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Veränderungen der Vollmilch nach thermischen und
mechanischen Behandlungen sowie nach verschieden
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II. Bestimmung des Vitamins Bi mit Hilfe einer neuentwickelten
RP-HPLC-Methode*

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

II. Determination of Vitamin Bi Using a New Developed RP-HPLC Method
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J.O. Bosset, P. Eberhard, U. Bütikofer und R. Sieber
Eidg. Forschungsanstalt für Milchwirtschaft, Liebefeld-Bern
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Einleitung

In einer ersten Arbeit wurde über die Anwendung der Ascorbin- und Dehydro-
ascorbinsäure als Kriterium für Veränderungen in der Milch bei verschiedenen
technologischen Behandlungen und Lagerungsbedingungen berichtet (1). Es hat
sich zwar gezeigt, dass diese Säuren nicht als Indikator, weder für thermische noch
für mechanische Behandlungen der Milch, herbeigezogen werden können. Einzig
konnte die sehr grosse Empfindlichkeit sowohl der Milch wie der Ascorbinsäure
gegen Oxidation und Photooxidation nachgewiesen werden. Für tierische Lebensmittel

wird daher oft als Indikatorsubstanz das gut wasserlösliche Thiamin (Vit-

Erweiterte Fassung eines an der 103. Jahresversammlung der Schweizerischen Gesellschaft

für Analytische und Angewandte Chemie vorgestellten Posters, Engelberg,
5.-7. September 1991.
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amin Bj) empfohlen, da dieses gegenüber Wärme-, Sauerstoff-, Alkalien- und
Lichteinwirkung als empfindlich beschrieben wird (2).

Die Milch hat einen Thiamingehalt von durchschnittlich 0,42 mg pro Liter, der
zwischen 0,20 und 0,80 mg pro Liter schwanken kann (3). Wenn der tägliche Bedarf
eines Erwachsenen, der für den Mann 1,3 mg und für die Frau 1,1 mg beträgt (4),
mit der konsumierten Milchmenge von etwa 3 dl pro Kopf und Tag (5) verglichen
wird, leistet die Milch mit ungefähr 10%, ernährungsphysiologisch betrachtet,
einen gewissen Beitrag zur Thiaminversorgung. Vitamin Bi liegt in der Milch als
freies (50-70%) und proteingebundenes (5-17%) Thiamin sowie als Thiaminphos-
phatester (18-45%) vor. Für eine quantitative Bestimmung muss Thiamin deshalb
zuerst mit Hilfe eines Aufschlussverfahrens freigesetzt werden (6).

Wegen seiner behaupteten Empfindlichkeit gegenüber Wärme und Sauerstoff
kann dieses Vitamin als eine interessante Indikatorsubstanz für Veränderungen in
Milch, die verschiedenen thermischen Behandlungen und Belichtungszeiten
unterworfen wurde, betrachtet werden. Da dieses Vitamin gegenüber mechanischen
Einwirkungen unempfindlich ist, wurde hier der Homogenisationseinfluss nicht
speziell untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, eine verbesserte RP-HPLC-Bestimmungs-
methode für Thiamin vorzuschlagen und diese auf Milch anzuwenden, die verschiedenen

technologischen Behandlungen unterzogen wurde.

Experimenteller Teil

Herkunft, Zusammensetzung und Aufbereitung der Milchproben

Die Zusammensetzung der Milch, die verschiedenen angewendeten thermischen

und mechanischen Behandlungsverfahren wie auch die Lagerungsbedingungen
bei Licht wurden in der ersten Arbeit beschrieben (1).

Analysenmethode

Prinzip
Die Proben werden unter Rückfluss heiss hydrolysiert, um sämtliche Formen

des Vitamins Bi in freies Thiamin umzuwandeln. Dann wird letzteres nach folgender
Reaktion in Thiochrom oxidiert:

Thiamin Thiochrom
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Thiochrom wird anschliessend mittels RP-HPLC getrennt und mit Fluores-
zenzdetektion quantitativ bestimmt.

Analysenmessgeräte

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

Reagenzien

Thiamin-Mononitrat DAB, Ph.Eur. Merck Art. 500 980
Kaliumhexacyanoferrat (III) p.A. Merck Art. 4973
Natriumhydroxid-Plätzchen p.A. Merck Art. 6498
Natronlauge (1 mol/1) gebrauchsfertig Siegfried Art. 183 022
ortho-Phosphorsäure 85% p.A. Merck Art. 573
Salzsäure 37% p.A. Merck Art. 317
Natriumacetat-Trihydrat p.A. Merck Art. 6267
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat p.A. Merck Art. 5099
N,N-Dimethylformamid p.A. Merck Art. 3053
Methanol für HPLC Gebr. Mächler Art. 9001
Wasser Milli-Q-Anlage

Wässerige Lösungen

Salzsäurelösung 1 mol/1: 82 ml konz. 37%ige Salzsäurelösung in einem 1000-ml-
Messkolben mit Wasser zur Marke auffüllen.

