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Es wurde eine Statuserhebung in den Modellregionen Bayern und Schleswig-Holstein
durchgefuihrt, um die Belastung von Milch einzelner Milcherzeugerbetriebe (Kuhmilch) mit
Pyrrolizidinalkaloiden (PA) und -N-Oxiden (PANO) zu untersuchen. Die Probennahme
erfolgte wahrend vier Saisons. Es zeigte sich eine geringe PA/PANO-Belastung mit einem
mittlerem PA/PANO-Gesamtgehalt von 0,034 ug/L in aller untersuchten Proben. In 11% der
Proben wurden PA/PANO nachgewiesen, mit Gehalten zwischen 0,007 und 5,6 ug/L.

Aus PA/PANO-kontaminierter Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch wurden typische Milchprodukte
(Joghurt, Ké&se) hergestellt und der Verbleib der PA/PANO wahrend der
Herstellungsprozesse untersucht. Es zeigte sich, dass die Verarbeitung von kontaminierter
Milch auch zu kontaminierten Milchprodukten fuhrte. Durch die Fermentationen bei der
Joghurt- und Kaseherstellung kommt es zu einer Reduktion des PANO Senecionin-N-Oxid
zum PA Senecionin. Insgesamt erfolgte die PA-Verteilung wahrend der Kaseherstellung zu
einem grofRen Anteil mit der wassrigen Phase, hierdurch war auch die Molke im gleichen

Maf? wie die Milch kontaminiert.
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Brief summary

Studies on the transfer of pyrrolizidine alkaloids in livestock
(Acronym: PA-SAFE-FEED)

Work package Il and IlI:
Collection and analysis of field samples, status analysis
Production and analysis of dairy products

LMU Munich

Dr. Angelika Miriam Knispel Chair of Food Safety and Analytics
Schonleutnerstralle 8

85764 Oberschleilheim, Germany
sekretariat@ls.vetmed.uni-muenchen.de

Lisa Monika Klein

Max Rubner-Institut

Dr. Karin Knappstein Department of Safety and Quality of Milk and Fish
Products, Max Rubner-Institut, Federal Research

Dr. Stefan Nébel Institute of Nutrition and Food

Dr. Julika Lamp Hermann-Weigmann-Stral3e 1

24103 Kiel, Germany
karin.knappstein@mri.bund.de

A status survey was carried out in the model regions of Bavaria and Schleswig-Holstein to
investigate the contamination of milk from individual dairy farms (cow's milk) with pyrrolizidine
alkaloids (PA) and N-oxides (PANO). Samples were taken over four seasons. PA/PANO
contamination was found to be low, with an average total PA/PANO content of 0.034 pg/L in
all samples analyzed. PA/PANO was detected in 11% of the samples, with levels between
0.007 and 5.6 ug/L.

Typical dairy products (yoghurt, cheese) were produced from PA/PANO-contaminated cow's,
sheep's and goat's milk and the fate of PA/PANO during the production processes was
investigated. It was found that the processing of contaminated milk also led to contaminated
dairy products. The fermentations during yoghurt and cheese production lead to a reduction
of the PANO senecionine N-oxide to the PA senecionine. Overall, the PA distribution during
cheese production took place to a large extent with the aqueous phase, as a result of which

the whey was also contaminated to the same extent as the milk.
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1. Einfuhrung

1.1. Gegenstand des Vorhabens

In den letzten Jahren haben zahlreiche Behdrden der Lebensmittel- und
Futtermitteliberwachung auf Kreis- und Landesebene mit zunehmender Besorgnis die
Ausbreitung von Kreuzkrautern (Senecio/Jacobaea spp.) verfolgt. Kreuzkrauter wie das
Jakobskreuzkraut (Jacobaea vulgaris Gaertn., syn. Senecio jacobaea L.) oder das
Wasserkreuzkraut (J. aquatica (Hill) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb., syn. S. aquaticus )
enthalten lebertoxische und kanzerogen wirksame Pyrrolizidinalkaloide (PA) und deren N-
Oxide (PANO). Diese konnen bereits in sehr geringen Dosen die Gesundheit von Mensch und
Tier beeintrachtigen. In bestimmten Regionen Deutschlands sind Wirtschaftsgriinland oder
extensiv bewirtschaftete Weideflachen haufig mit PA/PANO-haltigen Kreuzkrautern
bewachsen, was zu einer Exposition von Tieren durch belastete Raufutter (Silage, Heu) oder
wahrend der Weidehaltung fuhren kann. Dies stellt sowohl ein Risiko fur die Tiergesundheit
als auch fur den Verbraucher dar, der PA/PANO mdglicherweise Uber Lebensmittel tierischen

Ursprungs aufnehmen kann.

SeneciolJacobaea-Pflanzen verbreiten sich durch die Produktion grofer Mengen flugfahiger
Samen mit hoher Keimfahigkeit. Gleichzeitig besitzen Kreuzkrauter einen geringen Anspruch
an die Bodenqualitat, wodurch sie leicht Brachflachen und extensiv genutzte Flachen
besiedeln kdnnen. Diese Problematik betrifft den 6kologischen Landbau besonders stark, da
im Gegensatz zum konventionellen Landbau keine chemisch- synthetischen
Pflanzenschutzmittel verwendet werden dirfen und stattdessen auf mechanische oder

biologische Bekdampfungsmethoden zuriickgegriffen werden muss.

Die derzeitige Datenbasis zur Gefahrdungsbeurteilung fiir verschiedene Nutztiere sowie zum
Transfer in Lebensmittel tierischen Ursprungs wird als lickenhaft betrachtet, was eine

zuverlassige Risikobewertung von PA/PANO-Gehalten in Futtermitteln derzeit erschwert.

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieses Projektes, Futterungsstudien zur
Bewertung schadlicher PA/PANO-Gehalte in Futtermitteln fir Kiuhe, Schafe und Ziegen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Studien sollen dazu dienen, ein besseres Verstandnis fur
das Vorkommen von PA/PANO in Futter- und Lebensmitteln tierischen Ursprungs zu
entwickeln. Dies wird dazu beitragen, die betroffenen Produktionszweige zu unterstitzen,
insbesondere Landwirtschaftsbetriebe, um die notwendigen Qualitatssicherungsmaflinahmen
zu ergreifen. Durch eine verbesserte Datengrundlage zu tolerierbaren Gehalten in
Futtermitteln kdnnen Orientierungswerte geschaffen werden, um insgesamt zur Verbesserung

von Tiergesundheit und Verbraucherschutz beizutragen.
1



1.2. Ziele und Aufgabenstellungen des Projektes: Bezug des

Vorhabens zu einschligigen Zielen des BOL

Das Projekt sah die vergleichenden Untersuchungen zum Vorkommen von PA/PANO in
Milchproben von konventionell und &kologisch wirtschaftenden Milchviehbetrieben in
Grinlandregionen von Schleswig-Holstein und Bayern vor. Dabei sollte eine Statuserhebung
Uber die PA/PANO-Belastung von Kuhmilch aus 6kologisch und konventionell gefiihrten
Betrieben erstellt und mégliche Ursachen des PA/PANO-Vorkommens analysiert werden. In
diesem Kontext war ein proaktiver Ansatz von hoher Bedeutung. Die generierten Daten bilden,
auch in Verbindung mit der Feststellung eines PA/PANO-Transfers in die Milch aus den
Transferstudien dieses Projektes, eine Grundlage fir die Bewertung eines potenziellen Risikos
einer PA/PANO-Exposition durch Milchverzehr. Zusatzlich wurden Untersuchungen zum
Verhalten von PA/PANO bei der Herstellung von Milchprodukten aus belasteter Milch
durchgefihrt (Joghurt, Kase).

Okologisch agierende Betriebe sind durch die Entsorgung von kontaminiertem
Grindlandaufwuchs und dem notwendigen Zukauf von Futtermitteln aus anderen
Bezugsquellen mit einer zusatzlichen finanziellen Belastung konfrontiert, was ihre
Wettbewerbsfahigkeit beeintrachtigt. Die Erkenntnisse aus den durchgefiihrten Studien
kénnen sowohl den landwirtschaftlichen Betrieben als auch den verantwortlichen Behdrden
als Entscheidungshilfen fir das Grinlandmanagement und die Tierfltterung dienen, wodurch

geeignete Managementmalnahmen abgeleitet werden kénnen.

Ein weiteres Ziel ist die Verbesserung der Qualitat tierischer Erzeugnisse, um den
Erwartungen der Verbraucher hinsichtlich Lebensmittelsicherheit gerecht zu werden. Dabei
steht die Erfillung der Verbraucheranforderungen im Mittelpunkt, wahrend gleichzeitig die
Okologischen Prinzipien bertcksichtigt werden. Dartber hinaus befasst sich das Projekt mit
der Weiterentwicklung von Qualitatssicherungssystemen entlang der Wertschdpfungskette im
Rahmen der Vermarktung 6kologisch erzeugter Produkte. Hierzu wurden Transferstudien mit
Wiederkduern durchgefihrt und Daten zum Transfer in Lebensmittel tierischer Herkunft
erhoben, um die Sicherheit und Qualitat dieser Produkte besser einordnen und ggf.

MafRnahmen ableiten zu kbnnen.



1.3. Planung und Ablauf des Projektes

Der Arbeitsplan gliederte sich Gber den gesamten Projektzeitraum in drei Arbeitspakete (AP),
die parallel an den beteiligten Forschungsstellen bearbeitet wurden. In diesem Bericht werden
Arbeitspaket Il ,Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse“ und

Arbeitspaket Il ,Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten® behandelt.

1.3.1. Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse

Aus vorhandenen Studien geht hervor, dass Milchproben aus dem Einzelhandel mit PA/PANO
belastet sein kénnen (Huybrechts & Callebaut 2015; Mulder et al. 2015). Es bleibt jedoch
unklar, ob diese Kontaminationen durch hohe Belastungen der Milch von einzelnen Betrieben

oder durch geringfiigige Kontaminationen in einer Vielzahl von Betrieben verursacht wurden.

Innerhalb des Projekts wurde die Analyse von Milchproben von individuellen Erzeugern auf
das Vorhandensein von PA/PANO durchgefiihrt. Die ausgewahlten Regionen stellten
reprasentative Grinlandregionen dar, da die Ausbreitung von Kreuzkraut (Jakobskreuzkraut
bzw. Wasserkreuzkraut) besonders bei der Bewirtschaftung von Dauergrinland erwartet wird.
Diese Untersuchungen sind von besonderem Wert, da die Ergebnisse der Feldproben das
Vorhandensein von Senecio/Jacobaea-PA/PANO zeigten und die Resultate der
Transferstudien in der Praxis bestatigen konnen. Schleswig-Holstein und Bayern wurden als
Modellregionen herangezogen. Bei der Auswahl geeigneter Betriebe waren die
Milcherzeugervereinigung Schleswig-Holstein e.V., der Milchprifring Bayern e.V. sowie der
Bioland Verband einbezogen.

Obwohl Weiderinder aufgrund der Gehalte an Bitterstoffen normalerweise die Aufnahme der
PA/PANO-haltige Pflanzen vermeiden, kann eine Aufnahme durch Beifrald auf entsprechend
belasteten Flachen nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Die Tiere kénnen keine
Selektion aus kontaminierten Futterkonservaten wie Heu und Silage vornehmen. Um mégliche
Belastungen zu vergleichen, wurde die Probenahme in je zwei Winterhalbjahren und zwei
Sommerhalbjahren durchgefuhrt. Dabei wurden konventionelle und 6kologisch wirtschaftende
Betriebe einbezogen. Bei den 6kologischen Betrieben besteht die Pflicht zur Gewahrleistung
von Zugang zu Weideflachen zusatzlich bestehen nur eingeschrankten Mdglichkeiten zum
Pflanzenschutz, was bezogen auf mdgliche PA/PANO-Kontaminationen als ein erhdhtes

Risiko zu sehen ist.



Die Analytik der gezogenen Milchproben erfolgt unter Anwendung der zielgerichteten Analytik
(LC-MS/MS), die im Rahmen von Arbeitspaket 1 zur Analytik von PA/PANO in Milch entwickelt
wurde (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren“ Abschlussbericht
Arbeitspaket I).

1.3.2. Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten

In einer Untersuchung der EFSA (2015) wurden vereinzelt in Milchproben aus verschiedenen
EU-Mitgliedsstaaten, jedoch nicht in Milchprodukten, (u.a. Joghurt, Kése, Sauglingsnahrung)
Gehalte an PA/PANO nachgewiesen. Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass bei der
Verarbeitung von Milch in der Regel eine betrachtliche Verdinnung von Milch aus
unterschiedlichen Betrieben in den Molkereien geschieht (Mulder et al. 2015). Im Gegensatz
dazu wird die Milch bei Direktvermarktung ohne weitere Verdinnung durch Milch von anderen
Erzeugern verarbeitet und in Form von Milchprodukten direkt an Verbraucher abgegeben.
Daher erscheint hier das Risiko eines PA/PANO-Vorkommens hdher. Besonders die Milch von
kleinen Wiederkduern und daraus erzeugte Milchprodukte werden haufig direkt verarbeitet.
Erste Ergebnisse zur Stabilitaét von PA/PANO bei der Pasteurisierung und UHT-Behandlung
von kontaminierter Kuhmilch sowie bei der Herstellung von Joghurt und Kése wurden von de
Nijs et al. (2017) publiziert. Es sollte jedoch beachtet werden, dass nur sehr wenig
Probenmaterial zur Verfigung stand, sodass sich lediglich Tendenzen ableiten lieRen (de Nijs
et al. 2017). Aus diesem Grund wurden im vorliegenden Arbeitspaket umfangreiche Versuche
zur Milchtechnologie und zum Verbleib von PA/PANO durchgefiihrt.

Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurde PA/PANO-kontaminierte Milch zu Milchprodukten
verarbeitet. Dabei wurde als Ausgangsmilch Milch aus den Transferstudien (Arbeitspaket )
sowie kinstlich mit PA/PANO-kontaminierte Milch verwendet. Um darzustellen, dass es sich
um marktubliche Produkte handelt, wurden typische Produkteigenschaften wie z.B. Fettgehalt
bestimmt. Folgende Produkte (Tabelle 1) wurden auf Grund des Angebots durch

Direktvermarkter sowie der Unterschiede im Herstellungsverfahren ausgewahilt:



Tabelle 1: Milchprodukte hergestellt aus PA/PANO-kontaminierter Milch

Rinder Ziegen Schafe
Joghurt Joghurt Joghurt .
Weichkase
Kise Halbfester Schnittkase Weichkase (Typ Feta)
(Typ Edamer) (Typ Picodon)
Hartk&se (Typ Manchego)

Bei den Kase- und Joghurtherstellungen wurden die Ausgangsmilch, das Endprodukt und
relevante Zwischenstufen beprobt, um die PA/PANO-Veranderungen wahrend der
Milchverarbeitung nachzuvollziehen. Parallel zur Joghurtherstellung wurde ein chemisch
gesauertes Aquivalent hergestellt, welches im Folgenden als ,Milchgel“ bezeichnet wird. Das
Milchgel wurde durch Zugabe von Glucono-delta-lacton gesauert, der Joghurt wurde durch
mikrobielle Fermentation hergestellt. Somit stellte das Milchgel eine gesauerte Kontrolle zum
Joghurt da, die ohne Beteiligung von mikrobiellen Prozessen hergestellt wurde. Das erlaubte
die Differenzierung, ob eine Veranderung in der PA/PANO-Konzentration und Komposition bei
der Herstellung durch den Effekt der Sauerung oder den mikrobiellen Fermentationsreaktionen

verursacht wird.

Zur PA/PANO-Analytik der Milchprodukte und relevanten Zwischenstufen war es vor Beginn
der Probenanalyse grofitenteils erforderlich die in 1.3.1. entwickelte LC-MS/MS-Methode zur
Bestimmung von PA/PANO in Milch fir die komplexen Matrices der Kase- und

Joghurtherstellung anzupassen.



