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Kurze Mitteilungen

Mikrotiterplatten-Test zur
quantitativen Bestimmung von
Wasserstoffperoxid in Milch

Paul Eugen Walser und Rosmarie Herzog, Chemisches Laboratorium des Kantons
Graubiinden, Chur

Eingegangen 13. August 2001, angenommen 23. Oktober 2001

Einleitung

Untersuchungsmethoden im Mikrotiterplatten-Format (MT) ermoglichen einen
hohen Probendurchsatz auf kleinem Raum und die Automatisierung der Ana-
lyse mit standardisierten Laborgeriten. Verschiedene Bestimmungsmethoden mit
photometrischer Detektion lassen sich fiir die Untersuchung von Rohmilch
— notigenfalls nach geringfiigigen Anpassungen — auf MT-Verfahren applizieren:
Keimzahlbestimmung (1), Hemmtest auf Antibiotika (2), Proteingehalt nach Brad-
ford (3), Phosphatase (4), Lactoperoxidase mit Klirungsreagenz (5) und immunolo-
gische Milchartenbestimmungen (6, 7).

Wasserstoffperoxid eignet sich aufgrund seiner geringen Toxizitit zur Konser-
vierung von Rohmilch (8), um eine Kiihlung zu ersetzen. Dieses Verfahren ist in
einigen Lindern zugelassen (9), hingegen nicht in der Schweiz und der EU. Den-
noch wurde von den Autoren vor kurzem eine missbriauchliche Verwendung fest-
gestellt. Dies konnte damit in Zusammenhang gebracht werden, dass vermehrt
Milchprodukte auf dem Hof verarbeitet und verkauft werden. Der wirksame
Konzentrationsbereich betragt 200 bis 1000 mg/l. Durch zusitzliche Zugabe von 30
bis 50 mg/l Rhodanid wird das Lactoperoxidasesystem (10) aktiviert und man ben6-
tigt bedeutend weniger Wasserstoffperoxid, wobei das Wirkungsmaximum bei
8 mg/l liegt (11). Das wirksame Bakteriostatikum ist das dabei gebildete Hypor-
hodanit. Wegen der Aktivitit der Lactoperoxidase und in geringem Mass der
Katalase erfolgt der Abbau des Wasserstoffperoxids in Rohmilch sehr rasch.

Eine andere Anwendung der Wasserstoffperoxid-Bestimmung ist die Ermitt-
lung von Verunreinigungen von Past- oder UHT-Milch mit wasserstoffperoxid-
haltigen Reinigungs- und Desinfektionsmitteln. Auch solche Verunreinigungen
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kommen in der Praxis immer wieder vor, wenn Leitungen der Anlagen zu wenig
gespult wurden. Dies kann mit sehr grossen mikrobiellen Risiken verbunden sein.
Im Fall der UHT-Milch erfolgt der Abbau langsam, weil die Lactoperoxidase inak-
tiv ist. Eine weitere Quelle von Wasserstoffperoxid in Milch ist ferner dessen
mikrobielle Bildung. Die Konzentration erreicht jedoch hochstens etwa 1 mg/1 (12).

Verschiedene photometrische Methoden zur Bestimmung von Wasserstoffper-
oxid in Milch sind vorgeschlagen worden. Direkte Methoden sind die Reaktion mit
Rhodanid und Eisensulfat (13) oder Titantetrachlorid (14). Ein enzymatisches
Verfahren mit Meerrettichperoxidase und o-Dianisidin als Substrat wurde in
der Literaturstelle (15) beschrieben. Eine Verinderung der Milchproteine durch
Wasserstoffperoxid lasst sich auch nachtriglich noch photometrisch nachweisen,
wenn das Wasserstoffperoxid bereits nicht mehr nachweisbar ist, sofern der Roh-
milch mindestens 200 mg/1 Wasserstoffperoxid zugesetzt wurde (16). Die beschrie-
benen Verfahren scheinen sich jedoch in der Routineanalytik nicht durchgesetzt zu
haben. Meistens werden zu diesem Zweck qualitative Teststreifen verwendet, deren
Nachweisgrenze 5 mg/l betrigt (17).

Ziel dieser Arbeit war es daher, fiir diese Anwendung einen kommerziellen MT-
Kit, OxyStat (18) zu priifen, welcher auf einer Reaktion von Wasserstoffperoxid mit
Tetramethylbenzidin als Substrat und Peroxidase als Enzym basiert. Der Kit wird
zur Bestimmung des «oxidativen Stresses» tiber die Summe der Lipid Hydropero-
xide in EDTA-Plasma, Serum und anderen klinischen Korperfliissigkeiten einge-
setzt.

Experimenteller Teil

Proben

Fiir die Versuche wurden Roh- und UHT-Milch auf dem lokalen Markt erho-
ben. Die Proben wurden mit Wasserstoffperoxid in verschiedenen Konzentrationen
versetzt, wozu eine Stammlosung von 2 g/l Wasserstotfperoxid in Wasser diente.

