Abb. 1. Chemische
Formel von Lysino-
alanin.
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Zusammenfassung

ysinoalanin (LAL) entsteht als unerwiinschtes Folgeprodukt

bei der alkalischen Behandlung von Proteinen oder bei der
Erhitzung von proteinhaltigen Lebensmitteln. Durch das benach-
barte Vorhandensein reagieren Dehydroalanin und Lysin uiber
die e-Aminogruppe des Lysins miteinander. Da die Bildung weit-
gehend nicht umkehrbar (irreversibel) ist, wird die Verwertung
des Lysin-Anteils ganz oder zum grossen Teil blockiert. Mit einer
verbesserten Analysenmethode wurden Milch sowie diverse Milch-
produkte aus dem Handel auf den LAL-Gehalt untersucht. Die aus
dem Handel an ALP untersuchten UHT-Produkte (Milchdrink,
Vollrahm, Kaffeerahm und Kondensmilch) enthielten in der Regel
kein LAL, ein UHT-Kaffeerahm-Erzeugnis wies einen erhohten
LAL-Gehalt auf. Die Herstellung von Kise und Kiseprodukten
fihrte zu keiner nennenswerten LAL-Bildung. Die untersuchten
Kaseinate enthielten zudem kein LAL, diverse Milchpulver sowie
Kindernahrmittel in Pulverform wiesen hingegen teilweise einen
erhohten LAL-Gehalt auf. Des Weiteren wiesen Milchpulver mit
aufgeschlossenem Milchprotein bis zu 2296 mg LAL/kg Protein
auf. In der Lebensmittelqualitatssicherung dient LAL als Erhit-
zungsindikator. Ist der Anteil an LAL in der Probe hoch, wurde
die Milch oder das Milchprodukt offenbar bei der thermischen
Behandlung entweder zu hohen Temperaturen ausgesetzt oder zu
lange behandelt. Die grosse Schwankungsbreite im LAL-Gehalt bei
Milch und Milchprodukten ist in erster Linie auf unterschiedliche
Temperaturbelastungen und Erhitzungszeiten zurickzufuhren.
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Was ist Lysinoalanin (LAL)?

Lysinoalanin (N*-(DL-2-Amino-2-carboxyethyl)-L-Lysin; abgekiirzt
als LAL, Abb. 1) isteine basische Aminosaure, die bei der alkalischen
Behandlung von Proteinen - dabei werden bestimmte funktionelle Ei-
genschaften erzielt - oder bei der méssigen Erhitzung von Lebensmit-
teln bei neutralem pH-Wert entstehen kann (Bohak 1964; Sternberg et
al. 1975). LAL ist kein Dipeptid, da diese Verbindung keine Peptid-
gruppe enthalt und daraus nach der Hydrolyse nicht zwei Aminoséu-
ren entstehen. LAL wie auch Histidinoalanin und weitere Crosslink-
Aminosauren zihlen zu den Quervernetzungen (Cross-linking) eines
Proteins. Ausgangspunkt fur die Bildung von LAL ist das benachbar-
te Auftreten von Dehydroalanin und Lysin. Diese beiden Substanzen
reagieren Uber die e-Aminogruppe des Lysins miteinander.
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Anfangs der 70er Jahre fand Ly-
sinoalanin (siche Kasten) in der
Lebensmittelwissenschaft zu-
nehmend Beachtung, da bei Rat-
ten nach der Verfutterung von al-
kalisch behandeltem und damit
LAL-haltigem Sojaprotein hi-
stopathologische Veranderun-
gen von Nierenzellen, auch als
Nephrozytomegalie bezeichnet,
festgestellt wurden (Woodard
und Short 1973). Dabei wurden
der Zellkern und das Zytoplasma
vergrossert sowie die DNA-Syn-
these und die Mitose beeinflusst.
Doch waren diese Veranderun-
gen nur bei der Ratte und nicht
bei anderen Versuchstieren zu
beobachten. Zudem wurden da-
fur nur das freie LAL (in Dosen
von mehr als 100 mg/kg) und
nichtdas proteingebundene LAL
(jedoch erst ab 6’000 mg/kg)
verantwortlich gemacht. Weni-
ger empfindlich gegenuiber LAL
sind andere Tierarten wie Mau-
se, Hamster, Kaninchen, Hun-
de und Affen, bei denen bis zu
einer Menge von 1000 mg/kg
freiem LAL keine Wirkung be-
obachtet wurde (de Groot et al.
1976). Mit grosser Wahrschein-
lichkeit kann deshalb davon aus-
gegangen werden, dass protein-
haltige Lebensmittel, die geringe
Mengen an LAL enthalten, fur
den Menschen als sicher einzu-
stufen sind.