2. Wissenschaftlicher und technischer Stand an den

angeknupft wurde

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind eine Gruppe von Uber 600 verschiedenen sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen. Sie werden weltweit von Pflanzen aus der Familie der Asteraceae,
Boraginaceae und Leguminosae als Fral3gifte gebildet. Es wird geschatzt, dass es insgesamt
etwa 6000 Pflanzen weltweit gibt, die PA enthalten (Mulder et al. 2015; Smith & Culvenor
1981). PA sind wahrscheinlich die am weitesten verbreiteten natirlichen Toxine und kdénnen
durch Kontamination von Lebens- und Futtermitteln sowohl wildlebende Tiere und Nutztiere
als auch den Menschen schadigen (FAO 2010). Relevante PA/PANO-haltige Pflanzen in
Deutschland sind vorwiegend Kreuzkrauter (Senecio/Jacobaea spp.). Diese heimischen
Pflanzen gehoren zur Familie der Korbblitler (Asteraceae). Typische Vertreter davon sind
Jakobskreuzkraut (J. vulgaris Gaertn., syn. S. jacobaea L.), Gemeines Kreuzkraut (S. vulgaris
L.) und Frahlingskreuzkraut (S. vernalis Waldst. & Kit.). Zudem ist das Wasserkreuzkraut (J.
aquatica (Hill) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb., syn. S. aquaticus Hill) anzutreffen, welches in
feuchten Habitaten wachst, und das eingewanderte schmalblattrige Kreuzkraut
(S. inaequidens DC.). In Pflanzen liegen PA Uberwiegend als N-Oxide (PANO) vor. Den PANO
wird dasselbe toxische Potential wie den korrespondierenden PA zugeschrieben, da es nach
Exposition zu einer bakteriellen Reduktion im Darm kommt (Wang et. al 2005). PA, die
typischerweise von Senecio/Jacobaea-Pflanzen gebildet werden, sind in Abbildung 1

dargestellt.

Bei PA/PANO handelt es sich um Ester bestehend aus einem 1-Hydroxymethylpyrrolizidin und
aliphatischen Mono- und Dicarbonsauren (Mattocks 1986). 1,2-ungesattigte PA/PANO wirken
hepatotoxisch, mutagen und kanzerogen. Dabei haben die in Kreuzkrautern vorkommenden
zyklischen Diestern das hochste akut toxische und kanzerogene Potential (Roeder 1992).
Durch den Lebermetabolismus werden daraus hochreaktive Pyrrolester gebildet. Diese
hochreaktiven Pyrrolester bilden DNA- und Protein-Addukte und sind verantwortlich fur die
toxische Wirkung der 1,2-ungesattigten PA/PANO (Mattocks 1986; Fu et al. 2007).

Ein Aspekt der PA/PANO-Problematik liegt darin, dass in Pflanzen stets viele unterschiedliche
PA- und korrespondierende PANO-Strukturen parallel vorkommen und die Gemische sehr
komplex sind (Teuscher & Lindequist 2010). AuRerdem wird in Abhangigkeit der PA/PANO-

Struktur eine unterschiedliche Toxizitdt angenommen (Merz & Schrenk 2016).
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Abbildung 1: Typisches Spektrum an Pyrrolizidinalkaloiden (PA) und PA-N-Oxiden (PANO) aus
SeneciolJacobaea-Pflanzen (Teuscher & Lindequist 2010)

Es wird des Weiteren vermutet, dass es bei einer chronischen Exposition gegenuber PA/PANO
nicht nur zu einer Schadigung der Leber, sondern auch zu einer Schadigung des
Lungengewebes kommt. Dies hat die Entstehung einer pulmonal-arteriellen Hypertonie zur
Folge, die selbst oft unerkannt bleibt und zu einem Rechtsherzversagen fihren kann (Edgar
et al. 2011).

Zur Risikobewertung einer PA/PANO-Exposition des Menschen stehen zwei Langzeit-
Kanzerogenitatsstudien mit Ratten zur Verflgung, die mit zwei PA unterschiedlichen
Strukturtyps, Riddelliin und Lasiocarpin, mit ahnlichen Wirkkonzentrationen und Endpunkten
(Hamangiosarkome der Leber) durchgeflhrt wurden (NCI 1978, NTP 2003). Riddelliin ist ein
typischer Vertreter von Senecio-PA. Diese Studie ist derzeit Grundlage zur Ableitung der
Benchmark-Dosis (BMDL+o von 0,237 mg/kg Kdrpergewicht) zur Bewertung genotoxischer
Verbindungen. Auf Basis einer Margin-of-Exposure (MOE)-Bewertung gelten tagliche
Aufnahmemengen von 0,024 pg/kg Korpergewicht als wenig bedenkliche Dosis flr
Krebsrisiken (Anwendung eines MOE von 10.000; EFSA 2017).



Akute Vergiftungen beim Menschen sind bisher Uberwiegend fur Afghanistan, Indien und
Pakistan dokumentiert. Der Ursprung war Getreide, welches mit Samen von Crotalaria- und
Heliotropium-Arten kontaminiert war. Zuletzt wurden Falle der fir PA/PANO-Vergiftungen
typischen Lebererkrankung, dem sogenannten hepatic sinusoidal obstruction syndrom
(HSOS) aus den Jahren 2005 und 2008 berichtet (Kakar et al. 2010, Schneider et al. 2012).
Hinsichtlich einer Akuttoxizitat orientiert man sich gegenwartig an Daten aus einer Studie mit
Ratten zur hepatotoxischen Wirkung der PA (Auslésung des HSOS) (NTP 1992). Der
abgeleitete gesundheitsbasierte Orientierungswert liegt bei 0,1 pg/kg Kérpergewicht/Tag (BfR
2011). Im Sinne eines vorbeugenden Verbraucher- und Tierschutzes hat die Codex
Alimentarius Kommission auf3erdem einen Code of Practice veroffentlicht, mit dem Ziel die
PA/PANO-Kontamination in der Nahrungskette und schadliche Effekte auf Nutztiere zu
minimieren (CCCF 2013).

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren wird die Vergiftung mit PA/PANO als Seneciose oder
Schweinsberger Krankheit bezeichnet und wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts in
Deutschland, USA, Kanada und Neuseeland berichtet. Hooper et al. (1978) beschreiben, dass
die Empfindlichkeit gegenuber den PA/PANO von Schaf und Ziege uber das Rind zum Pferd
hin ansteigt. Hilhner und Schweine werden als die empfindlichsten Spezies benannt. Von
Weidetieren werden PA/PANO-haltige Pflanzen nach Mdglichkeit gemieden, solange andere
Futterquellen verfugbar sind. Werden PA/PANO-haltige Pflanzen jedoch mit geerntet und in
Heu, Silage oder Grascobs vermischt, konnen diese Fralgifte von den Tieren nicht mehr
wahrgenommen werden und werden mitgefressen (Petzinger, 2011a, 2011b). Welche
PA/PANO-Gehalte in Futtermitteln aus Sicht des Verbraucherschutzes und der Gesundheit
von Nutztieren als noch akzeptabel anzusehen sind, ist gegenwartig mangels Daten kaum
ableitbar. Die PA/PANO-Gehalte in Pflanzen koénnen in Abhangigkeit von Saison und

Schnittzeitpunkt stark variieren (Chizzola et al. 2015).

PA/PANO kdénnen infolge eines Transfers Uber Nutztiere aus Futtermitteln in tierische Produkte
wie Milch, Kase, Eier und potenziell auch in Fleisch tbergehen. Dieser Transfer ist abhangig
von der Tierart und dem PA/PANO-Anteil bzw. -Zusammensetzung PA/PANO-haltiger Pflanzen
im Futtermittel (EFSA 2011). In einer europaweiten Studie, bei der Lebensmittel tierischen
Ursprungs auf PA/PANO untersucht wurden, zeigte sich, dass in 6% der 189 Milchproben
PA/PANO nachweisbar waren (Mulder et al. 2015). Hierbei ist zu bericksichtigen, dass die
untersuchten Milchproben aus dem Einzelhandel stammten. Bei diesen Milchproben ist von
einer sehr hohen Verdinnung auszugehen, die durch die Vermischung von grof3en
Milchmengen in Sammeltanks von verschiedenen Milcherzeugerbetrieben in Sammeltanks

verursacht wird.



So kann es vorkommen, dass einzelne Milcherzeuger Milch mit sehr hohen PA/PANO-
Gehalten liefern, die in der Molkerei mit unbelasteter bzw. gering belasteter Milch gemischt
wird. Dies kann in Summe eine geringere PA/PANO-Belastung von Milch suggerieren, als sie
im einzelnen Milchbetrieb tatsachlich vorherrscht. Das ist vor allem problematisch, da sich ,Ab-
Hof“ verkauften Produkte zunehmender Beliebtheit erfreuen und somit das Risiko im Einzelfall
hoéher sein kann. Daten tber die PA/PANO-Belastung von Milch aus Direktvermarktung stehen

bisher noch nicht zur Verfiigung, um ein mdgliches Risiko bewerten zu kénnen.

Bisher durchgeflihrte Studien zum Transfer von PA/PANO vom Futtermittel in die Milch von
Kihen bzw. Ziegen zeigen, dass die Transferraten einzelner Senecio-PA/PANO zwischen 0,1

und 4 % liegen (Hoogenboom et al. 2011; Dickinson 1976).

Die Milch von kleinen Wiederkauern (Schafe, Ziegen) wird haufig von Direktvermarktern ohne
weiteres Vermischen mit Milch von anderen Milcherzeugern verarbeitet und in Form von
Milchprodukten an den Verbraucher abgegeben. Erste Daten zur Stabilitdt von PA/PANO bei
der Pasteurisierung und UHT-Behandlung von kontaminierter Kuhmilch sowie bei der
Herstellung von Joghurt und Kase wurden publiziert (de Nijs et al. 2017). Dabei stand
allerdings nur sehr wenig Probenmaterial zur Verfigung, sodass es nur mdglich war
Tendenzen abzuleiten. Es gab dabei Hinweise darauf, dass der PA/PANO-Gehalt durch
fermentative Prozesse, z.B. bei der Joghurtherstellung und Kasereifung abnehmen konnte (de
Nijs et al. 2017).



3. Material und Methoden

3.1. Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse

3.1.1. Probennahme

Die Probennahme erfolgte in zwei Modellregionen, Bayern und Schleswig-Holstein. Insgesamt
wurden 228 Milchproben gesammelt, davon 108 in Bayern und 120 Milchproben in Schleswig-
Holstein. Alle 30 bayerischen und 28 von 63 schleswig-holsteinischen Milchviehbetrieben
haben sich freiwilig an der Studie beteiligt (aktive Teilnahme). Die Ubrigen 35
Milchviehbetriebe aus Schleswig-Holstein wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt und die
Probenahme erfolgte an ihren Verkaufsstellen (passive Teilnahme). Die Milch wurde entweder
direkt aus dem Milchsammeltank der Betriebe entnommen oder von Milchverkaufsstellen
bezogen. Insgesamt wurde Uber einen Zeitraum von zwei Jahren Milchproben genommen, um
mogliche saisonale Unterschiede zu berucksichtigen. Die bayerischen Milchproben wurden
von denselben 30 Milchviehbetrieben in drei oder vier aufeinanderfolgenden Saisons (A-D) ab
Marz 2020 (A) bzw. Juli 2020 (B) entnommen (Tabelle 2). Milchproben aus Schleswig-Holstein
wurden von denselben 35 Milchviehbetrieben in zwei aufeinanderfolgenden Saisons ab
September 2020 (mit B-C bezeichnet) und von 28 verschiedenen Milchviehbetrieben in zwei
aufeinanderfolgenden Saisons ab August 2021 (mit D-E bezeichnet) genommen. Bei sechs
Milchviehbetrieben aus Schleswig-Holstein wurde die Beprobung nur in der jeweils ersten
Beprobungsperiode durchgefliihrt (B oder D). Die gezogenen Milchproben wurden nach der
Probennahme wahrend des Transports gekihlt und anschlieRend bis zur PA/PANO-Analyse
eingefroren (-20°C) (Klein et al. 2024).
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Tabelle 2: Ubersicht iiber alle gezogenen Milchproben von Héfen in Schleswig-Holstein und Bayern,

wahrend der aufeinanderfolgenden Saisons (Bezeichnungen A bis E). Die Daten wurden von Klein et
al. veroffentlicht (Klein et al. 2024).

Anzahl Hofe
Region Saison? Cnelil " Direkt- Anzahl Proben Ar_1_zah| P_roben
beprobter Hofe c okologisch
vermarktung
A 18 2 18 11
B 30 5 30 17
Bayern C 30 5 30 17
D 30 6 30 17
Summe 30 6 108 62
B 35 11 35 18
. C 33 11 33 17
Schleswig D 28 28 28 9
- Holstein
E 24 24 24 7
Summe 63 39 120 51

a A, Winter/Frihling 2020; B, Sommer/Herbst 2020; C, Winter/Frihling 2021; D, Sommer/Herbst 2021; E,
Winter/Frihling 2022.

3.1.2. Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden und -N-Oxiden in den Milchproben

3.1.2.1. Referenzstandards und Chemikalien

Referenzstandards

Die verwendeten Referenzstandards mit Bezugsquellen sind in Tabelle 3 aufgelistet. Es

wurden einzelne Standardlésungen der Konzentration 1 mg/mL erstellt. Indicin und Indicin-N-

Oxid wurden in Acetonitril geldst,7-O-Acetylintermedin, 7-O-Acetylintermedin-N-Oxid, 7-O-

Acetyllycopsamin, 7-O-Acetyl-lycopsamin-N-Oxid, Sceleratin, Sceleratin-N-Oxid, Merepoxin

und Merepoxin-N-Oxid in einem Acetonitril-Wasser-Gemisch (50/50, v/v). Die ubrigen

Referenzstandards wurden in Methanol gelést. Es wurde ein Standard-Mix aus mit Methanol

verdunnten Aliquoten der einzelnen Standardiésungen hergestellt. Alle Lésungen wurden

unter Lichtausschluss bei -20°C aufbewahrt.
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Tabelle 3: Ubersicht Uiber die verwendeten Referenzstandards und deren Bezugsquelle

Bezugsquelle Referenzstandards

7-O-Acetyllycopsamin-N-Oxid, Echinatin, Echinatin-N-Oxid, Heliosupin,

) Heliosupin-N-Oxid, Indicin, Indicin-N-Oxid, Integerrimin, Integerrimin-N-
CFM Oskar Tropitzsch
oxid, Jacolin, Jacolin-N-Oxid, Jaconin, Merenskin, Merenskin-N-Oxid,

(Marktredwitz, } ) ) ) . . . ] ] ]
Merepoxin, Merepoxin-N-Oxid, Riddelliin, Riddelliin-N-Oxid, Rinderin,
Germany) o . . : . . .
Rinderin-N-Oxid, Spartioidin, Sceleratin, Sceleratin-N-Oxid, Usaramin
und Usaramin-N-Oxid
7-O-Acetylintermedin, 7-O-Acetylintermedin-N-Oxid , 7-O-
Acetyllycopsamin, Echimidin, Echimidin-N-Oxid, Erucifolin, Erucifolin-N-
Oxid, Europin, Europin-N-Oxid, Heliotrin, Heliotrin-N-Oxid, Intermedin,
PhytoLab : : . : : . . . :
Intermedin-N-Oxid, Jacobin, Jacobin-N-Oxid, Lasiocarpin, Lasiocarpin-
(Vestenbergsgreuth, ] ) . ] } ]
N-Oxid, Lycopsamin, Lycopsamin-N-Oxid, Monocrotalin, Monocrotalin-
Germany)

N-Oxid, Retrorsin, Retrorsin-N-Oxid, Senecionin, Senecionin-N-Oxid,
Seneciphyllin, Seneciphyllin-N-Oxid, Senecivernin, Senecivernin-N-Oxid,
Senkirkin und Trichodesmin

Chemikalien

Fiar die Probenanalysen wurden Acetonitrii (LC-MS grade), 25%ige Ammoniaklésung
(analytical grade), n-Hexan (analytical grade) und Methanol (LC-MS grade) von Th. Geyer
(Renningen, Deutschland) verwendet. Ammoniumcarbonat (HPLC-grade) und 25%ige
Ammoniaklésung (LC-MS grade), die als Additive fur die FlieBmittel der LC-MS/MS
Messungen verwendet wurden, wurden von Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) bzw.
Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben. Das Reinstwasser wurde durch das
Wasserreinigungssystem UltraClearTM TP UV UF TM von Evoqua Water Technologies

(Barsbuttel, Germany) erhalten.
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3.1.2.2. Probenvorbereitung

Die Milchproben wurden mit der entwickelten Methode zur Bestimmung von PA/PANO in Milch,
die auch fir die Milchanalysen der Transferstudien (siehe ,Studien zum Transfer von
Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren® Abschlussbericht Arbeitspaket 1) verwendet wurde,
untersucht (Klein et al. 2022). Die aufgetaute Milchprobe wurde in ein 50-mL-
Zentrifugenréhrchen gegeben. Das eingesetzte Probenvolumen lag bei 3 mL. Es folgte eine
30-minutige FlUssig-Flussig-Extraktion mit 15 mL n-Hexan und 30 mL 2 %iger wassriger
Ameisensaure mittels Horizontalschattler (450 U/min) bei Raumtemperatur. AnschlieRend
wurde zentrifugiert (2600 x g, 15 min, 20 °C) und die wassrige Phase in ein neues 50-mL-
Zentrifugenréhrchen dberfliihrt. Die wassrige Phase wurde zur Festphasenextraktion
eingesetzt. Dazu wurden Bond Elut Plexa PCX 200 mg-Kartuschen (Agilent, Waldbronn,
Deutschland) verwendet. Die Kartusche wurde mit 5 mL Methanol und 5 mL 2 %iger wassriger
Ameisensaure aktiviert bzw. konditioniert und die Kartusche mit 15 mL der wéassrigen Phase
des Probenextrakts beladen. Es wurde mit 10 mL Wasser und 10 mL Methanol gewaschen.
Die Analyten wurden mit 6 mL ammoniakhaltigem Methanol (5 %) in ein Glasflaschchen eluiert
und das Eluat anschlieffend in einem Wasserbad bei 50 °C unter Stickstoffstrom abgedampft.
Der Rickstand wurde in 500 pyL eines Methanol/Wasser-Gemisches (10/90, v/v), durch
Schitteln und Ultraschallbehandlung fir 30 Sekunden, gelést. Die Losung wurde in ein
Messgefald filtriert (Spritzenfiltration, 0,2 um, Polyvinylidenfluorid PVDF) (Klein et al. 2022;
Klein et al. 2024).

