendiert (bei den
Frauenmilchcaseinen in 2,5 ml) und davon wurden 5—10 ul auf die Rundgele @ =
5 mm, Linge = 10 cm) aufgetragen. Die Elektrophoresedauer betrug rund 5 Stun-
den bei einer Stromstirke von 2 mA/Rundgel. Die Intensititen der gefirbten
Banden wurden bei 640 nm ausgemessen und die Peakflichen manuell mit einem
Planimeter bestimmt.

Trypsinspaltung der Caseine

Die Spaltung erfolgte wie bei Tobler et al. (16): Die Caseinsedimente in 20 ml
0,05-m (NH4)2 HPO4 (pH 8,1) suspendieren, zu 8 ml der Losung 180 ul 0,2%
Trypsinlosung zusetzen (Trypsin fiir biochemische Zwecke, TPCK-behandelt,
3,5 U/mg, Merck) und wihrend 16 h bei 37 °C schiitteln. Anschliessend wihrend
8 min im siedenden Wasserbad erhitzen, abkiihlen und durch ein 0,2 4 Mem-
branfilter filtrieren.

HPL C-Auftrennung

Sie wurde gemaiss Tobler et al. durchgefiihrt (16). Die Elution der Peptide von
der RP-300-Sdule (10 u, 250 X 4,6 mm, Brownlee Labs.) erfolgte mit einem linea-
ren Gradienten von 10—100% A in B.

Eluent A: 50% Acetonitril, 50% B. Eluent B: 0,02% SDS, 0,02% Trifluoressig-
saure (pH 5,5). Die Flussrate betrug 1 ml/min, die Detektion erfolgte bei 210 nm.
Verwendet wurde ein Perkin-Elmer Hochdruckchromatograph, Serie 2/2 mit au-
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tomatischer Steuerung, ausgeriistet mit Rheodyne-Injektor (Modell 7125), Hew-
lett-Packard Integrator (HP-3390A) und ein Perkin-Elmer LC-75 Spektrophoto-
meter. Es wurden 40—60 ul der Caseinpeptidlosung eingespritzt.

Ergebnisse

Polyacrylamidgelelektrophorese der Caseine
Milch

Die Elektropherogramme der Caseine aus Ziegen-, Schaf-, Stuten- und
Frauenmilch sowie deren Mischungen mit Kuhmilch sind in den Abbildungen
la—1d dargestellt. Die starke Bande der a,-Caseine der Kuh stellt (im alkalischen
System) die schnellste Caseinkomponente dar und eignet sich am besten zum
Nachweis von Kuhmilch in Ziegen- und Schafmilch.
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Abb. 1. Polyacrylgelelektrophorese der Caseine aus Ziegen-, Schaf-, Stuten- und Frauen-
milch sowie deren Mischungen mit Kuhmilch
a) Caseine aus Ziegen- und Kuhmilch sowie  b) Caseine aus Kuh- und Schafmilch so-

deren Mischungen. Anteil von Kuhmilch wie deren Mischungen. Anteil von
(Yo), Nr. 1-13: 0:°1:'2;°5; 10;-25; 50; 75; 90; Kuhmilch (%), Nr. 1-13: 100; 99; 98;
95: 49899 100 95; 9057543507 25 10; -5525-1;° 0

c) Caseine aus Kuh- und Stutenmilch sowie de-  d) Caseine aus Kuh- und Frauenmilch
ren Mischungen. Anteil von Kuhmilch sowie deren Mischungen. Anteil von
(%), Nr. 1=-13- 100;:99;:985-95; 90; 75; 50; Kuhmilch (%), Nr. 1-11: 100; 98; 95;
DBl 5 200 1500 905 75507 254 10::55 2510
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Zum Nachweis von Kuhmilch in Frauenmilch, deren Caseine unter den ver-
wendeten Analysenbedingungen sehr kleine Mobilitat aufweisen, kann sowohl
die a- wie auch die f-A-Kuhcaseinbande herangezogen werden.

In den Caseinen aus Stutenmilch entspricht die Mobilitit der schnellsten Ca-
seinbande etwa derjenigen von a.-Kuhcaseinbande, womit eine Unterscheidung
schwierig wird (Abb. 1c). Zum Nachweis von kleinen Kuhmilchmischungen (1—
2%) eignet sich die Kuh-8-A-Caseinbande wesentlich besser.

Wie die Abbildungen la—1d zeigen, lisst sich die Anwesenheit von bereits 1%
Kuhmilch in Ziegen-, Stuten- und Frauenmilch deutlich nachweisen. Bei Schaf-
milch hingegen gelingt dieser Nachweis erst bei einem 5%igen Kuhmilchzusatz
(Abb. 1b). Allerdings bewirkt der hohe Protein- bzw. Caseingehalt der Schafmilch
(5,8% bzw. 4,2%), dass weniger Kuhcasein in das Gemisch kommt. Beim Mi-
schen von Frauenmilch mit Kuhmilch liegt der Fall genau umgekehrt; bei 1%
Kuhmilchanteil in Frauenmilch betrigt der Kuhcaseinanteil bereits rund 9%.

