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Uber das Vorkommen der Benzoesiure
in Sauermilchprodukten und Kise

Occurrence of Benzoic Acid in Fermented Milk Products and Cheese

R. Sieber, U. Biitikofer, E. Baumann und J. O. Bosset

Eidgenossische Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft, Liebefeld-Bern

Einleitung

Verschiedene Autoren, darunter in den Jahren 1968 und 1969 als erste Nishi-
moto et al. (1, 2), haben darauf hingewiesen, dass die Benzoesiure einen natiirli-
chen Bestandteil von fermentierten Milchprodukten darstellt (3). In der Milch ist
als Vorldufer die Hippursdure vorhanden, die unter der Wirkung der Milchsiure-
bakterien in Benzoesdure und Glyzin gespalten wird. Da in der Schweiz nach den
Vorschriften der Zusatzstoffverordnung (4) die Benzoesiure als Konservierungs-
mittel in keinem Milchprodukt erlaubt ist, stellt deren Vorhandensein in diesen
Lebensmitteln die amtliche Lebensmittelkontrolle vor gewisse Probleme. Das
Bundesamt fiir Gesundheitswesen hat deshalb provisorisch einen Toleranzwert
von 50 mg/kg Benzoesiure festgelegt (5). Das Verschleppen der Benzoesiure aus
unbehandelten Friichten bei der Herstellung von Fruchtjoghurts und aus dem
Lab bei der Kiseherstellung wird toleriert (4). Die Verwendung von Benzoesiure
konnte jedoch wegen deren hemmenden oder inaktivierenden Wirkung gegen-
iber Bakterien, Hefen und Pilzen verlockend sein (6).

Ziel dieser Arbeit war es, eine Ubersicht iiber die Konzentrationen an Benzoe-
saure in auf dem schweizerischen Markt erhiltlichen Sauermilchprodukten und
Kisen zu ermitteln. Beim Kise sollte geprift werden, ob sortenspezifische und
zonale Unterschiede (z. B. Einfluss der Rinden- oder Schmiereflora) im Benzoe-
sduregehalt existieren. Im weiteren wurde Schmelzkise in die Untersuchung ein-
bezogen.

Experimenteller Teil

Probenerbebung

Es wurden 8 Joghurt-nature-, 5 Bifidus-Sauermilch-, 105 Joghurt-, 11 Quark-
und 3 Kefirproben untersucht, letztere 119 Proben enthielten verschiedene Friich-
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te. Darunter befanden sich sowohl magere wie auch teilentrahmte und vollfette
Produkte. Die Proben stammten von verschiedenen Fabrikanten und wurden
vom Zentralverband Schweizerischer Milchproduzenten zur Verfiigung gestellt.
Sie wurden iiber den Zeitraum von einem Jahr gesammelt.

Bei den Kisen wurden vorerst je 3 zufillig ausgewihlte, konsumreife Proben
pro Sorte untersucht. Um zonale Unterschiede feststellen zu kénnen, wurde so-
wohl in einer dusseren Schicht von 1 cm («Randzone» inkl. Rinde und eventuell
Schmiere) wie auch in einer inneren Schicht von 2 cm («Zentrum») die Konzen-
tration an Hippur- und Benzoesiure bestimmt. Bei Emmentaler, Greyerzer,
Sbrinz, Appenzeller, Rohmilch-Tilsiter, Walliser Raclette, Vacherin fribourgeois,
Mager- und Rahmquark handelt es sich um Proben aus dem Handel. Die tibrigen
Kise wurden von der Schweizerischen Genossenschaft der Weich- und Halbhart-
kisefabrikanten (SGWH) anlidsslich einer SGWH-Taxation zur Verfiigung ge-
stellt. Bet den Kisesorten, die mehr als 50 mg/kg Benzoesiure enthielten, wurden
in einer zweiten Untersuchung noch mindestens 5 weitere Proben untersucht, die
2 Monate spiter von den entsprechenden Geschiftsstellen geliefert wurden.
Nach dem Vorliegen dieser Resultate wurde sodann 3—4 Monate spdter noch-
mals Kise von den gleichen Herstellern Uberpriift.