LAL kann in proteinreichen
Lebensmitteln vorkommen
Neben dem erstmaligen Nach-
weis von LAL in alkalisch be-
handeltem Sojaprotein zeigte die
intensive Beschaftigung durch
verschiedene Arbeitsgruppen,
vor allem in den 70er und 80Oer
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Jahren des letzten Jahrhunderts,
dass LAL auch in anderen pro-
teinreichen Lebensmitteln vor-
kommen kann. Dabei war neben
der alkalischen Behandlung von
Proteinen auch die Erhitzung von
Proteinen fur deren Bildung ein
ausschlaggebender Faktor. In Le-
bensmitteln ist nach Fritsch und
Klostermeyer (1981) freies LAL
nur in Spuren vorhanden und pro-
teingebundenes LAL selten in der
fur eine nephrotoxische Wirkung
erforderlichen Konzentration, so
dass eine Gefahrdung des Men-
schen in Form einer Nierenschia-
digung eher unwahrscheinlich ist
(de Groot et al. 1976; Gould und
Mac Gregor 1977). Doch emp-
fiehlt Pfaff (1984) fur Kinder-
nahrmittel einen LAL-Gehalt von
<200 mg/kg, da fur einige Saug-
linge und Kinder diese Produkte,
die entweder auf Milch- oder So-
jabasis beruhen, die einzige Pro-
teinquelle darstellen. Dies auch
deshalb, da nicht bekannt ist, ob
Sauglinge und Kinder empfind-
licher auf den Verzehr von LAL
reagieren als Erwachsene. Zwar
wurde nach einer zehntagigen
Verabreichung von Kindernéhr-
mitteln mit unterschiedlichem
LAL-Gehalt die Nierenfunkti-
on von Frithgeborenen nicht be-
eintrachtigt, doch durfte fur eine
aussagekraftige Beurteilung die-
ser Resultate die angewandte
Dauer des Versuchs zu kurz ge-
wesen sein (Langhendries et al.
1992). Im Weiteren ist die durch
die Bildung von LAL vermin-
derte Lysinverfugbarkeit zu er-
wiahnen (de Vrese et al. 2000).
Dies ist fur das Milchprotein je-
doch von geringerer Bedeutung,
da letzteres relativ reich an Ly-
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sin ist. Zudem wurde eine Kom-
plexbildung von LAL mit Spu-
renelementen wie Kupfer und
Zink beobachtet, die zur Inak-
tivierung von Metalloenzymen
fuhren kann (Hayashi 1982).
LAL gilt in der Lebensmittel-
industrie als einer unter vielen
Qualitatsparametern fur eine
gute Herstellungspraxis. Der
LAL-Gehalt sollte daher in Le-
bensmitteln so gering wie mog-
lich gehalten werden.