Reagenzien

—  Wasserstoffperoxid ca. 300 g/l, z.B. Merck 7209. Die genaue Konzentration
wurde mittels permanganometrischer Titration ermittelt.

—  OxyStat Test-Kit (Biomedica, Wien) inklusive MT-Platte mit 12 achtfach Strips,
Fertigreagenzien und Wasserstoffperoxid-Standard (ca. 15 mg/l).

— Carrez-Reagenz I: 20 g Kaliumhexacyanoferrat-II Trihydrat, z.B. Siegfried
162670, in 100 ml Wasser losen.

— Carrez-Reagenz II: 80 g Zinksulfat Heptahydrat, z.B. Merck 8883, in 100 ml
Wasser l6sen und wenig Salzsiaure 370 g/l bis zum Klarpunkt zusetzen.
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Geréte

— Kolbenhubpipette Research® 100 ul variabel (Eppendorf, Hamburg)

— Mehrkanalkolbenhubpipette Proline® 100 pl variabel, achtfach (Biohit, Hel-
sinki) und Reagenzienwannen

— Mikrotiterplattenreader MR 5000 mit Schiittelfunktion (Dynex Technologies,
Sullyfield Circle)

—  Orbital-Schiittelinkubator Varishaker fiir MT-Platten (Dynex Technologies,
Sullyfield Circle) oder Vortemp 56 (UniEquip, Martinsried/Miinchen)

— Zentrifuge Omnifuge 2,0 RS (Kendro, Ziirich)

Klarung der Probe

5 ml der Milchprobe wurden in einem 10-ml-Zentrifugenréhrchen mit 60 pl
Carrez-Reagenz I und 30 pl Carrez-Reagenz II versetzt, gemischt und zentrifugiert.
Vom klaren Uberstand wurde ein Aliquot in einer 1 ml Deep Well Platte 96fach
(Treff, Degersheim) gesammelt, um die Proben anschliessend rationell mit der
Mehrkanalpipette auf die MT-Testplatte transferieren zu konnen. Bei Rohmilchpro-

ben muss nach dem Zentrifugieren noch tber eine 5 pm Membranfilterkartusche
filtriert werden (z.B. Schleicher & Schuell FP030/10).

Reaktionsansatz

Der Reaktionsansatz entsprach der Testvorschrift des Herstellers: 10 ul Probe
oder Standard pro Well als Dreifachbestimmung in die MT-Testplatte dosieren,
100 pl Reagenz A zusetzen, nach 4 s Schiitteln bei 450 nm Probenleerwert messen,
100 pl Reagenz ABD zusetzen, 15 min bei 37°C im Schiittelinkubator mit
250 U/min inkubieren, 50 pl Stopplosung zugeben und Extinktionsendwert nach
4 s Schiitteln bei 450 nm messen.

Die Berechnung der Resultate erfolgte nach der Gleichung:

(Probenendwert—Probenleerwert)—(Blindprobenendwert—Blindprobenleerwert)

= (gl Srandardfiogll): (Standardendwert—Standardleerwert)

F=1,018 (Verdtinnungsfaktor fiir die Carrez-Fallung)
Proben mit einem Gehalt von mehr als 40 mg/! sind vorher mit Wasser zu ver-
dinnen.

Resultate

Zur Uberpriifung des im Kit vorhandenen Standards wurden auch Wasserstoff-
l6sungen in Wasser (Abb. 1) und in Wasser nach Carrez-Fillung (Abb. 2) gemessen.
Es wurden lineare Regressionsgeraden von den Mittelwerten erhalten, wobei die an
verschiedenen Tagen ermittelten Messpunkte graphisch tibereinander gelagert wur-
den. Das Bestimmtheitsmass war in jedem Fall besser als R? = 0,998.
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Abbildung 2 Linearitat der Wasserstoffperoxidbestimmung in Wasser nach Car-
rez-Fallung (drei unabhangige Messungen an drei Tagen)

Die Wiederfindung in UHT-Milch ist in Abbildung 3 dargestellt, wobei die
Messung maximal 2 h nach Herstellung der aufgestockten Proben erfolgte.

Dieselben Proben wurden auch nach Lagerung wihrend zwei Tagen bei 4°C im
Kihlschrank untersucht (Abb. 4). Im Weiteren wurde auch die Wiederfindung in
Rohmilch und nach Lagerung bei 4° C im Kiihlschrank bestimmt und mit der Stabi-
litat in UHT-Milch verglichen (Tabelle 1).
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Abbildung 4 Abbau des Wasserstoffperoxids in UHT-Milch nach zwei Tagen bei
4°C