Die fiir den Export bestimmten Schmelzkiseproben stammten von 6 ver-
schiedenen schweizerischen Fabrikanten. Diese Proben enthielten teilweise ver-
schiedene Zutaten wie Kiimmel, Paprika, Curry, Wein, Schabziger. Zu deren
Herstellung wurden Emmentaler, Greyerzer, Appenzeller, Tilsiter und Camem-
bert verwendet.

Bestimmungsmethode

Die Benzoesiure wurde mit einer bereits beschriebenen HPLC-Methode be-
stimmt, die vor allem fiir den Nachweis der Sorbinsiure ausgearbeitet wurde (7).
Dies wurde ermoglicht durch die Verwendung eines biniren, linearen Gradienten
mit Phosphatpuffer (7) und Methanol (B) (0—9 min: 0% B; 9—19 min: 0—100% B;
19—22 min: 100% B; 22—24 min: 100-0% B). Mit dieser Analysenmethode kon-
nen gleichzeitig die p-Hydroxybenzoesiuremethylester, -ethylester, -propylester,
die Benzoesiure, die Sorbinsdure, die Hippursdure wie auch das Pimaricin nach-
gewlesen werden. ,

Die Resultate werden als Mittelwert (x) wie auch als Medianwert (¥) angege-
ben.

Analysengerdt

Beim Gerit handelt es sich um ein Kontron (Ziirich) HPLC-System, beste-
hend aus 2 Pumpen Typ 420, Ofen Typ 480, Detektor Typ 430, Autosampler Typ
460 und Auswertesoftware 450 MT II. Die Sdule (Dimension: 250 X 4 mm) war
mit Nucleosil 120-5 C,; (Macherey Nagel, Diiren) gepackt.
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Resultate und Diskussion

Analytische Gesichtspunkte

Die Benzoesdure liess sich ohne grosse Probleme in Joghurt, nicht aber in Ki-
se, nachweisen. Bei Kisen, die in der Randzone hohe Benzoesiurekonzentratio-
nen aufwiesen, wurden die Resultate mit einer «Scanning»-Aufnahme des Ab-
sorptionsspektrums («Pseudo-DAD») tiberpriift. Dabei zeigte sich, dass in einigen
Fillen eine andere, vorliufig noch unbekannte Komponente mit praktisch identi-
scher Retentionszeit wie Benzoesiure eluierte. Mit der Verwendung einer neu zu-
gekauften Trennsidule und einer geringeren Einspritzmenge konnten jedoch bei-
de Komponenten aufgetrennt werden (Abb. 1). In einzelnen Kisen machte dieser
Artefakt bis zu 80% der integrierten Peakfliche aus.

25

= 5.11 Benzoeséaure
5.46 Artefakt

[MAU]
o

[min]

Abb. 1. Chromatographische Auftrennung der Benzoesdure in Kise

Saunermilchprodukte

Der Benzoesiuregehalt der verschiedenen Sauermilchprodukte schwankte
zwischen 4 und 31 mg/kg (Abb. 2). Joghurt nature (#z = 8) enthielt durchschnitt-
lich 18,2 (x = 19,1) mg/kg Benzoesidure. Dagegen wies Bifidus-Sauermilch (2 = 5)
mit 12,5 (x = 10,1) mg/kg weniger Benzoesiure auf; in diesen Proben konnte auch
Hippursiure nachgewiesen werden. Die drei Kefirproben lagen im gleichen Be-

reich (Tabelle 1).
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Tabelle . Benzoesiduregehalt (mg/kg) von Sauermilchprodukten

Autoren Produkt n Mittelwert 5 Bereich Medianwert

Obentraut (8) Fruchtjoghurt 92 17,8 4,0

Renterghem (9) Fruchtjoghurt 10 25 (9255

Styve (10) Fruchtjoghurt 18 1539

Chandan (11) Fruchtjoghurt 18—26

diese Arbeit Joghurt nature 8 18,2 9—-25 19,1
Bifidus-S. 5 12,5 5—23 10,1
Kefir 3 14,5 Sop e 1655