Methoden fiir den
Nachweis von LAL
Als Bestimmungsmethoden fur
den Nachweis von LAL in Le-

bensmitteln kommt neben der lo-
nenaustausch-Chromatographie,
den elektrophoretischen Verfah-
ren, der Duiinnschicht-Chromato-
graphie mit Densitometrie und
der Gas-Chromatographie auch
die Hochleistungs-Flussigkeits-
Chromatographie (HPLC) zur
Anwendung. Dabei wird bei letz-
terer entweder eine Derivatbil-
dung mit Dansylchlorid (Anti-
la et al. 1987; Badoud und Pratz
1984; Faist et al. 2000; Mo-
ret et al. 1994; Wood-Rethwill
und Warthesen 1980) oder mit
9-Fluorenylmethylchloroformat
und einer vorangehenden Fest-
phasen-Extraktion (Pellegrino

Abb. 2. Auswertung
der untersuchten
Proben. (Foto:
Forschungsanstalt
Agroscope Liebefeld-
Posieux ALP)

AGRARForschung



Tab. 1. Vorkommen von LAL in verschiedenen Milchprodukten (eigene Untersuchungen)

Produkt

UHT-Milchdrink 2,7 % Fett
UHT-Vollrahm 35 % Fett
UHT-Kaffeerahm 15 % Fett

Kondensmilch
Frischkése

Mozzarella 18 % Fett

Halbhartkase
Schmelzkéase

n positiv
4 0
3 0
4 1
1 0
4 1
4 1
1 0
5 0

LAL-Gehalt
mg/kg Produkt

nn
nn
18
nn
73
123
nn
nn

LAL-Gehalt
mg/kg Protein

nn
nn
367
nn

615
nn
nn

nn = nicht nachweisbar; Nachweisgrenze: 10 mg/kg Produkt

" Proteingehalt nicht bekannt

et al. 1996) mit anschliessen-
der massenspektrometrischer Be-
stimmung (Fenaille ez al. 2006)
vorgenommen.

Ziel dieser Arbeit ist, einen Uber-
blick iber die Situation von LAL
in Milch und Milchprodukten
schweizerischer Herkunft zu er-
halten und mit Angaben aus der
Literatur zu vergleichen. Des
Weiteren soll die an ALP ein-
gesetzte Methode zur qualita-
tiven und quantitativen Unter-
suchung des LAL-Gehaltes in

Milch und Milchprodukten be-
schrieben werden.

Untersuchung von Milch
und Milchprodukteproben
Nachfolgend aufgefuhrte Pro-
dukte aus dem Handel wurden
an ALP auf ihren LAL-Gehalt
untersucht: Milch-Drink (4 Pro-
ben), Kaffeerahm (4), Vollrahm
(3), Kondensmilch (1), Frisch-
kase (4), Mozzarella (4), Halb-
hartkase (1), Schmelzkase (5),
Kaseinate (4): Na-Kaseinat (2),
Ca-Kaseinat (1), K-Kaseinat (1),

Magermilchpulver (1), sprith- (3)
und walzengetrocknetes (6) Voll-
milchpulver, Spezialmilchpul-
ver (13), Milchpulver mit auf-
geschlossenem Milchprotein (2)
und Kindernahrmittel in Pulver-
form (17).

In fliissiger Milch tritt LAL
bisweilen auf

Unter den an ALP untersuchten
Proben von Milch und flussigen
Milchprodukten wurde in UHT-
Milchdrink, UHT-Vollrahm und
Kondensmilch kein LAL nachge-
wiesen (Tab. 1). Ein UHT-Kaf-
feerahm-Erzeugnis wies einen
erhohten LAL-Gehalt von 367
mg/kg Protein auf und wurde da-
mit nachweislich starker warme-
belastet als allgemein ublich.

Dass rohe, pasteurisierte und
UHT-Milch LAL enthalten kon-
nen, wurde bereits in verschiede-
nen Untersuchungen der letzten
20 Jahre aufgezeigt (Tab. 2). Da-
bei konnte in roher, pasteurisier-
terund UHT-Milch eine Konzen-
tration von nicht nachweisbar bis
186 mg/kg Protein festgestellt
werden. In starker erhitzter wie
sterilisierter Milch scheint der

Tab. 2. LAL-Konzentration in Milch und verschieden behandelten Milchproben (mg/kg Protein) in Publikationen der letzten 20 Jahre