Bei Zumischen von anderen Milcharten zu Kubmilch lassen sich fiir Ziegenmilch
rund 5%, fiir Schafmilch 2%, fiir Stutenmilch 5% und fiir Frauenmilch 10% er-
kennen. Um die erwihnten Nachweisgrenzen, insbesondere bei den Mischungen
von Ziegen- und Schafmilch einerseits, mit Kuhmilch andererseits, erreichen zu
konnen, miissen allerdings die Gele «iiberladen» werden, so dass die feine Auf-
trennung der ¢- und f-Caseine der Hauptkomponente nicht mehr einwandfrei
moglich ist (vgl. Abb. 1a und 5).

Die genauere quantitative Ermittlung der Kubmilchanteile kann anhand der Ban-
denintensititen (Peakflichen) der Kuh-a,- und B-A-Caseinbande erfolgen. Um
von der Methodik herrithrende Einfliisse (aufgetragene Caseinmenge) auszu-
schliessen, wurde der a,- bzw. -A-Caseingehalt nicht als Absolutwert bestimmt,
sondern relativ zu anderen Proteinen desselben Elektropherogramms. In den Mi-
schungen von Ziegen- bzw. Schafmilch mit Kuhmilch sind dies die g-Caseine
insgesamt (Peakverhiltnisse y), da die Kuh-$-Caseine von denjenigen der Ziege
bzw. des Schafs schlecht abgetrennt werden (Abb. 2). In den Mischungen von
Stuten- bzw. Frauenmilch mit Kuhmilch sind dies die -Caseine der Stute bzw.
der Frau (Abb. 2).

Diese Peakverhiltnisse konnen in der ersten Niherung direkt als Funktion der
Kuhmilchanteile dargestellt werden. Sie zeigen in einem bestimmten Konzentra-
tionsbereich eine enge Korrelation mit dem Kuhmilchanteil (Korrelationskoeffi-
zient r = 0,98—0,99), und zwar zwischen 5—96% in den Mischungen mit Ziegen-
milch, zwischen 10—95% in den Mischungen mit Schafmilch, zwischen 5—50%
in den Mischungen mit Stutenmilch und zwischen 2—20% in denjenigen mit
Frauenmilch.

Genauere Bestimmung der Kuhmilchanteile in den Mischungen mit Ziegen-
und Schafmilch kann nach der Methode von Pierre und Portmann (3) durchgefiihrt
werden. Der Kuh-a,-Caseingehalt einer unbekannten Probe wird dabei mit dem
mittleren a,-Caseingehalt von reiner Kuhmilch (ayK) verglichen. Ferner wird die
bereits erwidhnte schlechte Abtrennung der f-Ziegen- bzw. -Schafcaseine von £-
Caseinen der Kuhmilch beriicksichtigt. Hierzu ist die Kenntnis der mittleren f-
Ziegen-bzw. p-Schafcaseingehalte in den entsprechenden reinen Milcharten
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(BmZ bzw. ByS) sowie des mittleren S-Kuhcaseingehaltes von reiner Kuhmilch
(BMK) notwendig. Der Gehalt an a-Kuhcasein wird wiederum, wie vorher be-

schrieben, als das Peakverhiltnis

__a, Casein Kuh
Y = B Casein total

bestimmt.

i e v

2,0 }_ 3 a
\ N
R
Gel (cm)

Abb. 2.

Densitogramme der Caseine
aus Ziegen-, Schaf-, Stuten-
und Frauenmilch sowie de-
ren Mischungen mit Kuh-
milch. Die prozentuellen
Kuhmilchanteile sowie die
Caseinkomponenten sind im
Bild bezeichnet

Die Berechnung der prozentualen Kuhmilchanteile in den Mischungen mit
Ziegenmilch (und in analoger Weise in den Mischungen mit Schafmilch) wird

nach der folgenden Formel durchgefiihrt:

10005 3. B

X (Kuhmilchanteil in %) =
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Die so berechneten Kuhmilchanteile in den Mischungen mit Ziegen- und
Schafmilch (vgl. Abb. 1a und 1b) sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Die «mittleren»
Gehalte an ayK, fuK, fuZ und ByS wurden fiir unsere Verhiltnisse in der ent-
sprechenden Milch wiederholt (» = 5) elektrophoretisch ermittelt (Tabelle 1).