Diskussion

In UHT-Milch wurde im Wesentlichen dieselbe Regressionsgerade wie in
Wasser oder in Wasser mit Carrez-Fillung erhalten. In Wasser betrug die Steigung
0,90, nach der Fallung 0,93 und in UHT-Milch 0,97. Aus der Regressionsgeraden in
Abbildung 3 ergab sich eine Nachweisgrenze von 3,2 mg/l (3 sy,). Der leicht nega-
tive Achsenabschitt von —1,2 mg/l liess auf eine kleine Grundzehrung durch die
Reaktion mit Sulthydrylgruppen der Eiweisse schliessen (10). Erst nach lingerer
Lagerung trat ein deutlicher Abfall des Wasserstoffperoxid-Gehalts durch weitere
Nebenreaktionen ein. Die beobachteten Abbaureaktionen fiihrten zu einer nichtli-
nearen Konzentrationsabhingkeit des Wasserstoffperoxid-Restgehaltes. Da das Ziel
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Tabelle 1
Abbau von Wasserstoffperoxid in Roh- und UHT-Milch bei 4°C

Wasserstoff- Wiederfindung in Rohmilch Wiederfindung in UHT-Milch

peroxid

Anfangs- 2 h nach Zusatz 2 d nach Zusatz 2 h nach Zusatz 2 d nach Zusatz

konzentration

mg/1 mg/] % mg/1 % mg/! % mg/1 %
32 nn 0,0 nn 0,0 30,2 94,4 4,0 12,5
64 nn 0,0 nn 0,0 614 959 9.3 14,5

100 4,0 4,0 nn 0,0 L L Z L

150 25,7 17,1 nn 0,0 £ - L 2

200 39,9 20,0 nn 0,0 z — - =

500 - L 6,7 1,3 i = s =

nn=nicht nachweisbar
— =nicht geprift

der Arbeit jedoch nicht eine Beschreibung der Abbaukinetik war, wurde nur eine
Messung nach zweitdgiger Lagerung durchgefithrt. In Rohmilch hingegen verlauft
der Abbau sehr rasch, so dass eine hohe Anfangskonzentration erforderlich ist, um
einen konservierenden Effekt zu erzielen, insbesondere ohne Rhodanid-Zusatz.
Mikrobiell gebildetes Wasserstoffperoxid liegt im Bereich unterhalb der Nachweis-
grenze der Bestimmungsmethode.

Zusammenfassung

Der OxyStat-Test eignet sich zur raschen Quantifizierung von Wasserstoffper-
oxid in Milch nach vorgingiger Carrez-Fillung im Messbereich von 3—-40 mg/l.
Proben mit hoherer Konzentration sind zu verdiinnen. Dank dem Mikrotiterplat-
ten-Format lassen sich mit dieser einfachen photometrischen Methode grosse Pro-
benserien screenen. Durch die Méglichkeit der Quantifizierung kann die Relevanz
einer festgestellten Kontamination sofort beurteilt werden. Riickstinde in UHT-
Milch lassen auf wasserstoffperoxidhaltige Reinigungs- und Desinfektionsmittel
schliessen. Werden hingegen in Rohmilch selbst geringe Riickstinde festgestellt, ist
anzunehmen, dass aufgrund der hohen Abbaurate Wasserstotfperoxid in hoher
Konzentration zum Zwecke der Haltbarmachung appliziert wurde.

Résumé

Le test OxyStat s’est rélevé approprié au dosage de routine du peroxyde d’hy-
drogene dans le lait entre 3 et 40 mg/l aprés une précipitation selon Carrez. Les
échantillons montrant une concentration plus élevée sont dilués avant I’analyse.
L'utilisation d’une plaque de microtitration permet I’examen de grandes séries
d’échantillons 2 ’aide de cette méthode simple a détection photométrique. L’évalua-
tion de la teneur du peroxyde d’hydrogene permet de juger immédiatement I'im-
portance de la contamination d’un échantillon positif. La présence de résidus dans le
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lait chauffé a ultra-haute température est a mettre en rapport avec une contami-
nation par des agents de nettoyage et de désinfection. Par contre, la détection de
peroxyde d’hydrogene dans le lait cru révele une trés probable adjonction de celui-
ci dans un but de conservation, et ceci méme s’il s’agit de traces, car la dégradation
du peroxyde d’oxygene conduit & un niveau de résidu minime.

Summary “Microtiterplate Assay for the Quantitative Determination of
Hydrogen Peroxide in Milk”

The OxyStat test kit has been proven suitable for the quantitation of hydrogen
peroxide in milk after precipitation with Carrez reagents in the range of 3 to
40 mg/l. Samples showing higher concentrations are diluted before testing. Using a
microtiter plate large sample series can be screened using this simple photometric
test method. Based on the quantitative test results the initial level of contamination
of a positive sample may be assessed. Residues in UHT milk may be due to a con-
tamination by cleaning and disinfection solutions. In consequence of the rapid
decomposition in raw milk, any presence of hydrogen peroxide must be related to
an intentional use for the purpose of milk conservation.

Key words
Milk, Quantitative enzymatic test, Microtiter plate, Hydrogen peroxide, Preserva-
tives
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