Probe

Nachweisgrenze LAL

Milch roh

Milch pasteurisiert

Milch erhitzt
Milch UHT
Milch sterilisiert
Milch eingedickt

Milch kondensiert
Kindernahrmittel flissig

Rahm UHT

Kaffeerahm sterilisiert
andere Milchprodukte

Muttermilch

Antila et al. Hasegawa et al.
(1987) (1987)
<10

nn-60 (4)°
nn-11 (6)

nn-140 (3)°
<10-83 (4) 40 (1)

230 (1)
50-70 (2)
17 (1)
nn-56 (12)? 80 (1)¢

Henle et al. Pellegrino et al.
(1993) (1996)
<20 <0,4
nn (2)
<0,4 (5)
950

410-660 (11)

130-1400 (10)

Faist et al. D’Agostina et al.
(2000)° (2003)

1,2 0,5

10; 4-24 (6)

24;17-47 (5)

23; 13-69 (3)

117; 49-186 (5)
428; 224-653 (3)

Sp-390 (14)

45; 11-70 (12)9

Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der untersuchten Proben an.

Sp = Spuren, unterhalb der Nachweisgrenze; nn = nicht nachweisbar
afermentierte Milchprodukte, Drink auf Milchbasis, Ice cream; ®nicht gekocht; cwéhrend 1 Minute; ¢Joghurt; ¢Median und Bereich;

fhochpasteurisierte Milch; 94. Laktationswoche
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LAL-Gehalt mitbis zu 950 mg/kg
Protein deutlich hoher zu liegen.
Dauiblicherweise die LAL-Kon-
zentration in mg/kg Protein an-
gegeben wird, ist diese bezogen
auf das Produkt wegen des ge-
ringen Proteingehaltes der Milch
deutlich tiefer (Tab. 1). Dass
rohe Milch LAL enthalten kann -
auch wenn frithere Untersuchun-
gen dies nicht zeigen konnten
(Dehn-Muller e al. 1991; Fritsch
und Klostermeyer 1981) -, ist auf
die Futterung der Kuhe zuriick-
zufuhren. Wenn namlich Kase-
in-gebundenes LAL verfuttert
wird, reichert sich LAL in der
Niere an und wird tiber den Urin
ausgeschieden (Faist et al. 1998).
Bei Ratten, die ein Futter mit we-
nig (mittlere Aufnahme uber 10
Tage: 623 mg) oder viel (3055
mg) Kasein-gebundenem LAL
erhielten, wird LAL zu 7,7 resp.
14,4 % uber den Kot und zu 5,6
resp. 4,9 % uber den Urin ausge-
schieden und in den Nieren wird
0,13 resp. 0,78 mg gegeniiber
0,06 mg LAL bei den Kontroll-
tieren nachgewiesen (Somoza et
al. 2006). Auch beim Menschen
wird nachdem Verzehr von LAL-
haltigem Kasein eine dosisab-
hangige Ausscheidung uiber den
Urin festgestellt (Lee und Erbers-
dobler 1994). Damit ist auch der
von Faist et al. (2000) festge-
stellte hohere LAL-Gehalt der
Muttermilch zu erklaren, denn
in den menschlichen Organis-
mus aufgenommene wasserlos-
liche Substanzen werden nicht
nur iber den Urin ausgeschieden,
sondern auch in die Muttermilch
abgesondert, wie wir am Beispiel
des CLA bei stillenden Frauen,
die CLA-angereicherte Alpbut-
ter zu sich nahmen, zeigen konn-
ten (Bertschi er al. 2005).