Ein Analyt galt als vorhanden, wenn das lonenverhaltnis (+ 20 %) und die Retentionszeit
(£ 0,170 min) der Peaks in beiden Probenwiederholungen mit den Massenubergangen fur
Quantifier und Qualifier der Kalibrierstandards Ubereinstimmten. PA/PANO wurden mittels
externer Matrix-Kalibrierungskurve (0-2,5 ug/L in der Messldésung) quantifiziert. Fur die
Erstellung der externen Matrix-Kalibrierung wurde Blindmatrix, Milch in der keine PA/PANO
nachweisbar waren, verwendet. Die Kalibrierstandards wurden jeweils vor und nach einer

Messsequenz von Proben gemessen (Klein et al. 2022; Klein et al. 2024).
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Wenn der Gehalt an einzelnen PA/PANO den Bereich der Kalibrierungskurve Uberschritt,
wurden die Probenlésungen verdinnt (1+2 mit Methanol/Wasser (10/90, v/v)) und mit
Kalibrierungsstandards in entsprechend verdiinnter Blindmatrix analysiert. Jede Milchprobe
wurde als Doppelbestimmung aufgearbeitet und analysiert. Alle Ergebnisse sind nicht
wiederfindungskorrigiert. Zur Berechnung der PA/PANO-Gesamtgehalte wurden einzelne
Analyten, deren berechnete Konzentration unter der Nachweisgrenze (LOD) lag, mit 0,0 ug/L
einbezogen. Bei einer berechneten Konzentration zwischen LOD und der Bestimmungsgrenze
(LOQ) wurde die Konzentration in der Probe als 0,5*LOQ festgelegt. Die Linearitat der LC-
MS/MS-Methode war fir alle untersuchten PA/PANO R?>0,993. Die individuellen LOD- und
LOQ-Werte der Methode, die mit dem Kalibrierungsansatz nach DIN 32645 bestimmt wurden,
lagen zwischen 0,005 und 0,054 pg/L bzw. zwischen 0,009 und 0,123 pg/L. Sie sind in
Tabelle 4 aufgefiihrt (Klein et al. 2022; Klein et al. 2024).

3.1.2.3. Probenmessung

Die Messungen der Proben- und Kalibrierldssungen erfolgte mittels Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie  (LC)  gekoppelter  Triplequadrupol-Massenspektrometrie
(MS/MS). Dazu wurde ein Shimadzu Hochleistungsflissigkeitschromatograph (LC-20AB,
DGU-405, SIL-20AC HT, CTO-20AC, CBM-20A, Duisburg, Deutschland) und ein API14000-
Triplequadrupol-Massenspektrometer (Sciex, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die
Analyten wurden durch Elektrospray-lonisation (ESI) im positiven Modus ionisiert. Die
Temperatur des Saulenofens der LC war auf 30 °C eingestellt und das Injektionsvolumen
betrug 10 pL. Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer 100 x 2,1 mm Kinetex™
2,6 um EVO C18 100 A Saule (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), mit passender
Vorsaule (SecurityGuard™ ULTRA EVO C18 2,1 mm; Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland). Reinstwasser mit Ammoniumcarbonat als Additiv (10 mM) mit einem pH von 9,0

(A) und Acetonitril (B) wurden als mobile Phasen verwendet (Klein et al. 2022).

Die binaren Gradientenbedingungen waren: 0,0 min 0,0 % B,0,2 min 5,0 % B, 6,0 min 10,0 %
B, 19,0 min 28,6 % B, 22,8 min 34,0 % B, 23,3 min 90,0 % B, 24,8 min 90,0 % B and 25,8 min
0,0 % B. Die Flussrate betrug 0,3 mL/min. Die Sdule wurde vor jedem Lauf 7,0 min lang mit
den Startbedingungen aquilibriert (Klein et al. 2024). Als Software fiur die Datenerfassung
und -verarbeitung wurden die Programme Analyst (Version 1.6.2, Sciex) und MultiQuant

(Version 3.0.1, Sciex) verwendet.
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Tabelle 4: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) der einzelnen Analyten (Klein et al. 2022).

Alle Werte sind angegeben als Konzentration [ug/L] in der Milch.

ymolzidinalkaod g | LOPBOL | LoQ kgL
7-O-Acetylintermedin 0,007 0,009
7-O-Acetyllycopsamin 0,007 0,020
Erucifolin 0,009 0,009
Erucifolin-N-Oxid 0,012 0,036
Echimidin 0,011 0,026
Echimidin-N-Oxid 0,008 0,018
Echinatin 0,007 0,019
Echinatin-N-Oxid / Rinderin-N-Oxid 0,019 0,033
Europin 0,007 0,021
Europin-N-Oxid 0,008 0,025
Heliosupin 0,010 0,026
Heliosupin-N-Oxid 0,008 0,023
Heliotrin 0,007 0,021
Heliotrin-N-Oxid 0,009 0,012
Indicin /Intermedin 0,007 0,019
Indicin-N-Oxid/ Lycopsamin-N-Oxid 0,015 0,030
Integerrimin 0,012 0,030
Integerrimin-N-Oxid 0,022 0,027
Intermedin-N-Oxid 0,006 0,015
Jacobin 0,017 0,039
Jacobin-N-Oxid 0,007 0,019
Jacolin 0,023 0,056
Jacolin-N-Oxid 0,011 0,022
Jaconin 0,023 0,036
Lasiocarpin 0,015 0,043
Lasiocarpin-N-Oxid 0,010 0,021
Lycopsamin 0,010 0,016
Monocrotalin 0,013 0,040
Monocrotalin-N-Oxid 0,010 0,016
Merenskin 0,020 0,044
Merenskin-N-Oxid 0,013 0,101
Merepoxin 0,039 0,123
Merepoxin-N-Oxid 0,012 0,037
Riddelliin 0,011 0,038
Riddelliin-N-Oxid 0,010 0,025
Rinderin 0,005 0,014
Retrorsin 0,012 0,039
Retrorsin-N-Oxid 0,013 0,016
Senecionin 0,008 0,015
Senecionin-N-Oxid 0,017 0,039
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Tabelle 4: Fortsetzung

eymolzidinalkaod g | LOPLOL | LoQIug
Spartioidin 0,040 0,040
Senkirkin 0,011 0,034
Sceleratin 0,054 0,054
Sceleratin-N-Oxid 0,047 0,047
Seneciphyllin 0,011 0,032
Seneciphyllin-N-Oxid 0,032 0,032
Senecivernin 0,009 0,019
Senecivernin-N-Oxid 0,022 0,022
Trichodesmin 0,041 0,041
Usaramin 0,011 0,034
Usaramin-N-Oxid 0,009 0,028

3.2. Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten

3.2.1. Herstellung von Milchprodukten (MRI)

Fir die Untersuchung des Verhaltens von PA/PANO wahrend der Verarbeitung von Milch zu
den Milchprodukten Kase und Joghurt, wurde jeweils natirlich mit PA/PANO belastete Milch
aus den Transferstudien (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren®
Abschlussbericht Arbeitspaket I) sowie kiinstlich kontaminierte Milch zu typischen Produkten
verarbeitet. Dabei wurden Uber die gesamte Herstellung und Reifung hinweg Proben gezogen
und auf PA/PANO analysiert.

3.2.1.1. Herstellung von natiirlich kontaminierten Milchprodukten aus Milchen

der Transferstudien

Das Verhalten von PA/PANO wurde bei der Herstellung von Milchprodukten (Flissigmilch,
Kase, Joghurt) aus kontaminierter Milch untersucht. Aus der Milch der Transferstudien wurden
marktrelevante und fir die jeweilige Milchart typische Produkte hergestellt: aus Kuhmilch
Joghurt und Schnittkdse Typ Edamer, aus Schafmilch Weichkase Typ Feta und Hartkase Typ
Manchego, und aus Ziegenmilch Joghurt und Schnittkdse Typ Picodon.
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Die Herstellung erfolgte im Molkereitechnikum des Max Rubner-Instituts, Institut fur Sicherheit
und Qualitdt bei Milch und Fisch (MRI-MF) am Standort Kiel im kleinen, handwerklichen
Malistab, um auch geringe Milchmengen den Temperatur-Zeit-Bedingungen und
Veranderungen durch die notwendigen Prozessschritte auszusetzen. Es erfolgte keine
Standardisierung mit anderer Milch oder Milchpulver, um die Massenbilanz und PA/PANO-
Gehalte nicht zu verfalschen. Diese Proben sind reprasentativ fur diverse Erhitzungsverfahren,
Fermentation und mikrobielle Veranderungen aufgrund der Reifung und Lagerung der
Produkte bis zum Verzehr. Fir Joghurt wurde, neben dem mikrobiellen, ein chemisch
gesauertes Milchgel hergestellt, um mikrobielle Einflisse auf den PA/PANO-Gehalt von den

Effekten der Sduerung unterscheiden zu kénnen.

Die Transferstudie mit Kilhen fand am FLI in Braunschweig statt. Die tagesfrische Rohmilch
wurde mittels Kurier von Braunschweig zum MRI-Standort Kiel transportiert. Aus Kuhmilch
wurden sowohl fermentierte Milchprodukte als auch der Schnittkdse Typ Edamer hergestellt.
Pro Wiederholung wurden 160 L Rohmilch verarbeitet und entsprechend (hoch-)erhitzt,
fermentiert, verkast und anschlieBend gereift. In Abbildung 2 sind alle Temperatur-Zeit-
Kombinationen wahrend der Milchbehandlung in Form eines Verfahrensschemas
angegebenen, ebenso wie die Probenahmepunkte fir die anschlieRende Analyse der
PA/PANO-Gehalte, der produkttypischen Inhaltsstoffe und der physikalischen Parameter der
Milchprodukte. Es wurden jeweils drei Wiederholungen mit Rohmilch aus der Transferstudie
durchgeflhrt.

Als Starterkultur fir das fermentierte Milchprodukt Joghurt wurde eine Mehrstammkultur
(Lyofast SYAB 1, Sacco, Cadarago, ltalien) verwendet. Dabei handelt es sich um eine
komplexe Starterkultur mit probiotischem Effekt und -Bildung extrazellularer polymerer
Substanzen, die neben den Milchsaurebildern Streptococcus thermophilus, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus bulgaricus auch Bifidobacterium animalis ssp. lactis enthalt.

Die Transferstudie mit Ziegen und Schafen wurde von der Versuchsstation Schadtbek des
MRI-MF durchgefihrt, von der ein taglicher Transport von Proben und Milch zur
Weiterverarbeitung an den MRI-Standort Kiel stattfand. Aus Ziegenmilch wurden sowohl
fermentierte Milchprodukte als auch der Schnittkdse Typ Picodon hergestellt (Abbildung 3).
Fir die drei Wiederholung wurden je 40 L Rohmilch verarbeitet und entsprechend erhitzt,
fermentiert, verkast und anschlieBend gelagert. Aus Schafmilch wurden die Weich- und
Hartkase Typ Feta bzw. Typ Manchego hergestellt (Abbildung 4). Daftr wurden jeweils 22 L

Rohmilch fur drei Wiederholungen verarbeitet.
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Abbildung 2: Verfahrensschema und Prozessparameter zur Herstellung von (a) Ruhrjoghurt bzw.
Milchgel und (b) Schnittkdse Typ Edamer aus Kuhmilch; Kreis (alle): Probenahmepunkte zur Analyse
der PA/PANO-Gehalte und von prozessbegleitenden Parametern, Kreis (gefillt): Daten zu bestimmten
Milchinhaltsstoffen und Produktparametern sind dargestellt in 4.2.2. (Tabelle 9 und 10); GDL: Glucono-
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Abbildung 3: Verfahrensschema und Prozessparameter zur Herstellung von Weichkase Typ Picodon
aus Ziegenmilch; Kreis (alle): Probenahmepunkte zur Analyse der PA/PANO-Gehalte und von
prozessbegleitenden Parametern, Kreis (gefullt): Daten zu bestimmten Milchinhaltsstoffen und

Produktparametern sind dargestellt in 4.2.2. (Tabelle 9 und 10)
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Abbildung 4: Verfahrensschema und Prozessparameter zur Herstellung von (a) Weichkase Typ Feta
und (b) Hartkdse Typ Manchego aus Schafmilch; Kreis (alle): Probenahmepunkte zur Analyse der
PA/PANO-Gehalte und von prozessbegleitenden Parametern, Kreis (gefllt): Daten zu bestimmten

Milchinhaltsstoffen und Produktparametern sind dargestellt in 4.2.2. (Tabelle 9 und 10)
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3.2.1.2. Herstellung von Milchprodukten aus kiinstlich kontaminierter Milch

Fir die Herstellung von Milchprodukten (Kase, Joghurt) aus kinstlich kontaminierter Milch,
wurde unbelastete Milch mit einem PA/PANO-Gemisch (Tabelle 5) dotiert. Die Herstellung der
Produkte erfolgte analog zu den Versuchen mit der Milch aus den Transferstudien (3.3.1.1).
Unbelastete Kuhmilch wurde von der Versuchsstation Schadtbek zur Verfligung gestellt.
Unbelastete Ziegen- und Schafmilch wurde von Bioland-Betrieben aus dem Umland von Kiel
bezogen. Es wurden vier Wiederholungen mit kinstlich kontaminierter Milch (drei

Wiederholungen analog zu 3.3.1.1 plus ein Blindversuch) durchgefuhrt.

Far die kunstliche Kontamination der Kuh-, Schafs-, Ziegenmilch wurden 10 PA und ein PANO

aufgrund ihrer Struktur und botanischen Herkunft ausgewahlt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Ausgewdahlte PA/PANO fiur die kinstliche Kontamination von Milch zur Herstellung von

Milchprodukten aufgelistet nach botanischer Herkunft

Pflanzenfamilie PA/PANO

Asteraceae Jacolin, Jacobin, Erucifolin, Retrorsin, Senecionin-N-Oxid, Senkirkin
(Gattung Senecio/Jacobaea)

Boraginaceae Echimidin, Lycopsamin, Lasiocarpin, Heliotrin

Leguminosae Monocrotalin

Echimidin, Erucifolin, Heliotrin, Jacobin, Lasiocarpin, Lycopsamin, Monocrotalin, Retrorsin,
Senecionin-N-Oxid und Senkirkin wurden von Phytolab GmbH & Co. KG (Vestenbergsgreuth,
Deutschland) und Jacolin von CFM Oskar Tropitzsch GmbH (Marktredwitz, Deutschland)
bezogen. Alle Substanzen wurden in Methanol geldst und Mischlésungen fiir die Dotierung der
Milch der kinstlich kontaminierten Milchprodukte hergestellt. Die notwendigen PA/PANO-
Konzentrationen wurden anhand von Literaturdaten (Nijs et al. 2017), den aufgefiihrten Daten
im Abschlussbericht zu Arbeitspaket | (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden
in Nutztieren® Abschlussbericht Arbeitspaket 1) und den bei der Herstellung eingesetzten
Volumina an Milch (3.2.1.1.) berechnet. Der Zielkonzentrationsbereich war 30 ug/kg je
PA/PANO fir die Produkte Joghurt, Schnittkdse Typ Edamer, Weichkase Typ Picodon und
Weichkase Typ Feta und 66,7 ug/kg fir den Hartkdse Typ Manchego. Das Volumen der
Dotierlésungen betrug 2 mL. Im Fall des Schnittkdses Typ Edamer betrug das finale Volumen
4 mL.