Tabelle 1. Bestimmung der Kuhmilchanteile (%) in den Mischungen von Zie-
gen- bzw. Schafmilch mit Kuhmilch
Berechnung nach der Methode von Pierre und Portmann (3) unter An-
wendung der in der entsprechenden Milch elektrophoretisch ermittel-
ten Gehalte an ayK = 44,8%, K = 46,3%, ByZ = 63,3% und ByS =

55,3%
Kuhmilch- Kuhcasein- Kuhcasein- Berechneter Kuhmilchanteil %

anteil anteil (%) anteil (%) Ziegenmilch Schafmilch
% (Vol./Vol.) Ziegenmilch Schafmilch Y % y %
5 6 4 0,05 7 - -
10 13 8 0,09 12 0,07 8
s 28 20 0,21 27 0,17 20
50 53 42 0,47 56 0,37 43
75 77 69 0,71 79 | 0,64 70
90 91 87 0,88 93 0,82 87
95 96 93 0,94 98 0,89 93
100 100 100 1,02 104 0,98 101

Wie die Tabelle 1 zeigt, werden die effektiven Caseinanteile in den untersuch-
ten Milchmischungen recht genau ermittelt. An 3 Tagen wurde je eine Doppel-
analyse an jeder Milchmischung durchgefiihrt. Der mittlere Variationskoeffizient
betrug in der Serie 3,6% und zwischen den Testen 7,5%.

Kiise

In der Abbildung 3 finden sich die Densitogramme der Kise vom Typ Ca-
membert, geordnet nach Alter und Zusammensetzung. Es fallt auf, dass bei allen
Proben die Kuh- und Ziegen-a,-Caseine rasch abgebaut werden. Die Abbaupro-
dukte des a,-Kuhcaseins sind bereits nach 3 Tagen Reifung deutlich sichtbar.
Nach 30 Tagen iiberwiegen die Abbauprodukte die Reste des unverinderten a,-
Kuhcaseins bereits deutlich. Der Abbau der a,-Caseine der Ziege ist nur an der
Verminderung der entsprechenden Peakflichen zu erkennen; neue Peaks treten
nicht auf. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Pierre und Portmann (3)
sind somit im reinen Ziegenkise keine Banden der Abbauprodukte des Ziegen-
milchcaseins zu finden, welche den Nachweis von Kuh-a,-Casein storen konn-
ten.
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Kdse mit Zugabe von Ziegenmilch Kuhk#se

i
sy el i

Liegenkdse Halbziegenkase
be von Ziegenmilch» 75%,

pz
) 11 1
3
A 640 nm 7
2,0 15
1,0
30
2 4 6 8 10 im «Halbziegenkise» 50%

Gel (cm) und im Ziegenkise 0%

mensetzung und Reifungs-
dauer von 1-30 Tagen (im
Bild bezeichnet). Der Kuh-
milchanteil betrug im Kuhka-
se 100%, im «Kise mit Zuga-

M
3
Abb. 3.
Densitogramme der Caseine
7 aus Kisen definierter Zusam-
_J\/\-A.J\\.LS
r,j\mM

Demgegeniiber bleiben die §-Caseine weitgehend unveriandert. Im jungen wie
im reifen Kise zeigt das Ziegen-B-Casein ein charakteristisches Dublett (8 I und
II [15]), das Kuh-gB-Casein ein Triplett (8 A, B, C).

Die quantitative Bestimmung der Kubmilchanteile in je 6 Kiseproben wurde in
analoger Weise zu der Analyse von Milchmischungen nach der Methode von
Pierre und Portmann durchgefiihrt (3). Die Peakflichen der Abbauprodukte des «.-
Kuhcaseins wurden in unserem Fall in die Bestimmung der Peakverhiltnisse gam-
ma miteinbezogen. Fiir die Berechnung wurden die bereits erwihnten elektro-
phoretisch ermittelten Gehalte an aK (44,8%), SuK (46,3%) und S,Z (63,3%)
eingesetzt.

In der Abbildung 4 sind die auf diese Weise berechneten Mittelwerte der Kub-
milchanteile in Kise, ferner die entsprechenden Standardabweichungen und Ver-
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trauensbereiche in Abhingigkeit vom Alter der Kise dargestellt. Der Vertrauens-
bereich g wurde dabei wie folgt berechnet:

7.1
g=X=xIs n t (1=a/2)*
mit X = Mittelwert aus n-Messungen
s = Standardabweichung
n = Anzahl identischer Kise (6)
t = Quantil der Student’s description
a = Irrtumswahrscheinlichkeit, hier 5%.