Eine Bildung von LAL kann nach
den Modelluntersuchungen von
Faist et al. (2000) bei der Ver-
arbeitung von Milch auftreten.
Diese Autoren stellten in Milch
bei Erhitzungstemperaturen von
60 bis 90°C und einer Heisshal-
tezeit von 20 Sekunden einen
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LAL-Gehalt von bis zu 30 mg/kg
Protein fest, wobei die unerhitzte
Milch bereits einen solchen von
10 mg/kg Protein aufwies. Wur-
de die Heisshaltezeit auf 160 Se-
kunden ausgedehnt, erhdhte sich
der LAL-Gehalt bei 90 °C auf
174 mg/kg Protein. Milch, die
einem Hochpasteurisierungsver-
fahren (110 bis 125°C wiahrend
2 s) unterworfen wurde, zeigte
jedoch einen LAL-Gehalt von
4,7 (110 °C), 8,3 (115°C), 9,6
(120 °C) und 13,4 (125 °C) im

Vergleich zu 4,0 mg/kg Protein
in Rohmilch.

LAL in Ké&se von
Herstellungabhangig

Kiase enthalt praktisch kein LAL,
da bei der Herstellung keine fur
die LAL-Bildung relevante Er-
hitzung stattfindet (Tab. 1). In
der an ALP durchgefuhrten Un-
tersuchung war LAL lediglich in
je einer von vier Frischkase- und
Mozzarellaproben in einer Kon-
zentration von etwa 100 mg/kg

Tab. 3. Vorkommen von LAL in verschiedenen Milchpulvern (eigene Untersuchungen)

Produkt

Magermilchpulver
Vollmilchpulver (spriihgetrocknet)
Vollmilchpulver (walzengetrocknet)

Milchproteinpulver (Spezialmilchpulver)
Molkenproteinpulver (Spezialmilchpulver)

Milchpulver mit aufgeschlossenem
Milchprotein

Kaseinat (Na-, Ca-, K-)
Kindernahrmittel (in Pulverform)

LAL-Gehalt
mg/kg Produkt

n  positiv

nn
9,15
9, 14, 222, 252

N O 00 OO W =
N A D M DN O

531, 1949
4 0 nn
17 16 9,13, 19, 24, 67,

67,97,112, 113,

105, 193, 270, 368
68, 100, 246, 712

LAL-Gehalt
mg/kg Protein

nn

34, 60

37, 55, 963, 1123
148, 248, 345, 438
152, 123, 316, 881
613, 2296

nn

- - -, 451,
451, 651, -1, -1,

135, 143, 159, 163, 1421, 1276, 1067,

209, 259, 334

1333, 1499, 1630,-

nn = nicht nachweisbar; Nachweisgrenze: 10 mg/kg Produkt

"Proteingehalt nicht bekannt

Tab. 4. LAL-Konzentration in Milchprodukten (mg/kg Protein) in Publikationen der letzten

20 Jahre

Milchprodukt Antila et al. Henle et al. Pellegrino et al.  Faist et al.
(1987) (1993) (1996) (2000)

Nachweisgrenze <10 <20 <0,4 1,2

Milchpulver (alle Typen) nn-103 (6) nn-150 (3) 4-9 (3)

Kindernahrmittel (in Pulverform) 28-351 (7) 14,88

Molkenpulver nn-22 (5) nn-780 (3) 3(1)

Séurekasein nn,17

Labkasein 114 (9)

Kaseinate nn,108

Natriumkaseinat 139,143 50-2200 (12) 5390 (1)?

Kalziumkaseinat 128-2992 (5)

Kase nn (11) 0,4-4,0 (32) 85° (10)°
20 (1) 27° (10)¢

Imitationskése 15-329 (12) 121, 462

Schmelzkase 15-52 (4) 15-421 (20) 373° (10)

Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der untersuchten Proben an.
Sp = Spuren, unterhalb der Nachweisgrenze; nn = nicht nachweisbar
aflr langere Zeit bei warmen Bedingungen gelagert; ®Median; °Rahmkase; ¢ reifer Hartkdse
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Abb. 3. HPLC-Auftren-
nung einer Vollmilch-
pulverprobe mit zuge-
setztem Lysinoalanin
und Methyllysin als
internem Standard.

Produkt nachweisbar. In den funf
hier untersuchten Schmelzkase-
proben konnte kein LAL nach-
gewiesen werden.