L Fruchtjoghurt 105 16,4 4,7 5-32 17,0

g
T

In den 105 untersuchten Fruchtjoghurts (Abb. 2) betrug der arithmetische
Mittelwert x = 16,4 mg/kg Benzoesiure. Der Medianwert x des Vollmilchjoghurts
unterschied sich mit 17 mg/kg nur wenig von demjenigen der mageren und teil-
entrahmten Joghurts (z = 37; ¥ = 16 mg/kg). Diese Werte stimmen recht gut mit
den Angaben von Obentraut et al. (8) iiberein, wahrend wvan Renterghem (9), Stijve
und Hischenhuber (10) sowie Chandan et al. (11) deutlich hohere Konzentrationen
in Fruchtjoghurts feststellten (Tabelle 1).

14 _ =
N B Fruchtiogh.
12 Jogh.nature
B Bifidus
10 J u | Kefir
8 I
B
6
4 ]
2. =
0
0 5 10 15 20 25 30

mg/kg

Abb. 2. Benzoesduregehalt von Sauermilchprodukten
N = Anzahl Proben
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Kise

Bei den Kisen wurden sowohl die Randzone als auch das Zentrum auf Ben-
zoe- und Hippursiure, Ester der p-Hydroxybenzoesiure, Sorbinsiure sowie Pima-
ricin untersucht. Die Hippursidure konnte in gereiften Kisen praktisch nicht, die
Sorbinsiure, die Ester der p-Hydroxybenzoesidure sowie das Pimaricin tiberhaupt
nicht nachgewiesen werden.

Die Benzoesduregehalte der beiden Zonen unterschieden sich bei einigen Ki-
sen recht deutlich, bei anderen jedoch praktisch nicht und lagen im allgemeinen
unter 50 mg/kg (Abb. 3). Eine Unterteilung in geschmierte und nicht geschmier-
te Kise zeigte be1 den letzteren recht tiefe, mit den oben erwihnten Sauermilch-
produkten vergleichbare Benzoesiurekonzentrationen auf (Tabelle 2). Bei den
geschmierten Kisen gab es hingegen verschiedene Proben, die mit hohen Gehal-
ten auffielen und die sich in Abbildung 3 deutlich von g =1 (8 ist definiert als
das Verhiltnis zwischen der Konzentration in der Randzone und im Zentrum)
abheben. Vor allem bei Biindner Bergkise, Pastmilch-Tilsiter, Téte de Moine, Va-

Tabelle 2. Benzoesduregehalt (mg/kg) von Kaise

Autoren Kise »n Mittelwert s Bereich Medianwert
Renterghem (12) Frischkise 82 26 P— 68
Obentraut (8) Quark, Mager- 18 39,1 2.5
Obentraut (8) Q. 20% kT 9 23.9 2.7
Obentraut (8) Q. 40% FiT 12 14,0 2.9
Kurisaki (13) versch. 2D 2— 41
Chandan (11) versch. L0 Sp— 41
NN (14) Quark? 7 39,4 3148
NN (14) Kiseb 3 17.7 12—
Miiller (15) Kise 71 < 10—200
diese Arbeit Kise nicht
geschmiert
Zentrum 16 5,8 0— 20 S
Rinde 16 6,3 0— 19 3,9
Kdse geschmiert
Zentrum 84 .7 O0—174 15,0
Rinde 84 61,8 0—=0622 {85
Frischkase 5 8 1— 17 3,0
Quark, Rahm- 3 9.9 6— 13 1850
Quark, Mager- 3 24,1 2325 24,0
Friichtequark 11 16,0 10— 25 115.3

4 untersuchte Sorten, Anzahl Proben unbekannt

Sauermilch
Sp = Spuren
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cherin fribourgeois, bei dem der hochste Gehalt mit tiber 600 mg/kg gefunden
wurde, und Vacherin Mont-d’Or wurden im Rand relativ hohe Benzoesiurekon-
zentrationen nachgewiesen. Beim Vacherin Mont-d’Or lagen alle drei Proben
deutlich iiber 50 mg/kg. Erstaunlicherweise wurde zudem in zwei dieser dre1 Pro-
ben im Zentrum mehr Benzoesdure gefunden. Auch bei einer Probe Appenzeller-
kise unterschied sich der Benzoesiuregehalt des Zentrums deutlich von demjeni-
gen der Rinde (Abb. 3).