Kuhmilchanteil (%) Abb. 4

Mittelwerte, Standardabweichungen und
95% Vertrauensbereich der ermittelten Kuh-
milchanteile in Kisen definierter Zusam-
mensetzung in Abhidngigkeit von Reifungs-
dauer. Der Kuhmilchanteil betrug im Kuhka-
se 100%, im «Kidse mit Zugabe von Ziegen-
milch» 75%, im «Halbziegenkise» 50% und
im Ziegenkidse 0%. Bezeichnung des Ver-
trauensbereiches: fir den Kuhkase,
..... fur den «Kdse mit Zugabe von Ziegen-
milch», fur den Halbziegenkise. Es
wurden je 6 identische Proben (je 1—2mal ex-
trahiert) bestimmter Zusammensetzung und
Reifungsdauer in je Doppelanalyse an zwei

T 15 % Tagen untersucht
Reifung (Tage)

100

15

25

Die mittleren Kuhmilchanteile fiir die eintigigen Kise betrugen fiir den rei-
nen Kuhkise 100% (y = 0,97), fir den «Kise mit Zugabe von Ziegenmilch» 86%
(y = 0,79) und fur den Halbziegenkise 64% (y = 0,55).

Wie aus der Abbildung 4 ersichtlich ist, weisen die Mittelwerte der Kuhmilch-
anteile — trotz des Miteinbeziehens der Abbauprodukte des a,-Caseins — insbe-
sondere bei den gemischten Kisen eine deutliche Abnahme in Abhingigkeit vom
Alter des Kises auf. Die Streuung nimmt hingegen mit dem zunehmenden Alter
zu, so dass eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Kisetypen hochstens
mit 1- bis 3tigigen Kisen moglich ist. Bereits nach 7tigiger Reifungsdauer tiber-
schneiden sich die Vertrauensbereiche von Kuhkise und «Kise mit Zugabe von
Ziegenmilch». Nach 15 Tagen iiberschneiden sich auch diejenigen von «Halbzie-
genkise» und «Kise mit Zugabe von Ziegenmilch». Nach 30tigiger Reifungsdauer
ist einzig eine Unterscheidung von Halbziegenkise und Kuh- bzw. Ziegenkise
moglich.

Dem Institut fiir mathematische Statistik und Versicherungslehre der Universitit Bern
sei flir den Vorschlag dieser Formel bestens gedankt.
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In der Abbildung 5 sind die Elektropherogramme der Caseine aus Schafmilch so-
wie daraus hergestelltem Schafkise unterschiedlicher Reifungsdauer und von
Quark dargestellt. Verglichen mit dem Caseinbandenmuster reiner Schafmilch
treten in den entsprechenden Kisen und im Quark mehrere neue Banden mit
grosseren Mobilititen als die a-Schafcaseine auf. Die Intensitit dieser Banden
nimmt mit der zunehmenden Reifungsdauer zu. Die Mobilitit einer der inten-
siveren Banden entspricht ungefihr derjenigen von a-Kuhcasein, die Mobiliti-
ten der iibrigen liegen zwischen denen von Kuh-a-Casein und Kuh-a,-Casein-
Abbauprodukten. In reifen Schafkisen storen somit solche Banden den ohnehin
wenig empfindlichen Nachweis von Kuhmilch.

| Abb. 5.
| Polyacrylamidgelelektrophorese der Caseine
. aus Schafmilch sowie daraus hergestellter
Schafkidse unterschiedlicher Reifungsdauer
i und aus dem Schafquark. Probenbe-
zeichnung: Kuhkise Typ Camembert, Rei-
fungsdauer 15 Tage (1); Schafmilch mit 10%
Kuhmilch (2); Schafmilch mit 5% Kuhmilch
(3); Schaftkise, 20 Tage (5); Schafquark (4);
. Schafkise, 10 Tage (6); Schafkise, 7 Tage (7);
1 20ala's 6718 loMmw0 Schafkise, 5 Tage (8); Schafkise, 3 Tage (9);

‘ A Schafmilch (10)

-
B T
-

HPLC tryptisch abgebauter Caseine (Caseinpeptide)

Milch

Die Caseinpeptide der einzelnen Milcharten zeigen nach der HPLC-Auftren-
nung charakteristische Chromatogramme (Abb. 6). Unter den angewandten Ana-
lysenbedingungen weisen die Spektren der Caseinpeptide aus Stuten- und
Frauenmilch nur wenige markante Peaks auf. Die Chromatogramme der Casein-
peptide aus Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch sind wesentlich komplexer. Indessen
ist es durchaus moglich, iiberall einige spezifische Peaks zu finden, die im Prinzip
zum Nachweis von Beimischungen herangezogen werden konnten.

Wie die Abbildung 6 zeigt, lisst sich die Anwesenheit von 25% Kuhmilch in
Ziegenmilch, von 10% Kuhmilch in Schaf-, Frauen- und Stutenmilch deutlich er-
kennen. Steht die entsprechende reine Milch als Vergleich zur Verfiigung, ldsst
sich die Anwesenheit von rund 15% Kuhmilch in Ziegenmilch sowie von rund
5% in Schaf-, Frauen- und Stutenmilch nachweisen.

Bei einer Zumischung von Ziegen- bzw. Schatmilch zu Kuhmilch (andere Mi-
schungen wurden nicht getestet) ldsst sich die Anwesenheit von rund 15—25%
Ziegenmilch und 5—10% Schafmilch eben noch erkennen (die entsprechenden
spezifischen Peaks sind in der Abb. 6 bezeichnet).
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Abb. 6.