Demgegeniuiber enthielten nach
Faist et al. (2000) je 10 Proben
von Rahmkise und reifen Hartké-
sen sowie von Schmelzkase einen
LAL-Gehalt von 18 bis 96, <3 bis
83 und 95 bis 374 mg/kg Protein
(Tab. 4). Doch waren diese Kase
aus pasteurisierter Milch herge-
stellt worden und wie die Unter-
suchungen dieser Arbeitsgrup-
pe zeigten, ist in pasteurisierter
Milch ein LAL-Gehalt von bis zu
47 mg/kg Protein nachzuweisen.
Nach Pellegrino et al. (1996) lag
er in 20 Schmelzkaseproben zwi-
schen 15 und 421 mg/kg Prote-
in. Dabei scheint die Verwen-
dung von Labkasein wie auch
von Milchproteinen bei deren
Herstellung die LAL-Konzen-
tration im Endprodukt nicht zu
beeinflussen. Diese Autoren ha-
ben zudem umfangreiche Unter-
suchungen zum Vorkommen von
LAL in Mozzarella durchgefuhrt.
Dabei konnten sie in 12 Proben
von Imitations-Mozzarella, der
uiblicherweise aus Labkasein und
Kaseinaten hergestellt wird, eine
LAL-Konzentration von 15 bis
329 mg/kg Protein bestimmen
im Vergleich zu 30 naturlichen
Mozzarellaproben mit 0,6 bis
3,8 mg/kg Protein. Der hohe
Gehalt in Imitations-Mozzarel-
la konnte mit der Verwendung
von Labkasein (n=9) und Kalzi-
umkaseinat (n=5) erklart werden,
die 21 bis 178 mg LAL/kg Pro-
tein und 128 bis 2992 mg LAL/
kg Protein enthielten.

LAL in Milchpulver und
Proteinkonzentraten

In getrockneten Milchprodukten
stellt sich die Situation in Bezug
auf das Vorkommen von LAL
anders dar. In den vier unter-
suchten Kaseinatpulvern sowie
einer Magermilchpulverprobe
aus dem Handel war kein LAL
nachweisbar. Diese Kaseinate
wurden vermutlich mit Karbo-
nat- und Zitratsalzen oder durch
vorsichtige stufenweise Zugabe
von Natronlauge unter standiger
pH-Kontrolle (pH-Wert < 8) auf-
geschlossen. Dagegen wiesen 8
von 13 Spezialmilchpulverpro-
ben einen erhohten LAL-Gehalt
von 68 bis 712 mg/kg Produkt
resp. 152 bis 881 mg/kg Protein
auf. In zwei Vollmilchpulverpro-
ben wurde sogar eine LAL-Kon-
zentration von uber 200 mg/kg
Produkt bzw. etwa 1000 mg/kg
Protein bestimmt. In zwei Pro-
ben von Milchpulvern mit aufge-
schlossenem Milchprotein, ver-
mutlich auf der Basis von partiell
alkalihydrolysiertem Milchpro-
tein, war diese zum Teil noch
hoher. Des Weiteren wurde in 16
von 17 Proben von Kindernahr-
mitteln in Pulverform eine er-
hohte LAL-Konzentration nach-
gewiesen (Tab. 3). Die grosse
Schwankungsbreite im LAL-
Gehalt bei Milch und Milchpro-
dukten und im Speziellen bei
Milchpulvern ist in erster Linie
aufunterschiedliche Temperatur-
belastungen und Erhitzungszei-
ten wahrend der Herstellung zu-
ruckzufuhren.