Natronlauge 150 g/1: 150 g Natriumhydroxid in einem 1000-ml-Messkolben mit
Wasser lösen, bis zur Marke auffüllen.

Kaliumhexacyanoferratlösung 10 g/1: 100 mg Kaliumhexacyanoferrat in einem
10-ml-Messkolben mit Wasser lösen, bis zur Marke auffüllen.

Alkalische Kaliumhexacyanoferratlösung: 2 ml der vorgenannten Lösung in einen
50-ml-Messkolben geben, mit Natronlauge (150 g/1) bis zur Marke auffüllen
(frisch zubereiten).

Natriumacetatlösung 2,5 mol/1: 34 g Natriumacetat in einem 100-ml-Messkolben
lösen, mit Wasser bis zur Marke auffüllen.

di-Kaliumhydrogenphosphatlösung 10 mmol/1: 2,28 g di-Kaliumhydrogenphos-
phat in einem 1000-ml-Messkolben mit Wasser lösen, bis zur Marke auffüllen,
dann mit 1 mol/1 Natronlauge auf pH 7,2 korrigieren.

Zubereitung der Standardlösung

Ca. 10 mg Thiamin-Mononitrat auf 0,01 mg genau in einen 100-ml-Messkolben
einwägen, in Wasser lösen, mit 5 ml Salzsäurelösung (1 mol/1) versetzen und mit
Wasser bis zur Marke auffüllen. 5 ml dieser Stammlösung auf 250 ml weiterverdünnen.

5 ml dieser verdünnten Lösung mit 5 ml Salzsäurelösung (1 mol/1) und 5 ml
Natriumacetatlösung (2,5 mol/1) in einem 1000-ml-Messkolben versetzen, mit
Wasser bis zur Marke auffüllen.
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Zubereitung der Probelösung (Hydrolyse)
50 ml Milch in einen 250-ml-Rundstehkolben pipettieren"" und mit 5 ml

Salzsäurelösung (1 mol/1) sowie einigen Siedesteinchen versetzen und während 30 min
bei Rückfluss unter gelegentlichem Umschwenken kochen. Diese Lösung nach
dem Erkalten in einen 100-ml-Braunglas-Messkolben transferieren, mit 5 ml Na-
triumacetatlösung (2,5 mol/1) versetzen, mit Wasser bis zur Marke auffüllen. Die
so erhaltene Lösung durch einen Rundfilter (0 15, Schleicher und Schuell Nr. 593)
filtrieren.

Oxidation des Thiamins zu Thiochrom

5 ml der oben erwähnten Lösungen (Standard- bzw. Probelösung) in einen
10-ml-Braunglas-Messkolben pipettieren und mit 3 ml alkalischer Kaliumhexacya-
noferratlösung während 1,5 min auf einem Reagenzienmixer mischen. Dann
0,45 ml konzentrierte Phosphorsäure (85%) hinzufügen und nach dem Erkalten
mit Wasser bis zur Marke ergänzen. Die Standard- bzw. Probelösung noch durch
einen Einwegfilter (0,45 pm, Scan Art. Nr. 4452) filtrieren.

HPL C- Bestimmung

Einspritzvolumen:
Vorsäule:

Trennsäulen:

Mobile Phase:

Fluss:
Fluoreszenz-
detektion:

Cutoff-Filter:
Retentionszeit:

20 pl
Hypersil ODS 5 pm, 20 x 4 mm von Hewlett-Packard
(Art. Nr. 799 16KT-120)
Hypersil ODS 5 pm, 250 x 4 mm von H.-P. (Art. Nr. 799
260D-584)
20 v/v % Dimethylformamid (filtriert durch Millipore-
Filter FH 0,5 pm, Art. Nr. FHLP 04700) in di-Kalium-
hydrogenphosphatlösung 10 mmol/1 (filtriert durch Mil-
lipore-Filter RA 1,2 pm, Art. Nr. RAWP 04700).
Die FH-Millipore-Filter vor ihrem Gebrauch mit Methanol

benetzen.
1,5 ml/min bei Raumtemperatur

Excitation bei 368 nm
Emission bei 440 nm
Gain 16

370 nm
ca. 4 min (siehe Abb. 1).