RP-HPLC-Auftrennung der
tryptisch abgebauten Caseine
aus Kuhmilch (a), verschiede-
nen Milcharten (b) sowie de-
ren Mischungen mit Kuhmilch
(c). Die prozentualen Kuh-
milchanteile und die kuh- (K),
ziegen- (Z) und schafspezifi-
schen (S) Peptide sind im Bild

bezeichnet

In der Abbildung 7 finden sich die Chromatogramme der Caseinpeptide aus
dem Kise Typ Camembert®, geordnet nach Alter und Zusammensetzung. Als er-
stes fallt auf, dass die Caseinpeptide aus 1- bis 15tigigen Kisen weitgehend tiber-
einstimmen, mit Ausnahme des Bereichs der Peaks der schwach gebundenen Pep-

Infolge einer technischen Panne (Ausfall der Kiithlung) wihrend der Kiseaufbewahrung
standen nur noch 2 identische Kise der gleichen Reifungsdauer (1—15 Tage) zur Verfu-

gung.
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tide, die teilweise gar nicht auftreten. Ebenso fillt auf, dass auch die Chromato-
gramme der Peptide aus dem Kise und der entsprechenden Milch gut iiberein-
stimmen. Einzig in den Chromatogrammen der Caseinpeptide aus reinen Kuhka-
sen tritt ein Peptid bei 28,4 min rund 2- bis 3mal stirker auf als dasjenige aus der
Kuhmilch. Dieses Peptid interferiert mit einem solchen aus Ziegenmilch und
Ziegenkase, welches nur unwesentlich frither (bei 27,8 min) eluiert wird. Damit
wird der Nachweis von Ziegenmilch in Kuhkise anhand von diesem Peptid ver-
unmoglicht.

Wie die Abbildung 7 weiter zeigt, sind die Unterschiede zwischen den Chro-
matogrammen der Caseinpeptide aus Ziegen-, «Halbziegen»- und Kuhkise deut-
lich zu erkennen. Die fur Ziegenkise charakteristischen Peptide bei 31,8; 27,8;
24,6 und 23,9 min sind jedoch auch im Kise mit Zugabe von Ziegenmilch gerade
noch erkennbar (nicht abgebildet).

/iegenkase Halbziegenkase Kuhkase

n ] LW |

Lkl
L sl oot
Lo, |l

20 30 (min)
Abb. 7. RP-HPLC-Auftrennung der tryptisch abgebauten Caseinpeptide aus Kisen defi-
nierter Zusammensetzung und Reifungsdauer von 1—15 Tagen (im Bild bezeich-
net). Der Kuhmilchanteil betrug im Kuhkise 100%, im «Halbziegenkise» 50%
und im Ziegenkise 0%. Zuoberst (a) befinden sich die Chromatogramme der
Caseinpeptide aus der entsprechenden Milch bzw. Milchmischung. Die kuhspe-
zifischen (K) und ziegenspezifischen (Z) Peptide sind im Bild bezeichnet

A 210 nm
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Fir die guantitative Bestimmung der Kuh- bzw. Ziegenmilchanteile wurden die
Peakflichen (in Prozenten der Gesamtfliche) der spezifischen Peaks herangezo-
gen. Dies betraf die Peptide bei 30,2; 21,9 und 17,2 min (in der Abb. 7 mit K be-
zeichnet) bzw. bei 31,9; 27,8; 24,6 und 23,9 min (in der Abb. 7 mit Z bezeichnet).
Deren Flichenprozente zeigen eine enge Korrelation mit den Mischungsverhalt-
nissen in Milch (Korrelationskoeffizient » = 0,92—0,99).

Aus dem Vergleich mit den entsprechenden Peakflichen im Kise wurde der
Kuhmilchanteil im reinen Kuhkise mit 90—110%, im «Halbziegenkdse» mit 40—
60% und in «Kise mit Zugabe von Ziegenmilch» mit 60—75% berechnet. Der
Ziegenmilchanteil, gemessen an den Peakflichen der Ziegen-Caseinpeptide bei
31,8 und 27,8 min (bei dem letzteren wurden die entsprechenden Werte fiir die
Peakflichen im Kuhkise abgezogen), wurde im reinen Ziegenkise mit 80—100%,
im «Halbziegenkdse» mit 25—40% und im «Kise mit Zugabe von Ziegenmilch»
mit rund 10% berechnet.

Die Peaks der spezifischen Peptide bei 24,6 und 23,9 min korrelierten zwar
gut mit der Kisezusammensetzung, ergaben jedoch im Vergleich zu Milch viel zu
hohe Werte. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da die Auftrennung der Peptide
in diesem Bereich offensichtlich ungeniigend ist.