Zusatzlich wurde eine Mischlésung aller elf PA/PANO mit einer Konzentration von 100 pg/mL
je PA/IPANO hergestellt, die als Stammldsung flir die Standardldsung der anschlieRenden

PA/PANO-Analysen der Probensets der kiinstlich kontaminierten Milchprodukte diente.
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3.2.2. Bestimmung der Milchinhaltsstoffe und Produktparameter (MRI)

Aus allen relevanten Prozessschritten, deren Nebenstromen und (ber die Reifung der
Produkte hinweg wurden Proben fir die technologiebegleitende Analytik der Inhaltsstoffe und
PA/PANO-Gehalte gezogen. In flissigen Milchproben, wie Rohmilch, pasteurisierter
Kesselmilch und hocherhitzte Joghurtmilch, wurden mittels Fourier-Transformations-Infrarot-
Spektroskopie (FTIR) die Trockenmasse, der Fett- und der Proteinanteil bestimmt (ISO 9622
2013). Chemische und physikalische Analysenmethoden aus dem Methodenbuch des
Verbandes Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA) (VDLUFA 2010) zur begleitenden Bewertung der Inhaltstoffe wurden an die
Matrices Joghurt, Weich-, Schnitt- und Hartkdse angepasst. Die Trockenmasse fur halbfeste
und pastése Proben wurde mit Methode C35.4 bestimmt. Deren Fettanteil wurde geman
C15.3.2 und der Proteinanteil nach Dumas gemall C30.2 analysiert. Fir flissige Proben
wurden der pH- und SH-Wert nach den Methode C8.2 bzw. C8.3 bestimmt.

3.2.3. PA/PANO-Analytik

3.2.3.1. PA/PANO-Analytik von Joghurt und Schnittkase Typ Edamer aus

natiirlich und kiinstlich kontaminierter Kuhmilch

Referenzstandards

Zur Herstellung der Standardldsungen zur Bestimmung des PA/PANO-Gehalts in den Proben,
welche aus natlrlich kontaminierter Kuhmilch hergestellt wurde, wurde der in 3.1.2.1
beschriebene PA/PANO-Standard verwendet. Die Standardidsungen zur Bestimmung des
PA/PANO-Gehalts in den Proben, welche aus kinstlich kontaminierter Kuhmilch hergestellt

wurde, wurde der in 3.2.1.2. verwendet.

Probenaufarbeitung fiir das Probenset Joghurt aus Kuhmilch

Die Proben des Probensets Joghurt aus Kuhmilch (Rohmilch, hocherhitzte Joghurtmilch,
Joghurt, Milchgel) wurden mittels der in 3.1.2.2. beschriebenen Methodik fir die Bestimmung
des PA/PANO-Gehalts vorbereitet. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung aufgearbeitet.

Probenaufarbeitung fiir das Probenset Schnittkdse Typ Edamer aus Kuhmilch

Alle Proben des Edamer Sets, mit Ausnahme der Proben des Salzbades, wurden mittels der
in 3.1.2.2. beschriebenen Methodik fir die Bestimmung des PA/PANO-Gehalts vorbereitet.

Jede Probe wurde in Doppelbestimmung aufgearbeitet.
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Fuar die Proben des Salzbades wurde die Aufarbeitungsmethode in Anlehnung an Mulder et al.
2015 verwendet. Die Proben wurden im Wasserbad bei 30 °C aufgetaut und durch Schiitteln
homogenisiert und in Doppelbestimmung aufgearbeitet. Hierfir wurden jeweils 3 mL der Probe
in einem 50-mL-Zentrifugenrdhrchen mit 30 mL 0,2 %ige Ameisensaure und 15 mL n-Hexan
mittels Horizontalschattler (500 U/min) fir 30 min extrahiert. Nach der Zentrifugation (15 min,
20°C, 2600xg) wurden 20mL der wassrigen Phase in ein weiteres 50-mL-
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und der pH-Wert durch Zugabe von NHs (25 %, p. A.) auf 9-10
eingestellt. Der pH-Wert wurde mittels pH-Teststreifen (Chemsolute®, pH 7,5-14, Th. Geyer
GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) Uberprift und die wassrige Phase erneut
zentrifugiert (15 min, 20 °C, 3600 x g). AnschlieRend wurde die wassrige Phase mittels
Festphasenextraktion gereinigt. Hierfir wurden Polymeric Reversed Phase-Kartuschen
(Strata™-X 33 uym, 200 mg Bettmasse/6 mL, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
zunachst mit 6 mL Methanol und 6 mL wassriges NHs (0,1 %, v/v) konditioniert. 15 mL der
wassrigen Phase wurde aufgetragen und die Kartuschen mit 6 mL wéassrigen NHs (0,1 %, v/v)
gewaschen und anschlieend 5 min unter Vakuum getrocknet. Die Probe wurde mit 6 mL
Methanol eluiert und das Eluat im Anschluss unter No-Strom im Wasserbad bei 50 °C bis zur
Trockene eingedampft. Der Rulckstand wurde in 500 yL 10 % Methanol/Wasser (v,v)
aufgenommen und 10 s mit dem Laborschuttler behandelt. AnschlieRend wurde die Losung

membranfiltriert (0,2 um, PVDF, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland).

PA/PANO-Bestimmung und Datenauswertung

Die Messlosungen wurden mittels der in 3.1.2.3. beschriebenen LC-MS/MS-Methode
analysiert. Die Bestimmung des PA/PANO-Gehalts erfolgte mit Hilfe von PA/PANO-
Standardlésungen in der jeweiligen Blindwertmatrix. FUr die Bestimmung des PA/PANO-
Gehalts in den Proben, welche aus naturlich kontaminierter Kuhmilch hergestellt wurden,
wurden PA/PANO-Standardldsungen, welche alle 54 PA/PANO enthielten, im
Konzentrationsbereich von 0,1 -5,5 pg/L im Probenmaterial verwendet. Fur die Bestimmung
des PA/PANO-Gehalts in den Proben, welche aus kinstlich kontaminierter Kuhmilch
hergestellt wurden, wurden PA/PANO-Standardlésungen, welche aus dem PA/PANO-
Standard, der in die Milch dotiert wurde, analog verwendet 3.2.1.2.. In diesem Fall wurden
zusatzlich PA/PANO-Standardldsungen in 10 % Methanol/Wasser (v,v), welche alle 54
PA/PANO enthielten, mitgefihrt, um eine Anwesenheit von weiteren nicht zu dotierten
PA/PANO gdf. festzustellen. Wurde in den Messlésungen der Proben ein Gehalt der PA/PANO
Uber der Konzentration der hochsten PA/PANO-Standardldésung ermittelt, so wurden die
Messldsungen der Proben entsprechend mit 10 % Methanol/Wasser (v,v) verdinnt und der
PA/PANO-Gehalt mittels PA/PANO-Standardlésung in der entsprechenden &quivalent

verdinnten Blindwertmatrix bestimmt.
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Far die weitere Datenauswertung wurden die Messwerte der zweifachen Probenaufarbeitung
einer Probe gemittelt. Lag ein Gehalt der Doppelbestimmung unterhalb des im Rahmen der
Validierung festgesetzten LOQ (4.2.3.1., Tabellen 11 und 12) wurde der Gehalt der Probe flr
die nachfolgenden Berechnungen als 0 pg/kg bzw. 0 pg/L gewertet. Die Ergebnisse wurden
nicht um die Wiederfindungsraten korrigiert. Um den relativen Anteil am Gehalt bezogen auf
den jeweiligen Gehalt in der Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch bzw. pasteurisierte
Kesselmilch) zu ermitteln, wurde der Gehalt der Probe auf den korrespondierenden ermittelten
Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die relativen Anteile am Gehalt
bezogen auf den Gehalt der jeweiligen Ausgangsmilch wurden im Anschluss Uber die drei

Chargen gemittelt und die Standardabweichung berechnet.

Die Datenerfassung und -verarbeitung erfolgte mittels Analyst-Software (Version 1.6.2, Sciex)
und MultiQuant-Software (Version 3.0.1, Sciex). Die verarbeiteten Daten wurden mit Microsoft
Excel (Version 2019, Microsoft), OriginPro (Version 2020, Origin Lab) oder R Studio (Version
2023.03.1, R Version 4.3.0, tidyverse package (Wickham et al., 2019)) weiter analysiert.

3.2.3.2. PA/IPANO-Analytik von Joghurt und Kase aus natirlich und kiinstlich

kontaminierter Schaf- und Ziegenmilch

Referenzstandards

Zur Herstellung der Standardldsungen zur Bestimmung des PA/PANO-Gehalts in den Proben,
welche aus natirlich kontaminierter Ziegen- oder Schafsmilch hergestellt wurden, wurde der
in 3.1.2.1. beschriecbene PA/PANO-Standard verwendet. Die Standardldsungen zur
Bestimmung des PA/PANO-Gehalts in den Proben, welche aus kunstlich kontaminierter
Ziegen- und Schafsmilch hergestellt wurden, wird im Folgenden beschrieben.

Fir die PA/PANO-Analytik der Proben (Herstellung aus kinstlich kontaminierter Milch) wurde
die in 3.2.1.2. beschriebene PA/PANO-Standardldsung um die jeweils korrespondierenden PA
bzw. PANO erganzt, um einen moglichen Umbau vom PA zum PANO bzw. vom PANO zum PA

besser charakterisieren zu konnen.

Somit wurden die folgenden PA/PANO mittels der in 3.1.2.1. beschriebenen Einzellésungen
zur Standardmischung zugegeben: Echimidin-N-Oxid, Erucifolin-N-Oxid, Heliotrin-N-Oxid,
Jacobin-N-Oxid, Jacolin-N-Oxid, Lasiocarpin-N-Oxid, Lycopsamin-N-Oxid, Monocrotalin-N-
Oxid, Retrorsin-N-Oxid, Senecionin. Die PA/PANO-Standardldsung, die als Stammldsung fur
die Bestimmung von PA/PANO in den Proben, die aus klnstlich kontaminierter Ziegen- und
Schafsmilch hergestellt wurden, bestand somit aus insgesamt 21 PA/PANO (Konzentration je

Analyt: 5 pg/mL in Methanol).
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Probenaufarbeitung fiir das Probenset Joghurt aus Ziegenmilch

Die Probenaufarbeitung fir das Probenset Joghurt aus Ziegenmilch (Rohmilch, hocherhitzte
Joghurtmilch, Joghurt, Milchgel) basierte auf der Probenaufarbeitung flir das Probenset
Joghurt aus Kuhmilch. Die Probenaufarbeitung wurde geringfligig angepasst, da die Ziegen in
der Transferstudie hdohere Extrakt-Dosierungen erhalten hatten und somit die Milch flr die
Joghurtherstellung héhere PA/PANO-Gehalte aufwies. Zudem wurde durch die Ergebnisse
des Probensets Joghurt aus Kuhmilch deutlich, dass auch fir die kinstlich kontaminierten
Proben eine geringere Konzentrierung maoglich ist. Das eingesetzte Probevolumen wurde von
3 mL auf 2 mL und das Volumen der 2 %igen wassrigen Ameisensaure bei der Flussig-FlUssig-
Extraktion entsprechend von 30 mL auf 25 mL reduziert. Die Zentrifugationsparameter wurden
von 15 min bei 20 °C bei 2600 x g auf 15 min bei 20 °C bei 3600 x g erhdoht. Des Weiteren
wurde das Volumen des Methanol/Wasser-Gemisches bei der Rekonstitution von 500 yL auf

1000 uL verdoppelt.

Probenaufarbeitung fiir die Probensets des Weichkédse Typ Picodon, Weichkase Typ

Feta und Hartkdse Typ Manchego aus Ziegen- bzw. Schafsmilch

Fur die Nachverfolgung der PA/PANO wahrend des Herstellungs- und Reifeprozesses der
Milchprodukte aus Ziegen- und Schafsmilch wurden, die in Tabelle 6 aufgeflihrten

Probenmaterialien analysiert.

Tabelle 6: Analysierte Probenmaterialien der unterschiedlichen Milchprodukte-Sets aus Ziegen- und

Schafsmilch

Weichkase Typ Picodon aus Weichkéase Typ Feta aus Hartkasekéase Typ

Ziegenmilch Schafmilch Manchego aus Schafmilch

Rohmilch Rohmilch Rohmilch

Pasteurisierte Kesselmilch Pasteurisierte Kesselmilch Pasteurisierte Kesselmilch

Molke Késebruch Kéasebruch

Kéase vor dem Salzen Molke Molke

Kase nach dem Salzen Kése vor dem Salzbad Molke nach dem Pressen

Kése nach 21 Tagen Reifung Ké&se nach dem Salzbad Ké&se nach dem Salzbad
Salzbad nach Kaseentnahme | Salzbad nach Késeentnahme
Kése nach 56 Tagen Reifung | Kase nach 112 Tagen Reifung

Flussiges Analysematerial wurde bei 30 °C im Wasserbad aufgetaut. Die Proben aus festem
Analysematerial wurden ca. eine Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. Vor dem Einwiegen
wurde das flissige Analysematerial mittels Schuittelns per Hand oder Laborschuttler
homogenisiert. Die Proben aus festem Analysematerial wurden mittels Spatel sorgfaltig

durchmischt.
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Far eine Doppelbestimmung wurde von Proben, welche pro Charge jeweils einfach vom MRI-
MF beprobt wurden, zweimal 1 g Probe in jeweils ein 50-mL-Zentrifugenréhrchen eingewogen.
Fir Probenmaterial, welches von Probenahmezeitpunkten stammt, an welchen zwei
Teilproben vom MRI-MF gezogen wurden, um die Inhomogenitat des Materials im jeweiligen
Prozessschritt bzw. dem Endprodukt zu berlicksichtigen (Tabelle 6), wurde die
Doppelbestimmung wie folgt durchgefiihrt: Jeweils 0,5 g einer Teilprobe wurde in ein 50-mL-

Zentrifugenrohrchen eingewogen und die zweite Teilprobe ad 1 g zugegeben.

Zum eingewogenen Probenmaterial wurden ca. 4 g Glasperlen (2 mm, Soda-Kalkglas, Th.
Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland), 25 mL 0,2 %iger wassriger Ameisensaure
und 15 mL n-Hexan hinzugegeben und fir 30 min bei 500 U/min mittels Horizontalschittler
extrahiert. Nach der Zentrifugation (15 min, 20 °C, 3600 x g) wurde ein Teil der wassrigen
Phase in ein weiteres 50-mL-Zentrifugenréhrchen Gberflhrt. Der pH-Wert der wassrigen
Phase wurde durch die Zugabe von NHs (25 %, p. A.) auf 9,5-10,5 eingestellt und mittels pH-
Teststreifen (MQuant®, pH 7,5-14, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) (berprift. Die
wassrige Phase wurde erneut bei 4 °C und 3600 x g fur 5 min zentrifugiert. Nach Bedarf wurde
die wassrige Phase mittels Faltenfilter (Sorte 2020, Labsolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland) filtriert. Die wassrige Phase wurde im Anschluss mittels
Festphasenextraktion gereinigt. Hierfir wurden Polymeric Reversed Phase-Kartuschen
(Strata™-XL 100 uym, 200 mg Bettmasse/6 mL, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
mit 5 mL Methanol und 5 mL Wasser aktiviert und konditioniert bevor 15 mL der wassrigen
Phase aufgetragen wurden. Die Kartuschen wurden mit 6 mL Wasser gewaschen und im
Anschluss die Reste der Waschldsung mittels Vakuums entfernt. Die Elution erfolgte mit 6 mL
Methanol in ein 10-mL-Reagenzglas. Das Eluat wurde unter N>-Strom im Wasserbad bei 50 °C
bis zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde in 500 yL Methanol/Wasser (v/v, 10/90)
aufgenommen und mit dem Laborschittler sowie im Ultraschallbad (30 s) behandelt. Die
Lésung wurde in ein 1,5-mL-Zentrifugengefald Gberfihrt und fir 20 min bei 4 °C und 12500 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein weiteres 1,5-mL-Zentrifugengefa Gberfihrt und fur
mindestens 18 h bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die Losung mit dem
Laborschittler behandelt und anschlieliend erneut fir 20 min bei 4 °C und 12500 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend membranfiltriert (0,2 um, 13 mm, PVDF,
WICOM Germany GmbH, Heppenheim, Deutschland).
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PA/PANO-Bestimmung und Datenauswertung

Fir die Messungen wurde ein Shimadzu Hochleistungsflissigkeitschromatograph (LC-20AB,
DGU-405, SIL-20AC HT, CTO-20AC, CBM-20A, Duisburg, Deutschland) verwendet, welches
an ein API4000-Triplequadrupol-Massenspekirometer (Sciex, Darmstadt, Deutschland)
gekoppelt war. Zur lonisierung wurde die ESI im positiven Modus verwendet:
lonisierungsspannung, 2.500 V; Verneblergas, 50 psi; Heizgas, 50 psi; Vorhanggas, 40 psi;
Temperatur, 600 °C; Kollisionsgaspegel, 7.

Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer 100 x 2,1 mm Kinetex™ 2,6 ym EVO C18
100 A Séaule, die durch eine SecurityGuard™ ULTRA EVO C18 2,1 mm Vorsaule geschiitzt
war (beide Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). @ Wassriges 10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat mit einem pH von 9,0 (A) und Acetonitril (B) wurden als
Losungsmittel fir die HPLC-Trennung verwendet. Die bindren Gradientenbedingungen waren:
0,0 min 0 % B, 0,2 min 5,0 % B, 6,0 min 10,0 % B, 19,0 min 28,6 % B, 22,8 min 34,0 % B,
23,3 min 90,0 % B, 26,8 min 90,0 % B und 27,8 min 0,0 % B. Die Flussrate betrug 0,3 mL/min.
Die Saule wurde vor jedem Lauf 7,0 Minuten unter Startbedingung aquilibriert. Die Temperatur
des Saulenofens war auf 30 °C eingestellt und das Injektionsvolumen betrug 10 uL. Die
Bestimmung des PA/PANO-Gehalts erfolgte mittels externer Kalibration im jeweils
zugehdrigen Blindmaterial im Konzentrationsbereich 0,2 — 9,0 ug/L im Probenmaterial
(Probenset Joghurt) bzw. 0,8 — 16,7 pg/kg im Probenmaterial (Probensets Picodon-, Feta-,
Manchego). Fir die Bestimmung des PA/PANO-Gehalts in den Proben, welche aus natirlich
kontaminierter Milch der Transferversuche mit Ziegen und Schafen hergestellt wurden, wurden
PA/PANO-Standardlésungen mit 54 PA/PANO verwendet. Fur die Bestimmung des PA/PANO-
Gehalts in den Proben, welche aus kunstlich kontaminierter Ziegen- oder Schafsmilch

hergestellt wurden, wurden Standardlésungen mit 21 PA/PANO verwendet.

Diese enthielten den PA/PANO-Standard mit 11 PA/PANO, der vor der Verarbeitung in die
Milch dotiert wurde, sowie die zehn jeweils korrespondierenden PA/PANO (3.2.3.2.).

Die Messergebisse wurden mit den zugehdrigen Probeeinwaagen verrechnet. Die Ergebnisse
sind nicht wiederfindungskorrigiert. Fur die weitere Datenauswertung wurden die Messwerte
der zweifachen Probenaufarbeitung einer Probe gemittelt. Lag ein Gehalt der
Doppelbestimmung unterhalb der im Rahmen der Validierung festgesetzten
Bestimmungsgrenze (LOQ) (4.2.3.2., Tabellen 13 bis 16) wurde der Gehalt der Probe fur die
nachfolgenden Berechnungen 0 pg/L bzw. 0 pg/kg festgesetzt. Um den relativen Anteil am
Gehalt bezogen auf den jeweiligen Gehalt in der Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch
bzw. pasteurisierte Kesselmilch) zu erhalten, wurde der Gehalt der Probe auf den

korrespondierenden ermittelten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen.

27



Die relativen Anteile am Gehalt bezogen auf den Gehalt der jeweiligen Ausgangsmilch wurden
im Anschluss Uber die drei Chargen gemittelt und die Standardabweichung berechnet. Die
Datenerfassung und -verarbeitung erfolgte mit Analyst (Version 1.6.2, Sciex) und MultiQuant-
Software (Version 3.0.1, Sciex). Microsoft Excel (Version 2019, Microsoft), OriginPro (Version
2020, Origin Lab) und R Studio (Version 2023.03.1, R Version 4.3.0) wurden zur weiteren

Datenaufbereitung verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse

Es wurden 228 Milchproben aus Bayern und Schleswig-Holstein auf das Vorkommen von 54
PA/PANO untersucht. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 7 und 8 dargestellt. PA/PANO
wurden in Milchproben aus beiden Modellregionen und zu jeder beprobten Jahreszeit
nachgewiesen. In 26 Proben (11 %) wurde mindestens ein PA/PANO detektiert. Von diesen
Proben waren 18 aus Bayern und acht aus Schleswig-Holstein. In Bayern waren PA/PANO
somit in 17 % (18 von 108 Proben) und in Schleswig-Holstein in 6,7 % (8 von 120 Proben) der
Proben nachweisbar. Der mittlere PA/PANO-Gesamtgehalt in den kontaminierten Milchproben
lag bei 0,30 pg/L, bei einer Spannweite von 0,007 ug/L bis 5,6 ug/L. Der Median der positiven
Proben lag bei 0,024 ug/L. Eine Ubersicht tiber die Gehalte in den kontaminierten Milchproben
ist in Abbildung 5 dargestellt (Klein et al. 2024).

Der mittlere PA/PANO-Gesamtgehalt aller 228 Milchproben betrug 0,034 ug/L. Nur vier
Milchproben (Probe 1, 20, 134, 207) wiesen hdhere PA/PANO-Gesamtgehalte als der mittlere
PA/PANO-Gesamtgehalt auf: 0,13 ug/L (Milchsammeltank, ékologische Produktion), 0,59 ug/L
(Milchsammeltank, &kologische Produktion), 0,73 pg/L (Milchtankstelle, &kologische
Produktion) und 5,6 pg/L (Milchtankstelle, konventionelle Produktion) (Klein et al. 2024).

Die Milchprobe mit dem hochsten PA/PANO-Gesamtgehalt stammte aus konventionellem
Landbau. 57 % der Milchproben aus Bayern und 43 % der Milchproben aus Schleswig-
Holstein waren aus ©kologischer Produktion. Insgesamt stammten 81 % der mit PA/PANO
kontaminierten Milch aus 6kologischem Landbau (Bayern: 78 %; Schleswig-Holstein: 88 %).
In 19 von 26 PA/PANO-kontaminierten Proben wurde nur ein PA nachgewiesen. Insgesamt
wurden 14 verschiedene PA/PANO vom Ly-Typ, Sc-Typ oder Ht-Typ nachgewiesen (Abbildung
6, Tabellen 7 und 8).

In den Milchproben aus Bayern waren Senkirkin (Senecionin-Typ / Sc-Typ) und Lycopsamin
(Lycopsamin-Typ / Ly-Typ) die am haufigsten vorkommenden PA/PANO. Vier Betriebe aus
Bayern (Betrieb 1, 2, 12, 20) zeigten in drei von vier aufeinanderfolgenden Saisons PA/PANO-
kontaminierte Milch. Die PA/PANO-Muster der Milchproben waren zwischen den Betrieben
vergleichbar. Mit Ausnahme von Probe 1 von Betrieb 1, waren die PA/PANO-Muster Uber die
verschiedenen Jahreszeiten hinweg ahnlich, jedoch nicht identisch. Wahrend in den Proben
19 und 49 aus Betrieb 1 nur Lycopsamin in Spuren nachgewiesen wurde, wurden in Probe 1
aus demselben Betrieb mehrere PA vom Heliotrin-Typ (Ht-Typ; Rinderin, Europin, Heliosupin

und Heliotrin) nachgewiesen. Den héchsten Gehalt hatte dabei Rinderin (Klein et al. 2024).
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Abbildung 5: Pyrrolizidinalkaloid (PA) und PA-N-Oxid (PANO) Gesamtgehalt [ug/L] von PA/PANO-
positiver Milch (n = 26), beprobt zwischen Winter/Frihjahr 2020 und Winter/Frihjahr 2022 in den
Regionen Bayern (Probennummern 1-108) und Schleswig-Holstein (Probennummern 109-228). Sortiert
nach Region und Gesamtgehalt. hellblau: 6kologischer Landbau, griin: konventioneller Landbau (Klein,
et al., 2024).
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Abbildung 6: Beispiele fur verschiedene Pyrrolizidinalkaloid-Typen: A.) Lycopsamin-Typ (Ly-Typ):
Lycopsamin; B.) Heliotrin-Typ (Ht-Typ): Rinderin; C.) Senecionin-Typ (Sc-Typ): Jacolin (Klein et al.
2024).

Die PA/PANO-kontaminierten Milchproben aus Schleswig-Holstein stammten alle aus
verschiedenen Betrieben. Insgesamt war Jacolin (Sc-Typ) in vier der acht (50 %)
kontaminierten Milchproben aus Schleswig-Holstein enthalten (Tabelle 8) und war somit das
am haufigsten auftretende PA in Milchproben aus Schleswig-Holstein. Jacolin trug stets mit
> 85% zu den PA/PANO-Gesamtgehalten bei. In den Proben 134 und 204 wurde ein hoher
Jacolin-Gehalt quantifiziert. Zusatzlich wurden in diesen Proben Jacobin und Jaconin (Sc-Typ)
bestimmt. In Probe 207 (PA/PANO-Gesamtgehalt 5,6 pug/L) wurden neben Jacolin, Jacobin
und Jaconin auch Jacolin-N-Oxid und Jacobin-N-Oxid nachgewiesen. In den anderen vier
kontaminierten Milchproben aus Schleswig-Holstein wurden Heliosupin (Ht-Typ),
Intermedin/Indicin (Ly-Typ), Lycopsamin (Ly-Typ) oder Rinderin (Ht-Typ) mit Gehalten
unterhalb des LOQ nachgewiesen (Klein et al. 2024).
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Tabelle 7: Pyrrolizidinalkaloid- (PA) und PA-N-Oxid- (PANO) Gehalt [ug/L] von PA/PANO-kontaminierter Milch aus der Modelregion Bayern. Die Proben stammten
von mehreren ©kologisch oder konventionell wirtschaftenden Betrieben. Nicht aufgeflihrte Proben wiesen keine nachweisbaren PA/PANO-Gehalte auf
(< Nachweisgrenze). Es sind nur Analyten aufgefiihrt, die in mindestens einer Probe aus Bayern oder Schleswig-Holstein nachgewiesen wurden. Die PA/PANO-

Gehalte wurden gegebenenfalls auf zwei signifikante Stellen gerundet (Klein et al. 2024).

Pyrrolizidinalkaloid /Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxid Gehalt [ug/L]

2 ke

. ' - : : : el

2l ol 215 | € | |8 | g |-8|c¢ < c | T | e s | < £ [Wg/L]
2| 8| 2| 2| % £ g | 8 3 |8t | 8 3 S S g s | g =
o c = 5 > g = = % 5 QO o s) s) o o 0 k= 5
T 3 o T i} i o T T f== 3 3 3 3 3 ) © %)
1 A 1 o) n.n. n.n. 0,057 0,082 0,095 n.n n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n 0,35 n.n. 0,59
4 A 4 c n.n. <0,019 n.n. n.n n.n. n.n n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,010
13 A 13 c n.n. n.n. n.n. n.n n.n. n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. < 0,016 n.n. n.n. 0,008
19 B 1 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,023 n.n. n.n. 0,023
20 B 2 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,025 n.n. 0.10 0,13
30 B 12 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <0,034 0,017
38 B 20 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,033 n.n. n.n. 0,033
49 C 1 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. < 0,016 n.n. n.n. 0,008
50 C 2 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,018 n.n. n.n. 0,018
51 C 3 [¢] n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,022 n.n. n.n. 0,022
60 C 12 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,020 n.n. 0.064 0,084
62 C 14 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,019 n.n. n.n. 0,019
68 C 20 o) 0,024 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,029 n.n. n.n. 0,053
80 D 2 o) 0,010 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,066 0,076
83 D 5 o) n.n. 0,025 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,025
88 D 10 c n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <0,016 n.n. n.n. 0,008
90 D 12 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,047 0,047
98 D 20 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,025 n.n. n.n. 0,025

A, Winter/Fruhjahr 2020; B, Sommer/Herbst 2020; C, Winter/Fruhjahr 2021; D, Sommer/Herbst 2021; o, 6kologischer Landbau; c, konventioneller Landbau; n.n.,
nicht nachgewiesen (< Nachweisgrenze (LOD), fur siehe Tabelle 4); 2 Pyrrolizidinalkaloide und Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxide, die unterhalb der Bestimmungsgrenze
(LOQ) nachgewiesen wurden, wurden mit einem Gehalt von 0,5 LOQ beriicksichtigt
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Tabelle 8: Gehalt an Pyrrolizidinalkaloiden (PA) und PA-N-Oxid (PANO) [ug/L] von PA/PANO-kontaminierter Milch aus der Modelregion Schleswig-Holstein. Die
Proben stammten von mehreren 6kologisch oder konventionell wirtschaftenden Betrieben). Nicht gelistete Proben wiesen keine nachweisbaren PA/PANO-Gehalte
auf (< Nachweisgrenze). Es sind nur Analyten aufgefuhrt, die in mindestens einer Probe aus Bayern oder Schleswig-Holstein nachgewiesen wurden. Die PA/PANO-
Gehalte wurden gegebenenfalls auf zwei signifikante Stellen gerundet. (Klein et al. 2024).

Pyrrolizidinalkaloid /Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxid Gehalt [ug/L]
S o
£ = 2 Gesamt-
" o c 3 Q @) £ gehalt?
o 5 c = s IS < z £ c < [ug/L]
N a = 5 = = = = = IS = = £ £ 2 = <
(0] [ [0} 2 = c o n - £ Neo) e} =] = c o [} =
o) = = n ) = o) RS i) © Q Q Q Q Q o) ko] =
S s | 5| & o = 5 5 3 = S : : 2 8 S = 3
o ) oM T Ll L [ T T = ) =) ) =) - 4 oc ()
127 B 49 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,014 n.n 0,007
134 B 56 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. < 0,039 n.n. 0,639 n.n. 0,071 n.n. n.n. n.n. 0,73
165 C 52 o) n.n. n.n. n.n. 0,026 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,013
171 C 58 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0.093 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,093
172 C 59 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,057 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,057
185 D 74 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <0,019 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,010
207 E 68 c n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,12 <0,019 54 0,036 0,13 n.n. n.n. n.n. 5,6
215 E 91 o) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <0,016 n.n. n.n. 0,008

B, Sommer/Herbst 2020; C, Winter/Friihjahr 2021; D, Sommer/Herbst 2021; E, Winter/Frihjahr 2022; o, 6kologischer Landbau; ¢, konventioneller Landbau; n.n.,
nicht nachgewiesen (< Nachweisgrenze (LOD), fiir siehe Tabelle 4); 2 Pyrrolizidinalkaloide und Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxide, die unterhalb der Bestimmungsgrenze
(LOQ) nachgewiesen wurden, wurden mit einem Gehalt von 0,5 LOQ berticksichtigt
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4.2. Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten

4.2.1. Herstellung von Milchprodukten (MRI)

Bei der Herstellung von Joghurt kann der groRte Teil der Milch ohne Veranderung der
Zusammensetzung verarbeitet werden. In der Késeherstellung liegt die Ausbeute unter 20 %;
aus 100 L pasteurisierter Kuhmilch wurden 11,6 bis 12,2 kg Edamer, aus 20 L pasteurisierter
Ziegenmilch wurden 2,4 bis 3,0 kg Picodon bzw. aus 6 L pasteurisierter Schafmilch 0,9 bis
1,2 kg Manchego hergestellt, abhangig von der variablen Trockenmasse der Schaf- und
Ziegenmilch wie auch der angestrebten Trockenmasse des Kases. Dabei kommt es zum
beabsichtigten Abtrennen des Teilstroms Molke (Abbildungen 2 bis 4) und es treten
Produktverluste durch unvollstdndiges Entleeren von Anlagen und Gefalden auf. Andere
Prozessschritte tragen Stoffstréme ein, die sich auf die Konzentration der PA/PANO auswirken,
zum Beispiel beim Waschen des Kasebruchs oder Salzen des Kases. Die Massenbilanz in
Abbildung 7 fasst die zu- und fortgehenden Stoffstrome als Grundlage fir die Bilanzierung der
PA/PANO-Gehalte auf allen Stufen beispielhaft fir die Herstellung von Edamer aus Kuhmilch

Zusammen.

(=]
E pqsteurisierte
=N Milch O

=
= Kesselmilch O —
= O reine Molke
Starterkultur —
Gallerte O
CaCl2+KNO3
Lab Lablosung
© Bruclg:r:ilzsl; O waschwasser
@)
Bl Wasser
QO Salzbad
Salzlésung O gepresster Bruch
I Nacl —
CaCl2 O griiner Kise [Tl7]

Abbildung 7: Bilanz aller zu- und fortfiihrende Stoffstrome bei der Herstellung von Schnittkase Typ
Edamer aus Kuhmilch (Abbildung 2 (b)) in Form eines Sankey-Diagramms; Bezugsgrofte: 100 kg
pasteurisierte Kuhmilch, fett gedruckt: Hauptweg vom Ausgangsstoff pasteurisierte Milch bis zum
Endprodukt griiner Kase, Kreis: alle Probenahmepunkte zur Analyse der PA/PANO-Gehalte und von
prozessbegleitenden Parametern (Tabelle 9)
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4.2.2. Bestimmung der Milchinhaltsstoffe und Produktparameter (MRI)

Tabelle 9 fasst die Inhaltsstoffe und Tabelle 10 die physikalischen Parameter aller aus Kuh-,
Schaf- und Ziegenmilch hergestellten Produkte zusammen. Alle Versuche wurden i = 7
wiederholt, in jeweils mindestens drei Versuchen mit Milch aus der Transferstudie und vier
Versuchen mit kinstlich kontaminierter Milch. Die angegeben Mittelwerte und Streumale
beziehen sich auf die Gruppe aller Wiederholungen pro Tierart und Produkt. Beziiglich der
Inhaltsstoffe wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Produkten aus Milchen
der Transferstudien und kunstlich kontaminierten Milch gefunden. Diese wurden in den

Produktgruppen jeweils zusammengefasst.