* Diese Methode ist auch für Joghurt (Probemenge 50 g auf 0,1 g genau eingewogen)
sowie für Käse (Probemenge 10 g, fein gerieben und durchgemischt, auf 0,1 g genau
eingewogen) anwendbar. Bei solchen hochviskosen bzw. pastösen Messgütern müssen
noch zusätzlich 20 ml warmes (45-50 °C) Wasser zugefügt werden, um die Salzsäurehydrolyse

zu ermöglichen.
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Retentionszeit (min)

Abb. 1. RP-HPLC-Bestimmung des Vitamins B i in Milch als Thiochrom unter Verwendung
eines Fluoreszenzdetektors

Resultate und Diskussion

Analytische Aspekte

Thiamin kann in Lebensmitteln mikrobiologisch, mit Hilfe der Fluorimetrie (2,
7), der Gaschromatographie (8) oder der Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie
(HPLC) (6, 9-11) analysiert werden. Eine polarographische Methode zur Bestimmung

von Thiamin in Lebensmitteln wurde vorgeschlagen (55).
Bei der mikrobiologischen Bestimmung von Thiamin werden die Mikroorganismen

Lactobacillus viridescens oderfermenti verwendet. Die Reproduzierbarkeit
dieser Methode ist jedoch oft ungenügend. Für die Messung der Blindprobe muss
noch Thiaminase eingesetzt werden.

Die gebräuchlichste Methode ist die fluorimetrische Messung von Thiochrom
nach der Oxidation von Thiamin. Diese Methode ist sehr empfindlich und selektiv.
Sie findet allgemein Anwendung für Lebens- und Futtermittel sowie bei der
Herstellung von Multivitaminpräparaten. Bei Nahrungsmitteln ist jedoch der Einsatz

eines geeigneten Enzyms wichtig, das Phosphatbindungen aufspaltet, um das
Thiamin freizusetzen. Produkte, wie z. B. Kakao, die Gerbstoffe enthalten, können
die Bildung von Thiochrom stark hemmen (12). Eine vorangehende Trennung
mittels Kartuschen mit kationischen Austauschharzen ist deshalb erforderlich.
Dabei können auch störende fluoreszierende Komponenten (Interferenzen)
entfernt werden.

Die HPLC ist für die Bestimmung von Thiamin und analogen Substanzen gut
geeignet. Für die Trennsäule wird meistens eine Umkehrphase verwendet. Der
mobilen Phase wird oft ein Ionenpaarreagenz zugesetzt. Voraussetzung ist aber die
vorherige Trennung des Thiamins von seinen Derivaten. Die spektrophotometri-
sche Detektion erfolgt bei 254 nm (58). Bei den Lebensmitteln ist sie allerdings
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wegen ungenügender Empfindlichkeit und Selektivität nicht empfehlenswert. Die
fluorometrische Detektion gibt in den meisten Fällen befriedigende Resultate.

Die Umwandlung in Thiochrom muss vor oder nach der Chromatographie
erfolgen. Eine Nachsäulenderivatisierung ist von Vorteil, da der Umwandlungsgrad
verbessert und Störungen vermieden werden, aber sie erfordert eine spezielle
Apparatur. Bei der hier entwickelten HPLC-Methode wird die Derivatisierung des
Thiamins in Thiochrom vor der Chromatographie durchgeführt. Dadurch können
die Analysenbedingungen fast gleich gewählt werden wie bei der Bestimmung des
Riboflavins (13). Einzig müssen die Excitations- und Emissionswellenlängen
anders eingestellt werden. Damit kann auch auf die Zugabe eines lonenpaarreagenz
zur mobilen Phase verzichtet werden.

Einfluss der thermischen Behandlung

Wegen seiner Thermolabilität gab das Thiamin in der Milch bereits mehrfach
Anlass zu Untersuchungen, die den Einfluss der thermischen Behandlung auf
dessen Gehalt zum Ziele hatten. Nach verschiedenen Autoren wird dieses Vitamin
bei der Pasteurisierung von Kuhmilch praktisch nicht zerstört. Einzig Wodsak (14)
hat von Thiaminverlusten berichtet, die höher als 20% waren (Tabelle 1). Bei
Muttermilch waren die hitzebedingten Einbussen ebenfalls minimal. Dagegen muss
bei Ziegenmilch mit höheren Verlusten gerechnet werden. Auch für die Ultrahocherhitzung

sind die Resultate widersprüchlich (Tabelle 2). Wurden in mehreren
Arbeiten keine Thiaminverluste festgestellt, haben andere Untersuchungen Rückgänge

in der Grössenordnung von etwa 20% nachgewiesen. Dies gilt auch für die
Ziegenmilch. Noch bedeutender sind die Thiaminverluste in sterilisierter wie auch
in autoklavierter Milch, nicht aber in mikrowellenbehandelter Milch (Tabelle 3).