In der Abbildung 8 finden sich die Chromatogramme der Caseinpeptide aus
Schafmilch und daraus hergestelltem Schafkise unterschiedlicher Reifungsdauer
sowie aus Schafquark. Als erstes fillt wiederum auf, dass die Chromatogramme
der Caseinpeptide aus Kisen aller Altersstufen unter sich und mit demjenigen
von Schafquark weitgehend tibereinstimmen. Die Chromatogramme der Casein-
peptide aus dem Schafkise und aus der Schafmilch stimmen zwar auch grund-
sitzlich tiberein, jedoch treten in den Chromatogrammen der Caseinpeptide aus

Schafmilch
Abb. 8.
RP-HPLC-Auftrennung der tryp-
tisch abgebauten Caseinpeptide
aus Schafmilch sowie daraus her-

M*M%
i
1
gestellten Schaftkise unterschiedli-
A 210 nm SChanUBFK cher Reifungsdauer und aus dem
Schafquark. Die Reifungsdauer (in
Tagen) sowie die Lage der Kuhca-
seinpeptide, welche mit den Pepti-
den aus Schafkise interferieren

konnten (K), ist im Bild bezeich-
30 40 (min) net
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Kise und Quark zusitzlich einige Peaks neu oder verstirkt auf. Thre Intensitit
korreliert nicht mit dem Kisealter. Die Schafkisepeptide bei 18,6 und 19,7 min
konnten mit denjenigen Kuhmilchcaseinpeptiden interferieren, welche praktisch
mit gleichen Retentionszeiten eluiert werden (in der Abb. 8 mit K bezeichnet). In
Ermangelung von geeignetem Probenmaterial konnte jedoch nicht gepriift wer-
den, ob diese Kisepeptide tatsichlich den Nachweis von Kuhmilch im Schafkise
storen wiirden.

Diskussion

Milch

Wie unsere Ergebnisse zeigen, bewahrt sich die PAGE der Caseine bei der Dif-
ferenzierung von Kuhmilch einerseits, gegeniiber Ziegen-, Schaf-, Frauen- und
Stutenmilch andererseits sowie auch bei der Ermittlung von Mischungsanteilen.
Die Methode ist schnell, reproduzierbar, leicht durchzufiihren, und die Emp-
findlichkeit des Kuhmilchnachweises ist fiir die praktische Anwendung ausrei-
chend. Einzig bei Schafmilch ist die Nachweisgrenze von nur 5% Kuhmilch
nicht befriedigend. Dass die 5% Kuhmilch in Schafmilch bei Anwendung der
PAGE als Nachweisgrenze zu gelten haben, wurde auch von anderen Autoren be-
statigt (4, 13). Mit Hilfe der Immunodiffusion konnten Gombocz et al. (5) eben-
falls nur 5% Kuhmilch in Schafmilch sicher nachweisen. Um die Kreuzreaktio-
nen mit Schafmilch zu eliminieren, musste jedoch das kdufliche Anti-Rinderca-
sein-Serum zuerst mit einem vorbehandelten Schafmilchextrakt abgesittigt wer-
den. In diesem Fall konnte moglicherweise der immunologische Nachweis von
Immunglobulinen besser geeignet sein, da die Empfindlichkeit des Kuhmilch-
nachweises mit 0,1—1% angegeben wird (8).

Wie bereits erwihnt, hingt die Richtigkeit der Ergebnisse der quantitativen
Analyse der Milchmischungen primir von der Kenntnis der Zusammensetzung
der betreffenden Ausgangsmilchen ab. Je priziser die jeweiligen Anteile an Ca-
sein sowie an a- und f#-Casein ermittelt werden konnen, desto zuverldssiger wird
naturgemiss die Berechnung. Im Idealfall wiirden Kuhmilch und Ziegenmilch
aus Bestinden desselben Betriebes stammen. In Fillen, wo solche Ermittlungen
nicht méglich sind, muss die Analyse auf geniigend breit abgesicherte Mittelwer-
te und entsprechende Vertrauensbereiche abgestiitzt werden.

Die HPLC-Auftrennung der Caseinpeptide ergibt zwar fiir die einzelnen
Milcharten charakteristische und gut reproduzierbare Chromatogramme. Die
Nachweisempfindlichkeit der Methode, wie z. B. bei dem Nachweis von Kuh-
milch in Schaf- oder Ziegenmilch von nur rund 10—20%, reicht jedoch angesichts
anderer analytischer Moglichkeiten fiir eine praktische Anwendung nicht aus.