Dass vor allem getrocknete Pro-
teinkonzentrate, weniger aber ge-

N

ethylysin

ar
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trocknete Milchprodukte einen
erhohten LAL-Gehalt aufweisen
konnen, wurde bereits verschie-
dentlich aufgezeigt (Tab. 4). Ent-
scheidend fur die Bildung von
LAL sind die Intensitat der Hitze-
behandlung sowie der pH-Wert
des wissrigen Milieus. Wurde
Saurekasein bei pH 10 auf 90°C
erhitzt, stieg die LAL-Konzen-
tration bis zur 12. Stunde kon-
tinuierlich an. Dabei zeigte sich
vor allem im alkalischen Bereich
ein starker Anstieg in der LAL-
Konzentration (Holstein, 1980).
Deshalb hat Fritsch bereits 1984
darauf hingewiesen, dass bei der
Herstellung von Kaseinaten alka-
lische Medien wie Natronlauge
genau dosiert, stufenweise zuge-
geben und der pH-Wert kontrol-
liert werden sollten. Auch muss
die Aufschlusstemperatur unter
95°C gehalten werden.

Untersuchung der Proben
auf den LAL-Gehalt

Beider an ALP eingesetzten Be-
stimmungsmethode handelt es
sich um eine Modifikation der
beschriebenen Methoden von
Badoud und Pratz (1984), Mo-
ret et al. (1994) und Faist et al.
(2000). Die Proben werden mit
6 mol/L Salzsaure wahrend 22
Stunden bei 110 °C hydroly-
siert. 200 xL. Hydrolysatlosung
werden mit der gleichen Men-
ge interner Standardlosung (n-
Methyllysin) versetzt und an-
schliessend mit Dansylchlorid
derivatisiert. Die Zentrifugen-
glaser werden wiahrend 30 Mi-
nuten in ein 40°C warmes Was-
serbad gestellt und ca. alle 10
Minuten umgeschwenkt. Dann
werden 200 pL. Natriumglutami-
natlosung zugegeben, wahrend
weiteren 60 Minuten im Was-
serbad stehen gelassen und ge-
legentlich umgeschwenkt. Nach
dem Abkithlen wird 1 mL Ethyl-
azetat zugegeben, auf dem Rea-
genzienmixer sehr gut gemischt
und dann wahrend 10 Minuten
zentrifugiert (4000 U/min). Ein
mL der oberen Phase wird in ein
50 mL Spitzkolbchen pipettiert

AGRARForschung



und bei 40 °C zur Trockene ein-
gedampft. Der Ruckstand wird
in 200 pL. Acetonitril-Wasser-
Gemisch (2:1) aufgenommen.
Die Proben werden durch einen
Einwegfilter in ein Autosampler-
Flaschchen (300 uL) filtriert und
sind nun bereit fur die Chroma-
tografie. Dazu wurde eine C18-
Trennsaule (5 pm 250x4 mm,
z.B. Hypersil ODS von Agilent
Art. 799260D-584) verwendet.
Die Bedingungen der mobilen
Phase A waren 800 mL Phos-
phatpufferlosung sowie 200 mL
Acetonitril und der mobilen Pha-
se B 200 mL Phosphatpufferlo-
sung und 800 mL Acetonitril. Der
Fluss betrug 1 mL/min, das Ein-
spritzvolumen 5 yL, die Séulen-
temperatur 35°C. Die Detektion
wurde mit Fluoreszenzlicht bei
einer Wellenlange von 218 nm
fur die Anregung und von 530 nm

fur die Emission ausgefuhrt. Die
Laufzeit betrug 30 Minuten. Da-
bei wurde der Gradient der mobi-
len Phasen folgendermassen va-
riiert: Der Eluent B wurde von
15 (0 min) auf 25 (10 min), 30
(20 min), 90 (22 min) und 15 %
(24,1 min) verandert.

LAL konnte mit dieser Bestim-
mungsmethode klar aufgetrennt
und quantifiziert werden. Dazu
wurde einer Probe LAL zuge-
setzt, das mit Hilfe der HPLC
deutlich von anderen Peaks ab-
getrennt werden konnte (Abb. 3).
Die Nachweisgrenze betrug
10 mg/kg Produkt.