Eingehende Untersuchungen zum Einfluss der thermischen Behandlung auf den
Thiamingehalt der Milch haben Horak (39), Horak und Kessler (43), Kessler und
Horak (44) wie auch Bayoumi und Reuter (45, 46) durchgeführt. Mit steigender
Temperatur und längeren Heisshaltezeiten werden die Thiaminverluste ausgeprägter

(Tabelle 4). Aufgrund dieser Ergebnisse ist nach Horak (39, 43) die thermisch
bedingte Thiaminschädigung als eine Reaktion 2. Ordnung anzusehen. Es wurde
dabei eine Aktivierungsenergie für die Thiaminzersetzung von 101 kj • moh1
errechnet. Die prozentuale Thiaminschädigung (S) kann bei einer absoluten
Erhitzungstemperatur T und einer Heisshaltezeit t mit folgender Gleichung ermittelt
werden:

S (%) 100 - wobei (- + 10,01)
1 + t k 2,3 R T

k \0
Ea 101,4 kj • mol"1 Aktivierungsenergie
R 8,314 • 10"3 kj • mol"1 • K"1 universelle Gaskonstante
T Temperatur in Kelvin
t Heisshaltezeit in Sekunden
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Tabelle 1. Einfluss verschiedener Pasteurisationsbedingungen auf den Vitamin-
Bj-Gehalt von Milch

Erstautor, Jahr Erhitzung

Temp.
(°C)

sverfahren

Dauer
00

Bestimmungs-

methode

Gehalt der
Ausgangsmilch

(mg/1)

Verluste (%
der
Ausgangsmilch)

Bemerkungen

Holmes, 1945 (15) 72-83 22 Thio-
chrom

0,36 3 n 20

Chapman, 1957 (16);
Ford, 1959 (17)

72 15 Thio-
chrom

0,46 4

Nagasawa, 1960 (18) 75 900 <2
Wodsak, 1960 (14) Kurzzeit-

pasteurisation
Thio-
chrom

0,43 23

Hostetder, 1965 (19) 85 Durch-
fluss

<2

Burton, 1967 (20) 71,7
71,7
85 + 71,7

15

15

2-3 + 15

Thio-
chrom

0,43
0,43
0,43

8

12

15

1 x Past.
2 x Past.

Blanc, 1980 (21) 72
92

15

20
<2
<2

Eitenmiller, 1983 (22);
Goldsmith, 1983 (23)

62,5
72
88

1800
15
5

mikro-
biell

0,11 5

<2
3

Muttermilch

Haddad, 1983 (24) 72
80

16
16

Thio-
chrom

0,20 12
9

Ford, 1986 (25) 72
82

15

15
mikro-
biell

< 2

<2

Morgan, 1986 (26) 62,5
72

87
88
100

1800
15

15

5

9000

mikro-
biell

für sämtliche

Varianten
< 2

Muttermilch

Lavigne, 1989 (27) 76
81

85

63,5

16

16
4
1800

HPLC 0,58 ~8
-15
-12
-21

Ziegenmilch
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441



Tabelle 2. Einfluss verschiedener UHT-Verfahren auf den Vitamin-B i-Gehalt von
Milch

Erstautor, Jahr Erhitzungsv

Temp.
CC)

erfahren

Dauer
(s)

mungsmethode

Gehalt der
Ausgangsmilch

(mg/1)

Verluste
(% der
Ausgangsmilch)

Bemerkungen

Bernhard, 1953 (28) d 150 1 Thiochr. 0,74 16 Ver-
gleichs-
probe:
past.

Chapman, 1957 (16); Ford,
1959 (17)

135 2 fluorom. 0,46 4

Nagasawa, 1960 (18) 135 2 3

Lhuissier, 1962 (29) d mikrob. 0,5 -20

Gregory, 1965 (30) d

i

127-140

140-150

3-15

2,5-4

mikrob. 0,45

0,46

<2(10)