Tabelle 9: Zusammensetzung aller Produkte aus Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch der Transferstudien
bzw. aus der kinstlich kontaminierten Milch; arithmetisches Mittel und Standardabweichung aus i
Versuchen pro Produkt und n analysierten Proben pro Produkt

Tierart  Produkt Inhaltsstoffe
Typ Reife- j  Trockenmasse Fett Protein F.i.Tr.a
zeit n  g/100g n g/l00g n g/l00g %
Kuh Rohmilch - 7 7 13,06 +0,36 7 4,087 £ 0,280 7 3,516 £ 0,105 -
Joghurt® 6d 7 21 13,97+£0,78 21 4,493 +0,155 21 2,814 +£0,403 -
Milchgel© 6d 7 21 13,88+0,29 23 4,480+0,154 21 3,058 + 0,439 -
Edamer 56 d 7 43 5455%+0,76 28 29,68+1,17 28 20,51+1,16 54,41
Schaf Rohmilch - 8 22 15,72+0,33 8 5,523 £ 0,446 8 4,204 + 0,155 -
Feta 56 d 7 36 41,43+3,46 28 21,48+2,64 28 1491+1,81 51,85
Manchego 112d 7 42 7101+266 28 3552+2,79 28 28,95+0,83 50,02
Ziege Rohmilch - 7 24 11,78+0,18 14 3,389+0,162 14 2,933 +£0,033 -
Joghurt® 6d 7 21 11,75x0,18 21 3,375+0,160 42 2,571 +£0,319 -
Milchgel® 6d 7 21 12,93+0,19 21 3,327+0,173 42 2,556 + 0,384 —

Picodon 21d 7 14 51,25+560 14 28,58+2,94 28 20,67 +2,88 55,77

a F.i.Tr., berechneter Fettgehalt in der Trockenmasse
b hocherhitzte Joghurtmilch mit Milchsaurebakterien bis pH 4,6 fermentiert
¢ hocherhitzte Joghurtmilch mit Glucono-delta-Lacton (GDL) auf pH 4,6 gesduert
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Tabelle 10: Physikalische Parameter aller Produkte aus kontaminierter Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch
der Transferstudien bzw. aus der kinstlich kontaminierten Milch; arithmetisches Mittel und
Standardabweichung aus i Versuchen pro Produkt und n analysierten Proben pro Produkt

Tierart Produkt physikalische Parameter
Typ Reifezeit  j pH SHa
n - n -

Kuh Rohmilch - 7 7 6,674 £ 0,070 7 6,679 £ 0,168
Joghurt® 6d 7 9 4,187 £ 0,018 9 40,26 £ 0,11
Milchgel® 6d 7 9 4,610 £ 0,060 9 24,71 £0,41
Edamer 56 d 7 14 5,236 £ 0,095 - -

Schaf Rohmilch - 8 8 6,684 + 0,067 8 6,820 £ 0,483
Feta 56d 7 14 5,034 + 0,261 - -
Manchego 112d 7 14 5,111 +0,072 - -

Ziege Rohmilch - 7 14 6,674 +0,050 7 5,820 £ 0,334
Joghurt® 6d 7 18  4,233+0,027 - -
Milchgel® 6d 7 18 4,541 + 0,035 - -
Picodon 21d 7 14 5,820 £ 0,194 - -

a Bestimmung der Soxhlet-Henkel-Zahl nur in fliissigen Proben moglich
bhocherhitzte Joghurtmilch mit Milchsaurebakterien bis pH 4,6 fermentiert
¢hocherhitzte Joghurtmilch mit Glucono-delta-Lacton (GDL) auf pH 4,6 gesauert

Der Proteingehalt, bestimmt mit der Dumas-Methode, wies die hochste Variabilitat auf.
Insbesondere fur die fermentierten Milchprodukte Joghurt (max. CV 14,3 %) und Milchgel
(max. CV 15,0 %) war aufgrund der inhomogenen Probenmatrix die Wiederholbarkeit der
Einzelmessungen aufierhalb der Erfahrungswerte fir die Dumas-Methode (0,002 %, bezogen
auf den Stickstoffgehalt) oder nach Kjeldahl (0,006 % N) (VDLUFA 2010). Bei héherem
Proteingehalt in den Kasen sinkt der Variationskoeffizient auf 5,6 % in Edamer aus Kuhmilch
bis 13,9 % in Picodon aus Ziegenmilch (Tabelle 9). Die erhdhte Variabilitdt des Proteingehalts
im Ziegenmilchkase erfolgt analog der grof3eren Schwankungsbreite der Trockenmasse durch
das Abtropfen der Molke.

Die fermentierten Milchprodukte aus Kuh- und Ziegenmilch, Rihrjoghurt und das beispielhaft
mit Glucono-delta-lacton (GDL) gesduerte Milchgel wiesen gegeniber handelsiblichem
Joghurt eine geringere Trockenmasse und Proteingehalt auf. Fur diese Studie wurde auf eine
Standardisierung mittels Milchpulver verzichtet, welche die groRe Variabilitat der
Zusammensetzung von Ziegenmilch ausgleichen kénnte. Die Pulver wéaren aus einer anderen
Quelle aullerhalb der Studie und damit unbekannter Eintragsweg fur PA/PANO. Die weitere
Verarbeitung, und damit die Stabilitdt und der Abbau der PA/PANO, war jedoch mit
Handelsprodukten vergleichbar (Abbildung 2 (a)). Joghurt und GDL-Milchgele unterschieden
sich nur geringfligig in ihrer Zusammensetzung und dienten zum Vergleich, wie sich eine rein
chemische Sauerung, ohne metabolische Effekte der Starterkultur, auf die PA/PANO-Gehalte

auswirken (Tamime & Robinson 2007).
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Durch die, wahrend der 6-tagigen Lagerung fortwahrende mikrobielle Sduerung des Joghurts
fiel der pH-Wert auch nach Ende der Fermentation von 4,6 weiter auf 4,2 ab, wahrend das
GDL-Milchgel bei 4,5 stoppte. Analog steigt der SH (Soxhlet-Henkel)-Wert und damit die

Pufferkapazitat des mikrobiell gesduerten Joghurts an (Tabelle 10, siehe Kuhmilch).

Der aus Kuhmilch hergestellte Edamer entsprach der Einordung in die Kasegruppe (fester)
Schnittkase: die Trockenmasse des Produkts betrug 54,5 % nach einer typischen Lagerzeit
von 8 Wochen (Tabelle 9). Das Verhaltnis des Fettgehalts zur Trockenmasse (F.i.Tr.) lag mit
54,4 % hoher als bei Handelsprodukten (45-50 % F.i.Tr.), fur die der Fettgehalt der
Kasereimilch meist reduziert wird (McSweeney et al. 2017). Fir alle Kase in dieser Studie
wurde die Milch verwendet wie erhalten und das Fett:Protein-Verhaltnis nicht standardisiert
(Abbildung 2), um die Massenbilanz und PA/PANO-Gehalte nicht zu verandern. Die weitere
Verarbeitung erfolgte wie bei handelsiblichen Produkten. Die gereiften Edamer entsprachen

in Geruch und Aussehen den Erwartungen an Handelsprodukte.

Aus Schafmilch konnten Weichkase Typ Feta und Hartkase Typ Manchego hergestellt werden.
Diese waren aufgrund ihrer Trockenmasse nach einer typischen Reifezeit von 8 Wochen bzw.
4 Monaten den Gruppen Weich- bzw. Hartkdse zuzuordnen (Tabelle 9). Der Fettanteil betrug
durch den hohen Ausgangsgehalt der rohen Schafmilch von 5,1 % (Kuhmilch: 4,1 %) 50,2 %
F.i.Tr. in Feta und 48,3 % F.i.Tr. in Manchego (McSweeney et al. 2017). Beide Kase waren in
ihrem Reifungsverhalten, Aussehen und Geruch produkttypisch. Sie entsprachen den

Erwartungen an gleichartige Handelsprodukte.

Der aus Ziegenmilch hergestellte Picodon entsprach der Einordung in die K&segruppe
Weichkase: die Trockenmasse des Produkts betrug zu Beginn 43,0 %, und stieg auf 51,3 %
nach einer typischen Lagerzeit von 3 Wochen (Tabelle 9). Das Verhaltnis des Fettgehalts zur
Trockenmasse lag mit 55,8 % hoher als bei Handelsprodukten (45 % F.i.Tr.), da ausschlief3lich
mit Milchen vom Beginn der Laktationsperiode der Ziegen gearbeitet wurde. Diese weist zu
Beginn und am Ende der Laktation die hochsten Fettgehalte auf (Arrigo & Frioud 2021). Die
gereiften Picodon entsprachen in Geruch und Aussehen den Erwartungen an

Handelsprodukte.
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4.2.3. PA/PANO-Analytik

4.2.3.1. PA/PANO-Analytik der Probensets Joghurt und Schnittkase Typ Edamer

aus kiinstlich und natiirlich kontaminierter Kuhmilch

Validierung der Methodik fiir die Probensets Joghurt und Schnittkdse Typ Edamer aus
Kuhmilch
Die Methodik fur die Analytik der Proben der Probensets Joghurt und Edamer aus Kuhmilch

wurde mittels Blindmaterials, welches an der LMU im kleinen Labormalstab hergestellt wurde,
validiert. Das Blindmaterial wurde in Anlehnung an die Vorgehensweise der Herstellung der
Milchprodukte aus kontaminierter Kuhmilch (3.2.1.1.) mit entsprechender Anpassung an den
Labormalstab verfahren. Fir die Evaluierung der Methodik wurde das Blindmaterial im

Vierfachansatz zu 2 ug/kg bzw. ug/L dotiert.

Die Kenndaten zu den Matrices Joghurt und Milchgel sind in Tabelle 11 dargestellt. Der Median
der Wiederfindungsraten der 39 PA/PANO war in Joghurt bei 88 % und in Milchgel bei 74 %.
Merenskin-N-Oxid, Riddelliin-N-Oxid und Seneciphyllin-N-Oxid wiesen Wiederfindungsraten
zwischen 9 % (Merenskin-N-Oxid) und 50 % (Seneciphyllin-N-Oxid) in Joghurt und Milchgel
auf. Die zugehorige RSD war zwischen 7 % (Seneciphyllin-N-Oxid) und 34 % (Merenskin-N-
Oxid) bzw. 10 % (Seneciphyllin-N-Oxid) und 24 % (Merenskin-N-Oxid) in Joghurt bzw.
Milchgel. Im Gegensatz dazu wies Merepoxin-N-Oxid eine WFR von 138 % in Joghurt und
118 % in Milchgel auf mit einer RSD von 10 % bzw. 20 %. Aufgrund ihrer Wiederfindungsrate
wurden diese vier PANO als lediglich semiquantitativ bestimmbar eingestuft. Merenskin-N-
Oxid, Merepoxin-N-Oxid und Riddelliin-N-Oxid waren ebenfalls in dem Probenmaterial Milch
aufgrund ihrer sehr geringen bzw. hohen WFR lediglich semiquantitativ bestimmbar (Klein et
al. 2022).

Die RSD war in Joghurt fur alle PA/PANO, mit Ausnahme von Merenskin-N-Oxid (34 %),
< 20 %. In Milchgel war die RSD fir 35 PA/PANO < 20%. Fur Jacobin-N-Oxid, Lasiocarpin,
Merenskin-N-Oxid und Merepoxin-N-Oxid wurden RSD-Werte von 20 % bis 33 % ermittelt.

Fir die Linearitdt der Messmethode in der Matrix Joghurt aus Kuhmilch wurden fir alle
PA/PANO R2?-Werte von > 0,99 ermittelt. Als Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde fir alle
PA/PANO 0,1 ug/L festgesetzt, dies entsprach der Konzentration des kleinsten
Kalibrierstandards bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial, bei der ein Signal-
Rauschverhaltnis von > 10 fur den Quantifier und ein Signal-Rauschverhaltnis von > 3 fir den

Quallifier bestimmt wurde.
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Tabelle 11: Uberblick (ber die Kenndaten der Methodik fir die Ermittlung des Pyrrolizidinalkaloid (PA)
und PA-N-Oxid-(PANO)-Gehalts in Joghurt und Milchgel aus Kuhmilch. Durchschnittliche
Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedriickt als relative Standardabweichung,
RSDy) bei einer Dotierung auf 2 ug/L mit n =4 Wiederholungen und Bestimmungrenze (LOQ). Der
Kalibrierbereich war 0,1 bis 5,5 pug/L (n = 5) bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial.

Joghurt Milchgel
LO WFR RSD LO WFR RSD
PAIPANO ol [%] [%] ol [%] [%]
Echimidin 0,1 87 5 0,1 74 9
Echimidin-N-Oxid 0,1 92 10 0,1 80 4
Erucifolin 0,1 109 5 0,1 83 5
Erucifolin-N-Oxid 0,12 68 6 0,12 62 4
Heliotrin 0,1 100 12 0,1 82 8
Heliotrin-N-Oxid 0,1 98 6 0,1 86 11
Integerrimin 0,1 86 8 0,1 63 1
Integerrimin-N-Oxid 0,1 88 4 0,1 82 4
Jacobin 0,1 114 10 0,1 103 3
Jacobin-N-Oxid 0,1 85 7 0,1 71 33
Jacolin 0,1 98 5 0,1 88 11
Jacolin-N-Oxid 0,1 79 6 0,1 71 4
Jaconin 0,1 68 5 0,1 51 5
Lasiocarpin 0,1 90 18 0,1 74 27
Lasiocarpin-N-Oxid 0,1 100 3 0,1 83 2
Lycopsamin 0,1 110 7 0,1 94 8
Lycopsamin-N-Oxid 0,12 84 5 0,12 72 3
Merenskin 0,1 77 13 0,1 59 9
Merenskin-N-Oxid 0,1 14 34 0,1 9 24
Merepoxin 0,1 106 10 0,1 90 3
Merepoxin-N-Oxid 0,1 138 10 0,1 118 20
Monocrotalin 0,1 92 8 0,1 75 8
Monocrotalin-N-Oxid 0,1 76 3 0,1 73 4
Retrorsin 0,1 99 6 0,1 78 5
Retrorsin-N-Oxid 0,1 87 7 0,1 76 12
Riddelliin 0,1 85 6 0,1 68 6
Riddelliin-N-Oxid 0,12 23 7 0,12 19 13
Sceleratin 0,1 93 8 0,1 74 6
Sceleratin-N-Oxid 0,1 79 5 0,1 67 8
Senecionin 0,1 79 11 0,1 69 9
Senecionin-N-Oxid 0,1 96 3 0,1 84 6
Seneciphyllin 0,1 92 7 0,1 68 5
Seneciphyllin-N-Oxid 0,12 50 7 0,12 47 10
Senecivernin 0,1 78 10 0,1 70 15
Senecivernin-N-Oxid 0,1 94 5 0,1 79 4
Senkirkin 0,1 89 6 0,1 79 6
Spartioidin 0,1 86 8 0,1 67 2
Usaramin 0,1 95 7 0,1 78 5
Usaramin-N-Oxid 0,1 79 5 0,1 70 10

aLinearitatsbereich bis 2,75 ug/L, n = 4 Kalibrierpunkte
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Die ermittelten Kenndaten fir die Matrices des Schnittkdses Typ Edamer und der zugehdrigen
Prozessvorstufen sind in Tabelle 12. Im Probenmaterial Molke wurden WFR zwischen 7°%
(Merenskin-N-Oxid) und 106 % (Lycopsamin) mit einem Median von 78 % ermittelt. FUr das
finale Produkt (Kése nach 56 Tagen Reifung) wurden WFR zwischen 9 % (Merenskin-N-Oxid)
und 81 % (Lycopsamin) mit einem Median von 62 % bestimmt. Insgesamt schwanken die
Wiederfindungsraten der verschiedenen Analyten deutlich zwischen den unterschiedlichen
Probenmatrices. Zum Beispiel wies Jacobin in der Molke nach dem Pressen eine
Wiederfindung von 74 % und im Edamer nach dem Salzbad 144 % auf. Das bereits in der
Milch lediglich semiquantitativ erfassbare Merenskin-N-Oxid konnte nicht oder nur mit sehr
grolien Schwankungen in mehreren Matrices des Probensets bestimmt werden. Eine
Bestimmung, wenn auch nur qualitativ, von Merenskin-N-Oxid (Isomer von Jaconin-N-Oxid)

konnte daher flr das Probenset Edamer nicht erreicht werden.