578

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 77 (1986)



Kise

Der primire Abbau der a-Caseine der Kuh- und Ziegenkise entspricht jenem
Ablauf der Proteolyse bei der Kisereifung, der unter vergleichbaren Bedingungen
(pH, Labgerinnung) hidufig beobachtet wurde (17—19). Erwihnenswert ist die Tat-
sache, dass im reinen Kuhkise durch das Miteinbeziehen der (bei pH 4,5 fillba-
ren) Abbauprodukte von a-Kuhcasein nach 30 Tagen Reifung (Konsumreife) die
«Caseinabnahme» nur etwa 10% betrigt. Der Zusatz von 25% (bzw. 50%) Ziegen-
milch bewirkt jedoch insofern eine Anderung der Proteolyse, als nur noch 60—
66% der urspriinglichen Caseinmenge elektrophoretisch zu ermitteln sind
(Abb. 4). Dieser Effekt kann als erstes dem Einfluss von Rohmilchflora der Zie-
genmilch zugeschrieben werden, da alle anderen Parameter unveriandert blieben.

Wie aus der Abbildung 4 ersichtlich ist, liegen die ermittelten Kuhmilchantei-
le fiir den eintigigen «Kise mit Zugabe von Ziegenmilch» sowie fiir den «Halbzie-
genkdse» rund 10% hoher als in den entsprechenden Milchmischungen
(Tabelle 1). Dies stimmt mit den Beobachtungen von Pierre (12) iiberein und ist
durch die Caseinverinderung infolge der Labeinwirkung zu erkliren. Die Ei-
chung sollte im Prinzip, wie bei Pierre (12), mit Kisen bekannter Zusammenset-
zung anstelle mit Milch erfolgen.

Wie bereits erwihnt, werden bei der Kasereifung die a,-Caseine haufig schnel-
ler abgebaut als die f-Caseine. Die Abbaugeschwindigkeit der a,-Caseine (und
der Caseine generell) ist von vielen Faktoren wie pH, NaCl-Gehalt, Mikroflora
usw. abhingig, so dass jede Kisesorte im Prinzip eine typische Reifung durchlauft
(17). Deshalb kann die quantitative Ermittlung der Milchanteile anhand von a,-
Casein mittels PAGE bei unbekanntem Probenmaterial praktisch nur im frischen
Kise angewendet werden. Diese Uberlegungen haben auch bei der Analyse von
reinem Ziegenkise zu gelten, da kleine Kuhmilchanteile in reifen Kisen unter
Umstinden nicht mehr nachzuweisen sind. Das Verhalten von Ziegenkise mit re-
lativ kleinen Kuhmilchanteilen (5—20%) miisste noch untersucht werden.

Die bedeutend resistenteren f-Caseine konnten sich demnach besser zum
Nachweis von Kuhmilch im Kise eignen. Unter gewissen Bedingungen werden
jedoch auch die p-Caseine der Proteolyse wihrend der Kisereifung unterliegen.
So kann z. B. die Rohmilchflora im Raclette-Kise einen nicht zu vernachlissi-
genden Abbau der f-Caseine bewirken (20). Da in der Schweiz simtliche Hart-
und ein Teil der Halbhartkise aus Rohmilch hergestellt werden, sind auch mittels
Analyse der §-Caseine vollig reifungsunabhingige Ergebnisse nicht zu erwarten.

Wie bereits erwihnt, erschweren im reifen Schafkise die Banden, welche
wahrscheinlich den Abbauprodukten des a-Schafcaseins zuzuordnen sind, den
Nachweis von Kuhmilch. Ramos et al. (13) bezeichnen den Nachweis von Kuh-
milch im Manchego-Kise mittels PAGE ebenfalls als schwierig. Die Autoren
konnten in 10tigigen Kisen einen 10%igen Kuhmilchzusatz noch erkennen. Es
war uns mangels definierten Probenmaterials leider unmaoglich, diese Aussage zu
bestitigen. Auch in diesem Fall liegen Anzeichen dafiir vor, dass der immunolo-
gische Nachweis der PAGE uberlegen sein konnte (7, 8). Indessen sind hier noch
viele Fragen offen.
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Bei der HPL C-Auftrennung der Caseinpeptide fallen die storenden Einfliisse
der Alterung dagegen weg. Sowohl bei Schaf-, Kuh- und Ziegenkise wie auch in
den gemischten Kasen der Reifungsdauer 1—15 Tage waren keine deutlichen mit
dem Alter der Kise korrelierbaren Unterschiede festzustellen. Wie bereits unter
Milch erwihnt, liegt die Schwiche der Methode zunichst in deren mangelnder
Empfindlichkeit. Zudem sind die Chromatogramme, insbesondere der Kuh-, Zie-
gen- und Schafcaseinpeptide, wegen threr Komplexitit ausgesprochen schlecht
integrierbar. Ferner kdnnen sich auch schwache Peaks der Peptide (welche z. B.
im Kise im Vergleich zu Milch neu oder verstirkt auftreten) unter Umstinden
storend auswirken. Dies kann jedoch von den jeweiligen Trennbedingungen ab-
hangig sein. So fanden Tobler et al. (16) im Gegensatz zu den vorllegenden Ergeb-
nissen in den gleichen Caseinpeptiden aus Kuhkise keine mit einem Ziegenpep-
tid interferierenden Peptide. Die Elution erfolgte allerdings nicht von einer iden-
tischen Saule. Ebenso war die Reproduzierbarkeit bei der Elution der schwach ge-
bundenen Peptide bei Tobler et al. besser als in unserem Fall. Indessen waren auf
allen RP-300-Siulen, die wir getestet haben, immer klare Unterschiede zwischen
den Kuh- und Ziegencaseinpeptiden festzustellen. Einzig die Retentionszeiten
der artspezifischen Peptide wiesen von Sidule zu Sdule gewisse Unterschiede auf.