<2

n — 9

(1 Pr.)
n 3

Hostettler, 1965 d 150 2,4 <2

Lembke, 1968 (31) d

i

mikrob. 0,85

0,80

12 15 16
19 21 27
21

6 Verfahren

direkt
Ford, 1969 (32) i 138 2 mikrob. 0,44 0,49 <2 <2 2 Verfah¬

ren

Karlin, 1969 (33) 0,57 3

Rossikhina, 1969 (34) d
i

145 0,33 8

5

Burton, 1970 (35) d
i

144
141

mikrob. 0,31 <2
<2

O2 kein
Einfluss

Ferretti, 1970 (36) d 140 fluorom. 0,33 6 1,8%
Fett

Thomas, 1975 (37) i 141 3,6 mikrob. 0,34 <2

Blanc, 1980 (21) d
i

150
141

2,3 <2
<2

Görner, 1980 (38) d 140 3-4 Thiochr. 18

Horak, 1980 (39) siehe Tabelle 4 mikrob. 0,32 siehe Tabelle 4

Haddad, 1983 (24) 140
110

3,5
3,5

Thiochr. 0,20 9
7

Lavigne, 1989 (27) i 135 4 HPLC 0,58 -20 Ziegen¬
milch

Abkürzungen: d direkt; i indirekt
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Tabelle J. Einfluss verschiedener anderer Erhitzungsverfahren auf den Vitamin-
Bi-Gehalt der Milch

Erstautor, Jahr Er îitzungsveri

Temp.
(°C)

ahren

Dauer
(s)

Bestimmungs-

methode

Gehalt der
Ausgangsmilch

(mg/1)

Verluste
(% der
Ausgangsmilch)

Bemerkungen

Mijll Dekker, 1952 (40) S 0,31-
0,38

21 n 8

Bernhard, 1953 (28) A Thiochr. 0,74 29 Ver¬
gleichs-
probe:
past.
Milch

Chapman, 1957 (16);
Ford, 1959 (17)

S

S

U + S

111
108

fluo-
rom.

0,46 35
46
46

Wodsak, 1960 (14) K
A
S

110
110

300
3600
3600

Thiochr. 0,48
0,49
0,47

16
24
24

n 4

n- 4

n 3

Hostettler, 1965 (19) S 20

Burton, 1967 (20) S

P + S

P + S

110 1200 0,43
0,43

0,43

33
39

46

24 h
Abstand

2 x
Past., je
24 h
Abstand

Ford, 1967 (41) s 111 1200 mikrob. -0,50 -38 Lage¬
rung
3 d: 2
oder
21 °C

Eitenmiller, 1983 (22);
Goldsmith, 1983 (23)

100 300 mikrob. 0,11 64 Mutter¬
milch

Heppell, 1983 (42) 121 1200 -60
Lavigne, 1989 (27) s 121 900 HPLC 0,58 -31 Ziegen¬

milch

Demel, 1990 (56) M 0,40 4 200 ml
in 2,5
min auf
96 °C

Sieber, 1992 (57) M HPLC 0,20 <2 1000 ml
in 11

min auf
78 °C

Abkürzungen: A Autoklavieren; K Kochen; M Mikrowellenerhitzung; P Pasteurisation;

S Sterilisation; U UHT
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Tabelle 4. Thiaminverluste in UHT-Milch nach verschiedenen Temperatur-Zeit-
Bedingungen (39)

Temperatur

(°C)

Zeit
(s)

Thiaminverluste
(%)

120 0 50 100 200 400 1000 3000 5000 <2 <2 <2 3 16 28 50 59

130 0 20 50 100 200 500 1000 2000 5000 <2 <2 <2 10 10 26 39 58 81

140 0 50 100 300 600 1000 1500 2000 3000 <2 8 13 26 46 62 69 74 82

150 0 20 50 100 300 600 1000 <2 3 10 28 49 62 74

Bayoumi und Reuter (45, 46) haben demgegenüber Milch bei 7 abgestuften
Erhitzungstemperaturen (von 120 bis 150 °C) und -Zeiten (von 2 bis 32 s) sowohl
direkt als auch indirekt erhitzt. Die berechnete Aktivierungsenergie für den Thia-
minabbau liegt mit 95 kj moh1 in dem von Horak ermittelten Bereich. Nach diesen
Autoren (45, 46) kann die Thiaminzersetzung im Bereich des Ultrahocherhitzens
der Milch als Reaktion 1. Ordnung beschrieben werden, was nach Horak und
Kessler (43) für höhere Temperatur-/Zeit-Bedingungen nicht mehr zutrifft.

Die in der vorliegenden Studie ermittelten Resultate ergaben keine nennenswerten
Thiaminverluste weder in pasteurisierter noch in ultrahocherhitzter Milch

(Abb. 2) und bestätigen so die Mehrheit der in der Literatur erwähnten Ergebnisse.