Die vorliegenden Werte liegen fiir Quark, Frischkise und nicht geschmierte
Kise im gleichen Rahmen wie in anderen Arbeiten (Tabelle 2). In einer Untersu-
chung des bernischen Kantonschemikers betrug der Benzoesduregehalt in 7% der
untersuchten Halbhart- und Weichkidseproben mehr als 50 mg/kg und 1n 83%
weniger als 10 mg/kg (z = 71) (15).

In den Kisesorten wie Biindner Bergkise, Past-Tilsiter, Vacherin fLribourgeois
und Vacherin Mont-d’Or, bei denen in mindestens einer Probe in der Randzone
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+ Geschmierte Kise
Andere Kédse

Abb. 3. Benzoesiuregehalt in der Randzone und im Zentrum verschiedener schweizeri-
scher Kisesorten (— provisorischer Toleranzwert)
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hoéhere Benzoesiurekonzentrationen als 50 mg/kg gefunden werden konnten,
wurden nachtriglich noch'mindestens 5 Proben untersucht. Die Resultate waren
sehr unterschiedlich, was zu einer nochmaligen Uberpriifung bei Past-Tilsiter
und Vacherin fribourgeois fithrte. Diese Resultate sowie ein Hinweis auf einen
hohen Benzoesauregehalt in der Jarbseite und der Nachweis der Hydrozimtsidure
gaben den Anlass dazu, fur die Entstehung der Benzoesdure in geschmierten Ka-
sen neben dem Hippursiureabbau noch einen weiteren Abbauweg zu postulie-
ren, nachdem bereits Teuber (16) fiir Harzerkise auf die Bildung der Benzoesidure
aus der aromatischen Aminosidure Phenylalanin hingewiesen hatte. Uber diese
Angelegenheit wird an anderer Stelle ausfithrlich berichtet (17). Im weiteren wur-
den noch verschiedene Kasereihilfsstoffe wie Kaseabdeckmittel, Rindenfarbe
u. a. untersucht, in denen jedoch keine Benzoesdure festgestellt werden konnte,
was einen weiteren Hinweis fiir die Bildung der Benzoesidure aus dem Phenylala-
nin gibt.

Schmelzkdse

Der Benzoesiauregehalt der Schmelzkise lag mit 0 bis 29 mg/kg etwa 1m glei-
chen Bereich wie derjenige der nicht geschmierten Kise. Es wurde fur die 29 Pro-
ben ein arithmetischer Mittelwert x von 11,6 mg/kg und ein Medianwert X von
11 mg/kg bestimmt. Die Unterteilung der Proben in solche mit und ohne Lebens-
mittelzutaten ergab fiir diejenigen mit einer Zutat einen geringfiigig hoheren
Mittelwert; diese beiden Mittelwerte unterscheiden sich jedoch statistisch nicht
(Tabelle 3). Die vorliegenden Werte stimmen relativ gut mit denjenigen von Lzf
und Brand! (18) uberein (Tabelle 3).

Tabelle 3. Benzoesiuregehalt (mg/kg) von Schmelzkise

Autoren ohne LM?2-Zutaten mit LM2a-Zutaten
7 % Bereich n 5 Bereich

Luft und Brandl (18)

osterreichisch 27 9.4 4—17 11 Iy B0 7—22
importiert 24 9.2 519 8 3.1 8§—24
diese Arbeit 19 1185 0—29 10 11,8 0—20