Die RSD-Werte waren beispielsweise in der Molke < 15 % und in dem Kase nach 56 Tagen
Reifung <20 %, mit Ausnahme von Merenskin-N-Oxid. Die RSD-Werte waren fiur die
PA/PANO, welche ein Chlor-Atom in ihrer Molekulstruktur aufweisen, z. B. Jaconin, in den
Matrices Kaése nach dem Salzbad und dem Salzbad nach der Kaseentnahme stark erhdht
(Tabelle 12).

Als Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde die Konzentration des kleinsten Kalibrierstandards
bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial, bei der ein Signal-Rauschverhaltnis von > 10 flr
den Quantifier und ein Signal-Rauschverhaltnis von > 3 flr den Qualifier bestimmt wurde,
festgesetzt. Fur den Grofteil der Analyt-Matrix-Kombinationen war diese 0,1 pg/L, insgesamt
lag die Bestimmungsgrenze zwischen 0,1 ug/L bis 0,9 ug/L bezogen auf den Gehalt im

Probenmaterial.

Die Auswertung der Linearitat in den Matrixkalibrierungen ergab, dass obwohl ein RSD von
<15 % fur den Grofiteil der PA/PANO festgestellt wurde, die Mdglichkeit einer vollstéandig
quantitativen Bestimmung insgesamt begrenzt war, weshalb die fir die Probenmaterialen des
Probensets Schnittkdse Typ Edamer als semiquantitativ bestimmt gewertet wurden (Daten

nicht dargestellt).
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Tabelle 12: Uberblick tiber die Kenndaten der Methodik fiir die Ermittlung des Pyrrolizidinalkaloid (PA) und PA-N-Oxid-(PANO)-Gehalts in den Proben des Edamer-
Sets. Durchschnittliche Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedriickt als relative Standardabweichung, RSD:) bei einer Dotierung auf 2 pg/L
bzw. pg/kg mit n = 4 Wiederholungen und Bestimmungsgrenze (LOQ). Der Kalibrierbereich war 0,1 - 5,5 pg/L bzw. 0,1 - 5,0 ug/kg bezogen auf den Gehalt im

Probenmaterial.
Kasebruch Molke Molke nach dem Kéase nach dem Kéase nach 56 Tagen Salzbad
Pressen Salzbad Reifung
PA/PANO LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR2 | RSD? | LOQ | WFR | RSD
[bg/L] | [%] [%] | [wg/L] | [%] [%] | [wg/L]l | [%] [%] | [ug/kgl | [%] [%] | [ug/kgl| [%] [%] | [wg/L] | [%] [%]
Echimidin 0,1 70 10 0,1 78 6 0,1 63 4 0,1 95 6 0,1 64 6 0,1 76 2
Echimidin-N-Oxid 0,1 82 7 0,1 76 4 0,1 73 7 0,1 80 4 0,1 52 4 0,1 82 10
Erucifolin 0,1 75 9 0,4 87 3 0,1 69 5 0,4 134 9 0,1 78 7 0,1 83 7
Erucifolin-N-Oxid 0,1 71 7 0,4 76 4 0,1 62 3 0,1 75 1 0,1 55 10 0,1 91 9
Heliotrin 0,1 82 7 0,1 80 4 0,10 87 8 0,1 100 6 0,1 60 3 0,1 81 10
Heliotrin-N-Oxid 0,1 90 4 0,1 87 2 0,1 87 4 0,1 85 4 0,1 57 6 0,1 77 15
Integerrimin 0,1 73 14 0,1 75 6 0,1 59 5 0,1 111 6 0,4 70 3 0,1 67 8
Integerrimin-N-Oxid 0,1 83 5 0,1 75 3 0,1 80 7 0,1 80 4 0,1 53 4 0,1 93 6
Jacobin 0,1 92 9 0,4 102 2 0,1 74 4 0,1 144 6 0,1 81 5 0,1 101 14
Jacobin-N-Oxid 0,1 68 8 0,1 76 5 0,1 72 1 0,10 73 5 0,1 59 12 0,1 87 11
Jacolin 0,1 79 9 0,1 72 6 0,1 73 4 0,4 110 6 0,9 69 8 0,1 65 13
Jacolin-N-Oxid 0,1 75 9 0,1 79 3 0,1 69 5 0,1 83 5 0,4 54 6 0,1 79 12
Jaconin 0,1 60 8 0,1 54 10 0,1 57 4 0,1 69 40 0,4 58 16 0,1 26 29
Lasiocarpin 0,1 84 18 0,1 64 13 0,1 91 19 0,1 79 5 0,1 59 3 0,1 79 3
Lasiocarpin-N-Oxid 0,1 87 5 0,1 80 6 0,1 85 9 0,1 81 7 0,1 53 3 0,1 97 8
Lycopsamin 0,1 84 8 0,4 106 4 0,1 86 7 0,1 136 5 0,1 81 5 0,1 86 13
Lycopsamin-N-Oxid 0,1 82 4 0,1 104 5 0,1 74 4 0,1 78 5 0,1 57 4 0,1 88 7
Merenskin 0,1 69 8 0,4 63 7 0,1 69 15 0,4 83 19 0,4 63 9 0,1 37 33
Merenskin-N-Oxid 0,1 13 12 0,4 7 32 n.b. n.b. n.b. 0,4 11 161 0,4 9 77 n.b. n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmbar

an = 3 Replikate

bhochster verwendeter Kalibrierstandard war 2,5 ug/L
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Tabelle 12: Fortsetzung

Kasebruch Molke Molke nach dem Kéase nach dem Kéase nach 56 Tagen Salzbad
Pressen Salzbad Reifung
PA/PANO LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR | RSD | LOQ | WFR® | RSD? | LOQ | WFR | RSD
[bg/L] | [%] [%] | [Wg/L] | [%] [%] | [Wg/L] | [%] [%] | [ug/kgl| [%] [%] | [ug/kgl| [%] [%] | [wg/L] | [%] [%]
Merepoxin 0,1 86 8 0,9 98 7 0,1 79 8 0,1 125 19 0,4 63 15 0,1 109 19
Merepoxin-N-Oxid 0,1 116 10 0,4 96 6 0,10 99 14 0,1 81 8 0,4 73 13 0,1 104 6
Monocrotalin 0,1 76 5 0,4 94 5 0,1 76 2 0,1 128 7 0,1 75 1 0,1 87 13
Monocrotalin-N-Oxid | 0,1 74 7 0,1 75 4 0,1 70 5 0,1 86 7 0,4 65 1 0,1 81 4
Retrorsin 0,1 77 12 0,4 87 4 0,1 73 2 0,1 117 10 0,1 66 6 0,1 83 15
Retrorsin-N-Oxid 0,1 80 10 0,1 78 6 0,1 79 6 0,1 80 5 0,4 62 6 0,1 74 18
Riddelliin 0,1 68 15 0,4 71 7 0,1 65 5 0,4 100 4 0,1 59 8 0,1 77 4
Riddelliin-N-Oxid 0,1 31 1 0,1 16 10 0,1° 28 6 0,1 26 19 0,1 32 6 0,1 72 7
Sceleratin 0,1 75 1 0,4 88 4 0,1 74 7 0,4 113 2 0,1 68 7 0,1 85 7
Sceleratin-N-Oxid 0,1 78 7 0,4 72 4 0,1 61 7 0,1 80 6 0,1 56 3 0,1 77 8
Senecionin 0,1 71 21 0,1 80 6 0,1 62 9 0,1 114 8 0,4 76 1 0,1 70 5
Senecionin-N-Oxid 0,1 83 7 0,1 83 7 0,1 78 4 0,1 81 6 0,1 56 4 0,1 90 1
Seneciphyllin 0,1 64 13 0,1 75 5 0,1 65 4 0,1 112 5 0,1 72 5 0,1 75 7
Seneciphyllin-N-Oxid | 0,1 54 7 0,1 44 7 0,1 56 5 0,1 48 8 0,1 42 8 0,1 82 18
Senecivernin 0,1 71 8 0,1 78 9 0,1 63 8 0,1 103 8 0,1 72 1 0,1 68 7
Senecivernin-N-Oxid | 0,1 83 6 0,1 77 3 0,1 73 4 0,1 81 7 0,1 58 4 0,1 88 7
Senkirkin 0,1 75 7 0,1 75 5 0,1 67 1 0,1 86 5 0,1 53 6 0,1 81 3
Spartioidin 0,1 70 12 0,4 74 5 0,1 65 6 0,4 104 7 0,1 66 3 0,1 70 3
Usaramin 0,1 76 6 0,4 85 4 0,1 75 5 0,4 108 10 0,1 66 3 0,1 86 8
Usaramin-N-Oxid 0,1 73 13 0,1 80 3 0,1 68 4 0,1 79 7 0,4 68 14 0,1 66 9

n.b.: nicht bestimmbar

an = 3 Replikate

bhochster verwendeter Kalibrierstandard war 2,5 ug/L
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PA/PANO in Joghurt aus Kuhmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Joghurt

Fir neun der zehn eingesetzten PA wurde in den Joghurtproben aus kiinstlich kontaminierter
Milch ein relativer Anteil des PA-Gehalts von 71,3 £ 14,6 % bis 86,2 + 21,5 % bezogen auf die
Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) bestimmt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Pyrrolizidinalkaloide und -N-Oxide (PA/PANO) in Joghurt aus kunstlich kontaminierter
Kuhmilch: Relativer Anteil des Gehalts der eingesetzten PA/PANO bezogen auf den Gehalt der dotierten
Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) fur die Produkte Joghurt (blau, aus /=3 Chargen mit je
m = 3 Bechern, insgesamt n = 9 Proben) und Milchgel (orange, aus i = 3 Chargen mit je m = 3 Bechern,
insgesamt n = 9 Proben). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den bestimmten Gehalt
der eingesetzten dotierten Milch der jeweiligen Charge bezogen und anschlieRend gemittelt.

Unter Berucksichtigung der vorliegenden SD deuten die Daten daraufhin, dass im Rahmen
der Joghurtherstellung fir diese PA nicht von einer relevanten Verringerung des relativen
Anteils des PA-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch ausgegangen werden kann. Lediglich
das PA Monocrotalin und das PANO Senecionin-N-Oxid wiesen in den Joghurtproben deutlich
geringere relative Anteile des Gehalts von 57,3 + 16,9 % bzw. 27,2 + 11,2 % gegenulber der
Ausgangsmilch auf. Diese relativen Anteile des Gehalts waren ebenfalls im Vergleich zu den
in den Milchgelproben bestimmten relativen Anteile des Gehalts verringert. Insgesamt waren
die SD im Probenmaterial Joghurt hoher als fir das chemisch gesduerte Kontrollprodukt

Milchgel.
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Wahrend der Senecionin-N-Oxid-Gehalt im Joghurt deutlich abgenommen hatte, wurde das
korrespondierende PA Senecionin im Joghurt bestimmt. Die Bildung von Senecionin wurde
durch den Vergleich mit einem Referenzstandard bestatigt. Der relative Anteil des Senecionin-
N-Oxid-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch war im Milchgel 77,9 + 7,9 %. Die Daten

legen somit eine Reduktion des PANO zum PA durch die Starterkulturen nahe.

B. Natiirlich kontaminierter Joghurt

Die aus den Transferversuchen mit Rindern erhaltene natirlich kontaminierte Milch wurde
nach dem gleichen Herstellungsprotokoll wie die kiinstlich kontaminierte Kuhmilch zu Joghurt
und Milchgel verarbeitet. Aufgrund der natirlichen Kontamination mit PA/PANO konnte
zusatzlich der Einfluss des Erhitzungsvorgang der Milch in Vorbereitung auf die
Joghurtherstellung untersucht werden. Der PA/PANO-Gesamtgehalt in der Rohmilch betrug
102,9+4,9% des Gehalts in der hocherhitzten Joghurtmilch, die als Referenz
(Ausgangsmilch) flr alle Herstellungsprozesse als diente. Der PA/PANO-Gesamtgehalt wurde
durch die Homogenisierung (60 °C, 250/50 bar) und anschlieRende Hocherhitzung (92 °C,
300 s) nicht beeinflusst. Insgesamt wurden in der natirlich kontaminierten Rohmilch, sowie in
der hocherhitzten Joghurtmilch (Ausgangsmilch) Jacolin, Jacobin, Jaconin und Jacobin-N-
Oxid Uber LOQ bestimmt. Diese vier PA/IPANO wurden auch im Joghurt Uber LOQ
nachgewiesen. Im Milchgel wurde zusatzlich Jacolin-N-Oxid Uber LOQ detektiert.

Im Joghurt wurde nach der Reifung ein relativer Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts von
80,7 £ 6,3 % gegenlber der Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) der jeweiligen Charge
bestimmt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Pyrrolizidinalkaloide und -N-Oxide (PA/PANO) in Joghurt aus naturlich kontaminierter
Kuhmilch: Relativer Anteil des Gehalts der bestimmten PA/PANO bezogen auf den in der jeweiligen
hocherhitzen Milch bestimmten PA/PANO-Gehalt fiir die Produkte Joghurt (blau, aus i = 3 Chargen mit
je m=3 Bechern, insgesamt n =9 Proben) und Milchgel (orange, aus i=3 Chargen mit je m=3
Bechern, insgesamt n = 9 Proben) aus Kuhmilch. Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf
den bestimmten Gehalt der hocherhitzen Milch der jeweiligen Charge bezogen und anschliel3end
gemittelt.

In der Ausgangsmilch war Jacolin mit einem relativen Anteil von 80 - 81 % am PA/PANO-
Gesamtgehalt der Hauptanalyt im PA/PANO-Profil. Im Joghurt lag der relative Anteil des
Jacolin-Gehalts bei 81,1 + 7,5 % bezogen auf die Ausgangsmilch. Dieser stimmt somit mit dem
relativen Jacolin-Anteil bezogen auf die Ausgangsmilch Uberein, welcher im Rahmen der
kinstlichen Kontamination von Joghurt aus Kuhmilch ermittelt wurde. Im Gegensatz zur
Joghurtherstellung aus kunstlich kontaminierter Kuhmilch war bei der Joghurtherstellung aus
natirlich kontaminierter Kuhmilch der relative Anteil des Jacolin-Gehalts bezogen auf die
Ausgangsmilch fur Milchgel gering erniedrigt gegenuber dem Joghurt. Der relative Anteil des

Jacolin-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch war im Milchgel 90,6 + 4,0 %.

Durch den hohen Anteil von Jacolin am PA/PANO-Gesamtgehalt in der Ausgangsmilch war
auch der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts bezogen auf die Ausgangsmilch im

Milchgel gegentiber dem Joghurt erniedrigt.
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Der Anteil von Jacolin am PA/PANO-Gesamtgehalt war auch nach der Fermentation konstant

zwischen 79 - 83 % (i=3 Chargen mit je m=3 Bechern).

PA/PANO in Schnittkdse Typ Edamer aus Kuhmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Schnittkdse Typ Edamer

Unter der Einschrankung der semiquantitativen Bestimmung (4.2.3.1.), konnten lediglich
erhebliche Anderungen im relativen Anteil des PA/PANO-Gehalts bezogen auf die
Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) wahrend der Herstellung von Schnittkase des
Typs Edamer eingeordnet werden.

Uber die unterschiedlichen PA hinweg wurde im finalen Produkt (K&se nach 56 Tagen Reifung)
insgesamt eine Tendenz zu einem verringerten relativen Anteil des PA-Gehalts um etwa die
Halfte bezogen auf die Ausgangsmilch beobachtet. Der relative Anteil des PA-Gehalts in den
Proben Molke, Molke nach dem Pressen, Kasebruch und Kase nach dem Salzbad war
vergleichbar mit den Werten der Ausgangsmilch. Im Salzbad nach der Kdseentnahme wurden

ein geringer relativer Anteil des PA-Gehalts im Vergleich zur Ausgangsmilch nachgewiesen.

Wie flir den Joghurt aus Kuhmilch wurde auch bei der Herstellung des Schnittkdse Typ Edamer
eine deutliche Verringerung des relativen Anteils des Senecionin-N-Oxid-Gehalts bereits ab
Beginn der Herstellung beobachtet. Der relative Anteil des Senecionin-N-Oxid-Gehalts in der
Molkeprobe war jedoch vergleichbar mit den Werten der Ausgangsmilch. In den Proben
Kasebruch und Molke nach dem Pressen war der relative Anteil des Senecionin-N-Oxid-
Gehalts bereits um etwa die Halfte gesunken. Aufgrund der komplexen Probenmatrices konnte
die Anwesenheit von Senecionin bei Abbau von Senecionin-N-Oxid nur qualitativ bestatigt

werden.