0.2
o>
E

c 0.15
E

Rohmilch Past. 75"C Past. 82'C Past. 89'C UHT direkt UHT indirekt

Abb. 2. Einfluss der thermischen Behandlung der Milch auf ihren Vitamin-Bi-Gehalt
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Einfluss der Lagerungsdauer

Die Angaben in der Literatur über die Thiaminverluste während der Lagerung
von ultrahocherhitzter Milch sind wiederum unterschiedlich. Dabei spielen neben
der Dauer auch die angewendeten Temperaturen eine wichtige Rolle. Während
beim Tiefgefrieren beispielsweise ein Anstieg der Thiaminmenge angegeben wird
(22-24), sind die Verluste bei Kühlschranktemperaturen mit Ausnahme der Angaben

von Kneifel und Sommer (47) minim. Bei Raumtemperatur hingegen werden
die Abnahmen in Abhängigkeit der Dauer erheblich grösser (Tabelle 5). Fink (49)
hat die von Horak (39) durchgeführten Untersuchungen zur Reaktionskinetik der
erhitzungsbedingten Veränderungen auf die Lagerung von UHT-Milch ausgeweitet.

Danach lässt sich die prozentuale Thiaminabnahme in gelagerter UHT-Milch
über den breiten Temperaturbereich von 0 bis 150 °C bei Erhitzungs- bzw.
Lagerungszeiten von Sekunden bis zu Monaten mit der von Horak (39) ermittelten
Gleichung berechnen. So verursacht eine UHT-Behandlung bei 140 °C während
22 s einen vergleichbaren Thiaminverlust wie eine Lagerung bei 20 °C während
6 Wochen.

Einfluss des Sauerstoffs

Über die Einwirkung des Sauerstoffs auf den Thiamingehalt von Milch sind nur
wenige Angaben in der Literatur vorhanden. Nach Burton et al. (35) beeinflusst
Sauerstoff bei der Ultrahocherhitzung den Thiamingehalt der Milch nicht (Tabelle
2). Thomas et al. (37) wie auch Mohammed et al. (51) beobachteten hingegen einen
relativ kleinen Einfluss des Sauerstoffs auf den Thiamingehalt (Tabelle 5). Fink (49)
hat den Einfluss des in der UHT-Milch gelösten Sauerstoffs auf den Thiamingehalt
anhand von direkt erhitzter (entgaster) und indirekt erhitzter (nicht entgaster)
UHT-Vollmilch ohne Kopfraumvolumen wie auch von indirekt erhitzter (nicht
entgaster) UHT-Vollmilch mit und ohne Kopfraumvolumen untersucht. Zwischen
direkt und indirekt erhitzter Milch unterschieden sich die Verluste bei gleicher
Lagerungszeit und -temperatur nicht signifikant voneinander. Dies gilt auch bei
Anwesenheit von Luftsauerstoff in Form eines Kopfraumvolumens bei konstanter
Lagerungstemperatur.

Einfluss der Licht- und y-Bestrahlung

Über den Einfluss der Belichtung auf den Thiamingehalt der Milch liegen in der
Literatur nur wenige Angaben vor, die wiederum widersprüchlich sind (Tabelle 6).
Hatte Ford (41) bei einer Belichtung von sterilisierter Milch mit Sonnenlicht noch
keine Verluste festgestellt, berichteten Ferretti et al. (36) über geringfügige Verluste
in UHT-Milch, die während 90 Tagen bei indirektem Licht gelagert wurden. Diese
lichtbedingten Verluste sind im Vergleich zu einer Lagerung im Dunkeln mit etwa
10% zu beziffern. Demgegenüber haben Mohammad et al. (51) bei einer 6stündigen
Aufbewahrung von roher Milch unter Fluoreszenz- wie auch unter Sonnenlicht
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Tabelle 5. Einfluss der Lagerung auf den Vitamin-Bi-Gehalt von roher, pasteuri¬
sierter, ultrahocherhitzter und sterilisierter Milch

Erstautor, Jahr Milch Lagerungsb

Temp.
PC)

edingungen

Dauer
(d)

Verpak-
kung

mungsmethode

Gehalt der
Ausgangsmilch

(mg/1)

Verluste
(% der
Ausgangsmilch)

Bermer-
kungen

Mijll Dekker, 1952

(40)
s Raum-

temp.
37

180 Glas weiss -10
-20

im
Dunkeln

Lembke, 1968 (31) Ud

Ui

28

28

mikrob. 0,70
0,64

7 7 9

11 14 15
7

6 Verfahren

direkt

Ford, 1969 (32) Ui
Ud

15-19 90 Karton mikrob. 0,48 0,48
0,59

<2 8

27
für Ud
Bezugsbasis:

rohe
Milch

Ferretti, 1970 (36) u 5 20 37

5 20 37

30

90

fluorom. <2 <2

13
3 26 16

Aufbewahrung

im Dunkeln

Thomas, 1975 (37) Ui 23 62 mikrob. 0,34

0,35

7

<2

8,4 ppm
o2
<1 ppm
o2

Görner, 1980 (48) Ui 6
20-25
37

79 Thiochr. -10
-19
-40

Eitenmiller, 1983 (22);
Goldsmith, 1983 (23)