Die Anzahl der mittels HPLC-Auftrennung getesteten Proben bestimmter
Reifungsdauer (2) war leider zu klein, um eine Berechnung der Mittelwerte und
Vertrauensbereiche durchfithren zu kénnen. Doch sprechen bereits die vorliegen-
den Ergebnisse wie auch die Analyse der Milchgemische dafiir, dass eine Unter-
scheidung zwischen Kuh-, «<Halbziegen»- und Ziegenkise schon aufgrund einer
einfachen Peakanalyse moglich sein sollte. Bei der Anwendung der Methode in
einem Kontrollabor wire allerdings notwendig, iiber bedeutend grossere Daten-
mengen verfugen zu konnen, um die Aussagen auf eine Multikomponentanalyse,
wie z. B. lineare Diskriminanzanalyse, zu stiitzen. Dieser Aufwand wire ange-
sichts der doch relativ starken Einschrinkungen der Methode in bezug auf die
Empfindlichkeit wahrscheinlich nur dann gerechtfertigt, wenn andere analyti-
sche Moglichkeiten, welche noch offen sind, auch versagen (8).

Zusammenfassung

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) der Caseine bewdhrte sich gut sowohl bei der
Differenzierung von Kuhmilch einerseits, gegeniiber Ziegen-, Schaf-, Frauen- und Stuten-
milch andererseits als auch bei der Ermittlung von Mischungsanteilen. In den Elektrophe-
rogrammen der Caseine aus den Kuh-, Ziegen- und Schafkisen unterschiedlicher Reifungs-
dauer zeigte sich ein rascher Abbau der a,-Caseine. Die ermittelten Kuhmilchanteile in den
gemischten Kuh- und Ziegenkisen zeigten — trotz des Miteinbeziehens der (bei pH 4,5
fillbaren) Abbauprodukte des a-Kuhcaseins — eine deutliche Abnahme in Abhingigkeit
vom Alter des Kises auf. Demgegeniiber waren bei der HPL C-Auftrennung der Peptide aus
den Kisen praktisch keine mit dem Alter der Kise korrelierbaren Unterschiede festzustel-
len. Fir die praktische Anwendung ist die Methode noch zu wenig empfindlich.
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k Résumé

L électrophorése en gel de polyacrylamide (PAGE) des caséines s’est révélée bonne, aussi
bien pour différencier le lait de vache du lait de chévre, de brebis, de jument et de lait de
femme que pour déterminer les pourcentages de ces laits dans des mélanges de laits. Pour
la PAGE des caséines provenant des fromages de vache, de chévre et de brebis de matura-
tion différente, une dégradation rapide des caséines a, peut étre constatée. Pour le dosage
du lait de vache dans des fromages fabriqués a partir de mélanges de laits de vache et de
chevre, la surface des pics des substances de dégradation (précipitables a pH 4,5) de la ca-
séine de vache «, a été inclue dans le calcul. Toutefois, les valeurs obtenues démontrent
une nette diminution en fonction du degré de maturation du fromage, en particulier pour
les fromages mélangés. La séparation par HPL C des peptides de la caséine dans des fromages
de vache, de chévre et de brebis de divers degrés de maturation a permis de constater qu’il
n’y avait pratiquement aucune différence attribuable aux degrés de maturation des froma-
ges. Cette méthode s’avére cependant trop peu sensible pour une utilisation pratique.

Summary

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of caseins from milk could be used to differen-
tiate between cow milk and goat, sheep, horse and human milk as well as to determine the
content of cow milk in the mixtures. The analysis by PAGE of caseins from cheese (cow,
cow/goat, goat, sheep) at various stages of ripening revealed the rapid proteolysis of all a.-
caseins. The bands of degradation products of a,-cow casein were also used for the determi-
nation of the content of cow milk in the cow and cow/goat cheeses. Nevertheless, the cal-
culated values, especially in the mixed cheeses, decreased significantly with the aging of
cheese. By HPL C-analysis of peptides from cheese (cow, cow/goat, goat, sheep) at different
stages of ripening, practically no differences were found which could be correlated with the
aging of cheese. However, this method is in practice not sensitive enough.
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