Folgerungen

LAL ist ein Bestandteil von
verarbeiteten proteinhaltigen
Lebensmitteln. In der Quali-
tatssicherung kann er als ein

Parameter fur die verwendeten
Verarbeitungsmethoden herbei-
gezogen werden. Bei der Ver-
wendung von schonenden Ver-
arbeitungsschritten kann die
LAL-Konzentration im End-
produkt auf einem tiefen Ni-
veau gehalten werden. Unter den
verschiedenen Milchprodukten
sind vor allem getrocknete Pro-
teinkonzentrate am meisten fur
einen hohen LAL-Gehalt ge-
fahrdet. Dabei sind die angewen-
deten Bedingungen der Tem-
peraturbehandlung sowie der
eingesetzte pH-Wert bei der
Gewinnung von Milchprote-
inen ausschlaggebend fur eine
LAL-Bildung.
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RESUME

Présence de lysinoalanine dans le lait et les produits laitiers

Produit secondaire indésirable, la lysinoalanine (LAL) est en-
gendrée lors du traitement alcalin de protéines ou lors du chauf-
fage de denrées alimentaires contenant des protéines. En raison
de leur présence voisine, la déhydroalanine et la lysine réagis-
sent ensemble par le biais du groupe aminé € de la lysine. Etant
donné que laliaison est largement irréversible, la valorisation de
la partie lysine est totalement ou en grande partie bloquée. Gra-
ce a I’amélioration de la méthode d’analyse, la teneur en LAL
du lait et de divers produits laitiers prélevés dans le commerce
a été déterminée. Les produits UHT (lait drink, creme entiere,
creme a café et lait condensé) analysés par ALP ne contenaient
en général aucune trace de LAL. Seule une creme a café UHT
a enregistré une teneur élevée en LAL. En outre, la fabrication
de fromage n’a entrainé aucune formation notable de LAL.
Quant aux caséinates analysés, ils ne contenaient pas de LAL.
Par contre, différents laits en poudre de méme que des aliments
en poudre pour enfants ont présenté parfois des teneurs élevées
en LAL. De plus, des laits en poudre contenant des proté€ines du
lait hydrolysées avaient jusqu’a 2296 mg LAL/kg de protéines.
Dans I’assurance-qualité des denrées alimentaires, la LAL sert
d’indicateur d’exposition thermique. Si la proportion de LAL
est élevée dans 1’échantillon, cela signifie que le lait ou le pro-
duit laitier a été exposé lors du traitement thermique a des tem-
pératures trop élevées ou a été traité trop longtemps. La grande
marge de fluctuation des teneurs en LAL dans le lait et les pro-
duits laitiers est a mettre en relation en premier lieu avec les dif-
férentes charges thermiques et durées de chauffage.
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SUMMARY

Occurrence of lysinoalanine in milk and dairy products

Lysinoalanine (LAL) is produced as an undesirable secondary
product during alkaline treatment of proteins or the heating of
foodstuffs containing proteins. Because of their closeness, de-
hydroalanine reacts with the lysine €-amino group. Since the
reaction is largely irreversible, the value of the lysine content is
almost completely or totally blocked. Due to an improvement
in an analytical method, the LAL content of milk and various
commercial dairy products was determined. UHT products
(drink milk, full cream, coffee cream and condensed milk) an-
alyzed by ALP generally did not contain traces of LAL. Only
one UHT coffee cream showed higher levels of LAL. Moreo-
ver, cheese manufacture did not lead to any notable formation
of LAL. The analyzed caseinates did not contain LAL, how-
ever, different dried milk products as well as powdered food
for children sometimes contained high levels of LAL. More-
over, milk powders with hydrolyzed milk proteins contained
up to 2296 mg LAL/kg of proteins. LAL is used as indicator
for heat treatment in the quality assurance of foodstuffs. If the
proportion of LAL is high in the sample, this means that the
milk or the dairy product was exposed to too high tempera-
tures at the time of treatment or was treated for too a long pe-
riod. The large fluctuation in the LAL contents of milk and
dairy products is mainly due to different heat loads and dura-
tion of heating.
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