-20 14
28

mikrob. 0,11 Anstieg
um 26%

Muttermilch

Haddad, 1983 (24) p/U -40 14 amber

Polyethylen

fluorom. Anstieg
um
8-19%

Fink, 1984 (49) Ui

Ud

4 20 35
50
4 20 35
50

133 mikrob. 0,35 11 14
60 83
9 0X 43
83

x Probe
20 °C
nach 108

Tagen
17%

Kneifel, 1986 (47) Ui 5
20

140 Karton HPLC 0,34 56
71

Basis:
frische
Milch

Flückiger, 1989 (50) Udi
s

5 25 224 zu grosse
Streuung

Lavigne, 1989 (27) P
Ui

7 21 Plastikb.
+ Alufolie

HPLC -10
-10

unter Luft
unter
Vakuum

Mohammad, 1990 (51) K
S

Z
B

Dunkel 6h «opaque
container»

0,38 11 3

7 <2
8 3

10 6

1. Reihe
mit 02
2. Reihe
ohne 02

Dolfini, 1991 (52) Ud
Ui

5 20
5 20

90
90

Karton 3,2
3,0

Anstieg
um bis zu
20%

Bi
zugesetzt

Abkürzungen: K Kuhmilch; S Schafmilch; Z Ziegenmilch; B Büffelmilch; r roh;
p pasteurisiert; U UHT; d direkt; i indirekt; s sterilisiert

446
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)



Tabelle 6. Einfluss von Licht und y-Bestrahlung auf den Vitamin-Bi-Gehalt von
Milch

Erstautor, Jahr Milch Verpak-
kung

Lichttyp Bedingungen Gehalt

gangsmilch

(mg/1)

Verluste
(%) Bemerkungen

Dauer Temp.
(°C)

Mijll Dekker, 1952
(40)

s Glas
weiss

diffuses Licht 180d Raum-
temp.

-10

Ford, 1966 (54) r y-Bestrahlung 0,25 0,5 1,0
Mrad

0,34 75 84 92 fluoro-
metr.

Ford, 1967 (41) s Sonnenlicht 8h -0,35 <2

Ferretti, 1970 (36) Ud indirektes Licht 30d
90d

20 37
20 37

19 16
35 29

Mohammad, 1990 (51) K

S

Z

B

«opaque
Container»

Fluoreszenzl.
Sonnenlicht

6h 0,38

0,85

0,40

0,53

32 11

40 24
33 12

44 18

28 8

33 8

32 10
40 15

1. Reihe
mit O2
2. Reihe
ohne O2

Abkürzungen: siehe Tabelle 5

Thiaminverluste von bis zu 40% angegeben, wenn gleichzeitig noch Sauerstoff
vorhanden war. Dabei erzeugte bereits die Aufbewahrung der Milch im Dunkeln
Verluste von etwa 10%. Bei Abwesenheit von Sauerstoff waren die Verluste geringer.

Die gleiche Beobachtung wurde von diesen Autoren (51) auch in Schaf-,
Ziegen- und Büffelmilch gemacht (Tabelle 6). Die Einwirkung einer y-Bestrahlung
auf den Thiamingehalt der Milch haben Ford et al. (54) untersucht. Sie stellten dabei
Verluste fest, die ausgeprägter waren als diejenigen beim Sterilisieren und Autokla-
vieren (Tabelle 3).

Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit schlägt eine neue quantitative RP-HPLC-Bestimmung
des Vitamins Bi der Milch vor. Diese neue Methode bietet mehrere Vorteile
gegenüber anderen Analysenmethoden. Sie ist schnell, sehr empfindlich
(Nachweisgrenze: 20 pg/kg für ein chromatographisches Signal-/Rauschpegel-Verhältnis
von 3), reproduzierbar (ca. ± 10%) und in Milch frei von Interferenzen und
Artefakten. Mit kleinen Änderungen kann diese Methode auch für andere
Milchprodukte wie Joghurt und Käse angewendet werden.