4 LM = Lebensmittel

Schlussfolgerung

Diese Untersuchung soll einen Beitrag fiir die Festlegung eines Toleranzwer-
tes fiir Benzoesidure in Sauermilchprodukten und Kise leisten. Aufgrund der er-
haltenen Resultate konnte unter Berlicksichtigung der derzeitigen Herstellungs-
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bedingungen, der jahreszeitlichen Schwankung des Hippursiuregehaltes in der
Milch (19) und deren maximalen Hippursiurekonzentration (20) realistischerwei-
se ein Toleranzwert von 50 mg/kg Benzoesdure fur Sauermilchprodukte ins Auge
gefasst werden. Fiir Kise stellt sich jedoch die Problematik anders. Nach eigenen
Untersuchungen ist ein solcher Toleranzwert nicht gerechtfertigt. Diese Feststel-
lung gilt insbesondere fiir geschmierte Kise, da bei diesen eine Bildung der Ben-
zoesdure aus dem freien Phenylalanin zu erwarten ist (17).

Dank
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vom Zentralverband Schweiz. Milchproduzenten und Herrn R. Bourquin von der Schweiz.
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ren W. Diethelm (Schweiz. Geschiftsstelle fiir Tilsiter, Weinfelden), 4. Overney (Vacherin
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Zusammenfassung

Die Zusatzstoffverordnung lisst die Verwendung von Konservierungsmitteln in Milch-
produkten nicht zu. Das Ziel dieser Arbeit war es, den natiirlichen Benzoesduregehalt in
verschiedenen fermentierten Milchprodukten wie Sauermilchprodukte (7 = 121), Kise (# =
122) und Schmelzkase (z = 29) zu bestimmen. Die Resultate dieser Studie lassen sich in
zwei Gruppen unterteilen: i) Alle fermentierten Milchprodukte, mit Ausnahme der Kise
mit einer Schmiere, enthalten infolge der mehr oder weniger quantitativen Umsetzung der
Hippursidure der Milch Benzoesiurekonzentrationen von weniger als 50 mg/kg (Mittel-
wert: x = 14,9; Medianwert: x = 16 mg/kg; » = 152). 11) Kidse mit einer Schmiere kénnen ho-
he Benzoesauregehalte aufweisen. Fir diese Gruppe von Milchprodukten muss ein zweiter
Stoftwechselweg in Betracht gezogen werden: der Abbau des aus der Proteolyse herstam-
menden, freien Phenylalanins, vor allem auf den ebenen Flichen und der Jarbseite der Ka-
selaibe. ' '

Résumeé

L’Ordonnance fédérale sur les additifs alimentaires n’autorise pas I’adjonction d’agents
conservateurs dans les produits laitiers. Le présent travail a donc pour but de déterminer les
teneurs naturelles en acide benzoique des produits laitiers fermentés les plus divers et les
plus représentatifs possible tels que produits acidifiés (z = 121), fromages (z = 122) ainsi que
fromages fondus (7 = 29). Les résultats de cette étude mettent en évidence deux catégories
principales: 1) les produits laitiers fermentés dépourvus de croite emmorgée; leurs teneurs,
inférieures a 50 mg/kg, sont dues a une conversion plus ou moins quantitative de ’acide
hippurique du lait en acide benzoique (moyenne: 14,9; médiane: 16 mg/kg; » = 152); 11) les
fromages a croite emmorgée qui présentent des teneurs en acide benzoique parfois tres éle-
vées. Pour ces produits intervient une seconde voie métabolique: la dégradation de la phé-
nylalanine libre résultant de la protéolyse, surtout sur les faces et le talon des meules.
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Summary

The Swiss Ordinance on Food Additives does not allow the use of preserving agents in
dairy products. The object of this paper is to determine the levels of naturally contained
benzoic acid in different fermented milk products such as sour milk products (N = 121),
cheese (N = 122) and processed cheese (N = 29). The results obtained can be divided into
two groups: 1) All fermented dairy products except smeared cheese show benzoic acid con-
tents of less than 50 mg/kg (mean value x = 14.9; median x = 16 mg/kg; N = 152). This 1s
due to the quantitative transformation of hippuric acid into benzoic acid in milk. ii) Smea-
red cheese shows high benzoic acid contents. For this group, it is therefore necessary to
consider a different metabolic pathway: The breakdown of phenylalanine originating from
proteolysis, particularly on the flat surfaces and hoop side of the cheese loaves.
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