Bei den Bedingungen des Pasteurisierens und der Ultrahocherhitzung liegen die
Thiaminverluste in der Mehrzahl der Untersuchungen unter 10%, was ungefähr
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dem üblichen analytischen Messfehler entspricht. Dagegen nimmt Thiamin in
gekochter und sterilisierter Milch viel stärker ab. Die geringfügigen Thiaminverlu-
ste während der Lagerung von Milch sind abhängig von den angewendeten
Temperatur- und Zeit-Bedingungen und sollten wiederum unter Berücksichtigung der
analytischen Messfehler interpretiert werden. Sauerstoff wie auch eine Belichtung
der Milch beeinflussen den Thiamingehalt nicht allzu stark. Das Vitamin B[ ist
deshalb kein geeignetes Kriterium zum Nachweis von Veränderungen der
Vollmilch nach thermischen und mechanischen Behandlungen.

Dank

Die Autoren danken allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der FAM und Nestec SA,
die an dieser Untersuchung teilgenommen haben, für ihre wertvolle Arbeit. Herrn Dr. M.
van Schothorst, Chef der Division qualité et sécurité alimentaire du Centre de recherche
Nestlé, sind wir für sein Interesse an dieser Arbeit zu Dank verpflichtet.

Zusammenfassung

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer neuen Bestimmungsmethode
für das Vitamin Bi in Milch und Milchprodukten nach einer sauren Hydrolyse der Proben.

Das freigesetzte Thiamin wird dabei im alkalischen Milieu zu Thiochrom oxidiert, das dann
nach einer Trennung mit Hilfe der RP-HPLC fluorometrisch bestimmt wird. Als zweites
Ziel wurde das Verhalten dieses Vitamins als eventuelles Kriterium für Veränderungen der
Milch studiert, die verschiedenen thermischen Behandlungen wie Pasteurisation bei 75, 82
und 89 °C, UHT direkt und indirekt unterworfen wurde. Bei der Reproduzierbarkeit der
vorgeschlagenen Methoden (+ 10%) ergaben diese thermischen Behandlungen keine signifikanten

Verluste des Vitamins Bi. Deshalb ist das Thiamin kein geeignetes Kriterium für
technologisch bedingte Veränderungen. Diese Resultate bestätigen übrigens die in der
Literatur vorhandenen Befunde. Die kurze bibliographische Übersicht als drittes Ziel dieser
Arbeit zeigte auf, dass nur stärkere thermische Behandlungen wie Kochen, Sterilisieren oder
Autoklavieren sowie gewisse Lagerungsbedingungen zu ausgeprägten Vitamin-B i-Verlusten
in der Milch führen können. Der Einfluss von Licht und Sauerstoff während der Lagerung
der Milch kann als vernachlässigbar angesehen werden.

Résumé

Le premier objectif du présent travail est la mise au point d'une nouvelle méthode de

dosage de la vitamine Bi dans le lait et les produits laitiers en général après une hydrolyse
acide de l'échantillon. La thiamine ainsi libérée est alors oxydée en milieu alcalin jusqu'au
thiochrome, qui peut être dosé par fluorimétrie après une séparation par RP-HPLC. Son
deuxième objectif est l'étude de cette vitamine en tant que critère éventuel de l'altération du
lait soumis à divers traitements thermiques tels que pasteurisations à 75, 82 et 89 °C, UHT
direct et UHT indirect. A la reproductibilité près du dosage proposé, soit environ ± 10%,
aucune perte significative n'a pu être mise en évidence par suite de tels traitements. Ces
résultats confirment d'ailleurs ceux trouvés dans la littérature dans le cadre d'une brève revue
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bibliographique, troisième et ultime objectif du présent travail. Dans son ensemble, cette
dernière indique en effet que seuls des traitements thermiques plus intenses tels que
stérilisations, cuissons ou autoclavages, de même que certains stockages peuvent causer des pertes
sensibles en vitamine Bi du lait. De plus, l'influence de la lumière et de l'oxygène au cours du
stockage du lait peut être considérée comme insignifiante.

Summary

The first purpose of this work was to develop a new method for the determination of
vitamin Bi in milk and milk products after acid hydrolysis of the samples. The thiamine thus
liberated is oxidized into thiochrome in an alkaline medium. After separation by RP-HPLC,
the thiochrome is determined by fluorometry. Its second purpose was to study the behaviour
of this vitamin as a possible criterion for deteriorations of milk subjected to different heat
treatments such as pasteurization at 75, 82 and 89 °C as well as UHT direct and indirect. No
significant loss of vitamin Bi due to these heat treatments was observed, the reproducibility
of the proposed method being approximately ± 10%. These results confirm those found in
the literature. A review, as the third objective of this paper, shows that only more drastic heat
treatments like sterilization, boiling or autoclaving and certain storage conditions can lead to
marked vitamin Bi losses in milk. The influence of light and oxygen during storage of milk
can be neglected.
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