B. Natiirlich kontaminierter Schnittkdse Typ Edamer

In der natirlich kontaminierten Milch, welche aus den Transferstudien mit Rindern gewonnen
wurde, tragt Jacolin einen sehr hohen Anteil am PA/PANO-Gesamtgehalt bei. Folglich werden
die Veranderung des PA/PANO-Gesamtgehalts in hohem Mal} von dem Verbleib von Jacolin
wahrend der Prozessierung der Milch beeinflusst. Unter der Einschrankung der
semiquantitativen Bestimmung (4.2.3.1.), konnten nur erhebliche Anderungen im relativen
Anteil des PA/PANO- bzw. des Jacolin-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte

Kesselmilch) wahrend der Herstellung von Schnittkdse des Typs Edamer eingeordnet werden.
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Sowohl der relative Anteil des Jacolin-Gehalts als auch der relative Anteil des PA/PANO-
Gesamtgehalts bezogen auf die Ausgangsmilch war zwischen den unterschiedlichen
Stoffstromen (Kasebruch, Molke, Molke nach dem Pressen) wahrend der Herstellung des
Schnittkases Typ Edamer bis zum Kase nach dem Salzbad vergleichbar. Nach 56 Tagen
Reifung war eine Tendenz zur Abnahme zu einem verringerten relativen Anteil des PA-Gehalts
um etwa die Halfte bezogen auf die Ausgangsmilch erkennbar. Im Salzbad wurde Jacolin in

Spuren bestimmt.

Zusatzlich wurde fur die natlrlich kontaminierte Milch auch der Einfluss des
Erhitzungsprozesses zur Herstellung von pasteurisierter Kesselmilch aus Rohmilch
untersucht. Hierbei war der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts sowie des Jacolin-
Gehalts allein vergleichbar mit der pasteurisierten Kesselmilch (Ausgangsmilch). Die Daten
weisen somit daraufhin, dass Jacolin durch die Bedingungen wahrend der Pasteurisierung,
wie diese in Vorbereitung auf die Herstellung von Schnittkdse des Typs Edamer erfolgt, nicht

beeinflusst wird.

4.2.3.2. PA/IPANO-Analytik der Probensets Joghurt, Weichkdse Typ Picodon,
Weichkase Typ Feta und Hartkdase Typ Manchego aus natirlich und kiinstlich

kontaminierter Ziegen- und Schafmilch

Auf Grund der hohen Komplexitat der Proben und den gewonnenen Erkenntnissen aus den
Untersuchungen der Probensets Schnittkdse Typ Edamer und Joghurt aus Kuhmilch (4.2.3.1.)
erfolgte zur Analyse der PA/PANO in Milchprodukten, hergestellt aus der Milch von kleinen

Wiederkauern, zunachst eine Methodenoptimierung (3.2.3.2.).

Methodenoptimierung und -validierung fiir das Probenset Joghurt aus Ziegenmilch

Die Ziegen hatten in der Transferstudie hdhere Extrakt-Dosierungen als die Rinder erhalten,
das hatte hohere PA/PANO-Gehalte in der Milch fur die Joghurtherstellung zur Folge. Die
Ergebnisse des Probensets Joghurt aus Kuhmilch zeigen, dass auch fur die kunstlich
kontaminierten Proben gut nachweisbare PA/PANO-Gehalte vorhanden waren. Somit war es
im Weiteren fur das Probenset Joghurt aus Ziegenmilch méglich bei der Rekonstitution, nach
dem Abdampfen unter Stickstoff, das Aufnahmevolumen von 500 uL auf 1000 yL zu erhdhen.
Das flhrte auch zu einer Verdinnung der enthaltenen Matrix, was sich positiv auf die
Messqualitat auswirkte. Die Methode fur die PA/PANO-Analytik der Proben des Probensets
Joghurt aus Ziegenmilch wurde mittels Blindmaterials, welches an der LMU im kleinen
Labormalstab hergestellt wurde, validiert. Das Blindmaterial wurde in Anlehnung an die
Herstellung des Joghurts und des Milchgels aus Ziegenmilch (3.2.1.1.) mit entsprechender

Anpassung an den Labormalstab hergestellt.
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Far die Methodenvalidierung wurde das Blindmaterial im Funffachansatz zu je 0,2, 0,75 und

4,5 ug/L dotiert und gemaR der optimierten Methode analysiert.

Die Ergebnisse der Validierung zu den Matrices Joghurt und Milchgel sind in Tabelle 13
dargestellt. Fur 36 der 39 evaluierten PA/PANO war die WFR in der Matrix Joghurt aus
Ziegenmilch zwischen 59,7 % (Jaconin) und 114,6 % (Sceleratin-N-Oxid) mit einer RSD
zwischen 2,0 % (Integerrimin-N-Oxid) und 18,7 % (Erucifolin-N-Oxid). Der Median der WFR
sowie des RSD lag fur diese 36 PA/PANO bei 93,1 % bzw. 7,5 %. Fir die gleichen 36 PA/PANO
war die WFR in der Matrix Milchgel aus Ziegenmilch zwischen 51,7 % (Jaconin) und 114,4 %
(Jacobin) mit einer RSD zwischen 1,4 % (Spartioidin) und 33,2 % (Merenskin). Der Median
der WFR sowie des RSD lag fur diese 36 PA/PANO bei 90,8 % bzw. 6,9 %.

Merenskin-N-Oxid, Merepoxin-N-Oxid und Riddelliin-N-Oxid, welche bereits nur
semiquantitativ in der Milch bestimmbar waren (Klein et al. 2022), waren auch in den Matrices
Joghurt und Milchgel aus Ziegenmilch eingeschrankt durch eine sehr geringe bzw. hohe WFR

nur semiquantitativ bestimmbar (Tabelle 13).

Fur die Linearitat der Messmethode wurden R2-Werte von > 0,99 fiir alle Analyten in beiden
Matrices (Joghurt und Milchgel) ermittelt (Tabelle 13). LOQ war fir alle PA/PANO, mit wenigen
Ausnahmen, 0,2 ug/L (Tabelle 13). Dies entsprach der Konzentration des kleinsten
Kalibrierstandards der Probenmessungen bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial, bei der
ein Signal-Rauschverhaltnis von > 10 fur den Quantifier und ein Signal-Rauschverhaltnis von

> 3 fur den Qualifier bestimmt wurde.
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Tabelle 13: Uberblick tiber die Validierungsdaten der Methodik fiir die Bestimmung des Pyrrolizidinalkaloid (PA) /PA-N-Oxid (PANO) -Gehalts in den Proben des
Joghurt-Sets aus Ziegenmilch. Durchschnittliche Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedriickt als relative Standardabweichung, RSDr) bei drei
Dotierungsstufen mit n = 5 Wiederholungen und Bestimmungsgrenze (LOQ). Der Kalibrierbereich fiir die Validierung war 0,1 - 9 ug/L (n = 6 Punkte) bezogen auf
das Probenmaterial. LOQ, WFR und RSD wurden jeweils auf eine Nachkommastelle gerundet.

Joghurt Milchgel
Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung
0,2 pg/L 0,8 pg/L 4,5 pug/L 0,2 pug/L 0,8 pg/L 4,5 ug/L
PA/PANO LoQ WFR RSD WFR RSD WFR RSD R2 LoQ WFR RSD WFR RSD WFR RSD R
[ug/L] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [bg/L] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

Echimidin 0,2 100,2 57 91,8 6,6 91,0 3,2 0,9997 0,2 90,8 7,6 82,8 2,3 95,1 8,0 0,9994
Echimidin-N-Oxid 0,2 97,8 7,8 87,9 47 94,9 6,7 0,9913 0,2 93,0 3,6 84,6 6,2 92,2 8,4 0,9987
Erucifolin 0,9 n.b. n.b. n.b. n.b. 88,2 52 0,99952| 0,2 88,6 10,5 80,8 5,0 93,2 10,0 | 0,9996
Erucifolin-N-Oxid 0,2 90,6 17,4 94,0 7,8 82,3 18,7 | 0,9942 0,2 101,2 8,6 90,9 3,8 98,3 8,5 0,9909
Heliotrin 0,2 99,9 7,6 86,0 5,1 89,7 4,0 0,9976 0,2 92,9 4,6 81,4 5,0 93,9 8,4 0,9994
Heliotrin-N-Oxid 0,2 97,2 7,5 98,8 53 101,4 4,3 0,9994 0,2 103,5 3,0 89,9 1,5 97,3 1,9 0,9982
Integerrimin 0,2 94,7 3,1 86,6 6,0 90,9 6.9 0,9978 0,2 87,8 9,1 79,8 3.4 93,9 9,3 0,9985
Integerrimin-N-Oxid 0,2 102,3 2,0 96,8 6,6 97,9 3,7 0,9978 0,2 105,5 10,7 90,6 6,1 100,6 3,7 0,9986
Jacobin 0,2 101,5 12,3 98,5 6,3 100,9 3,6 0,9943 0,2 105,8 8,8 98,7 5,3 14,4 7,9 0,9994
Jacobin-N-Oxid 0,2 102,3 12,4 89,1 9,3 99,4 47 0,9970 0,2 96,2 6,0 89,6 6,8 91,5 5,5 0,9990
Jacolin 0,2 87,8 10,8 87,7 10,0 91,7 6,6 0,9954 0,2 89,3 9,4 85,3 47 96,5 8,5 0,9940
Jacolin-N-Oxid 0,2 95,4 15,4 89,3 13,0 93,7 16,2 |0,9998°| 0,2 97,7 6,3 90,2 7,0 96,0 7,9 0,9934
Jaconin 0,2 74,7 9,1 65,7 17,4 75,8 11,6 | 0,9930 0,2 52,7 23,4 51,7 9,3 57,6 18,1 0,9998
Lasiocarpin 0,2 104,0 10,4 97,5 6,4 93,8 7,5 0,9981 0,2 83,4 18,0 74,8 8,9 93,4 17,6 | 0,9941¢
Lasiocarpin-N-Oxid 0,2 101,6 7,3 88,5 5,9 94,7 6,2 0,9942 0,2 93,2 8,7 82,0 9,3 95,7 7,9 0,9908
Lycopsamin 0,2 89,0 10,6 85,0 11,0 87,6 3,7 0,9966 0,2 102,8 7,1 93,4 7,5 98,1 7,3 0,9992
Lycopsamin-N-Oxid 0,2 100,2 12,7 94,8 4,0 95,5 10,6 | 0,9982 0,2 100,3 2,3 90,7 1,9 95,8 5,5 0,9961
Merenskin 0,2 96,5 13,2 81,5 13,4 92,5 12,5 | 0,9980 0,2 62,9 33,2 55,3 17,8 70,5 12,8 | 0,99862
Merenskin-N-Oxid 0,2 10,1 139,2 15,4 31,1 18,4 45,4 | 0,9993 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 22,9 35,0 | 0,9999

n.b.: nicht bestimmbar

aniedrigster Kalibrierstandard war 0,5 pg/L, n =5

bp=5

¢hdéchster verwendeter Kalibrierstandard war 6,8 pg/L, n =5
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Tabelle 13: Fortsetzung

Joghurt Milchgel
Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung
0,2 pg/L 0,8 pg/L 4,5 pug/L 0,2 pug/L 0,8 pg/L 4,5 ug/L
PA/PANO LoQ WFR RSD WFR RSD WFR RSD R2 LoQ WFR RSD WFR RSD WFR RSD R
[ug/L] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [bg/L] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

Merepoxin 0,2 98,6 8,2 90,8 5,6 90,4 10,7 | 0,9971 0,2 105,0 17,7 88,7 9,8 101,9 9,0 0,99192
Merepoxin-N-Oxid 0,2 136,4 8,7 134,7 11,5 136,2 9,1 0,9969 0,2 160,6 14,2 142,3 7.4 153,4 8,2 0,9942¢
Monocrotalin 0,2 90,5 13,3 87,9 9,1 97,2 10,6 | 0,9996 0,2 83,8 12,9 79,7 2,7 91,3 6,1 0,9996
Monocrotalin-N-Oxid 0,2 112,2 16,9 92,9 12,6 107,9 16,7 | 0,9952 0,2 92,7 6,9 87,6 3,7 94,7 6,0 0,9970
Retrorsin 0,9 n.b. n.b. n.b. n.b. 91,8 3,9 0,99902| 0,2 89,5 6,4 80,0 5,0 91,0 7,9 0,9988
Retrorsin-N-Oxid 0,2 96,4 8,1 102,9 53 104,2 52 0,9969 0,2 99,9 7,9 89,6 6,3 101,6 5,7 0,9970
Riddelliin 0,9 n.b. n.b. n.b. n.b. 76,9 47 0,9967 0,2 75,9 6,8 66,9 4,6 76,9 11,0 | 0,99982
Riddelliin-N-Oxid 0,2 32,0 20,6 35,2 12,8 34,6 8,8 0,9976 0,2 31,5 17,7 30,4 11,1 33,7 13,2 | 0,9991
Sceleratin 0,2 98,6 9,3 88,1 7,8 99,7 6,8 0,9914 0,2 98,6 8,1 90,7 9,5 100,2 3,0 0,9916
Sceleratin-N-Oxid 0,2 111,1 18,2 114,6 14,8 114,1 21 0,9926 0,2 109,5 9,5 98,2 4,2 106,4 10,1 | 0,99992
Senecionin 0,2 97,3 5,6 88,8 6,2 93,3 4,5 0,9990 0,2 86,8 7,0 78,0 2,9 92,1 10,5 | 0,9998
Senecionin-N-Oxid 0,2 91,4 11,2 88,6 9,1 97,2 7,8 0,9979 0,2 107,6 12,1 92,4 2,7 101,2 4.2 0,9991
Seneciphyllin 0,2 107,3 55 88,4 3,7 87,9 5,5 0,9996 0,2 78,3 6,1 69,3 2,4 83,6 6,7 0,9994
Seneciphyllin-N-Oxid 0,2 63,5 10,9 59,7 6,7 64,5 9,4 0,9932 0,2 69,2 4,3 61,3 6,3 67,5 6,3 0,9938
Senecivernin 0,2 97,7 6,7 88,3 6.4 91,1 8,6 0,9983 0,2 82,0 55 75,2 5,7 89,1 8,5 0,9996
Senecivernin-N-Oxid 0,2 98,9 17,9 88,7 5,2 89,0 8,1 0,9987 0,2 101,3 12,2 90,9 10,0 102,0 4,6 0,9928
Senkirkin 0,2 95,1 17,8 88,8 7,9 94,0 5,5 0,9984 0,2 87,5 7,5 84,1 6,6 98,7 2,8 0,9952
Spartioidin 0,2 94,7 18,0 91,0 54 87,4 3,7 0,9988 0,2 77,0 9,3 69,1 1,4 79,5 7,5 0,9992
Usaramin 0,2 98,4 12,1 90,4 5,0 93,9 4,9 0,9981 0,2 89,2 4,3 79,9 5,8 90,4 8,8 0,9995
Usaramin-N-Oxid 0,2 84,7 11,5 92,9 5,0 90,6 8,8 0,9994 0,2 94,1 10,5 88,4 3,4 94,6 47 0,9944

n.b.: nicht bestimmbar
aniedrigster Kalibrierstandard war 0,5 pg/L, n =5

bn=5

¢hdéchster verwendeter Kalibrierstandard war 6,8 pg/L, n=5
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PA/PANO in Joghurt aus Ziegenmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Joghurt

Die zehn eingesetzten PA wiesen im Joghurt aus kinstlich kontaminierter Ziegenmilch relative
Anteile des Gehalts von 90,454 % bis 142,21+ 3,3 % bezogen auf die jeweilige
Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) auf (Abbildung 10). Im Kontrast dazu zeigte sich
fur das PANO Senecionin-N-Oxid im Joghurt mit einem relativen Anteil des Gehalts von

40 £ 5 % bezogen auf die Ausgangsmilch eine deutliche Verringerung.
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Abbildung 10: Pyrrolizidinalkaloide und -N-Oxide (PA/PANO) in Joghurt aus kinstlich kontaminierter
Ziegenmilch: Relativer Anteil des Gehalts der eingesetzten PA/PANO bezogen auf den Gehalt der
dotierten Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) fiir die Produkte Joghurt (blau, aus i = 3 Chargen
mit je m = 3 Bechern, insgesamt n = 9 Proben) und Milchgel (orange, aus i =3 Chargen mit je m=3
Bechern, insgesamt n=9 Proben). Die PA/PANO Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der eingesetzten dotierten Milch der jeweiligen Charge bezogen und anschlielend
gemittelt.

Fir sieben der zehn eingesetzten PA war der relative Anteil des Gehalts bezogen auf die
Ausgangsmilch in dem fermentierten Produkt Joghurt und der chemisch gesauerten Kontrolle
Milchgel vergleichbar (Abbildung 10). Die relativen Anteile des Gehalts waren fur Jacobin und
Retrorsin im Joghurt gegenltiber dem Milchgel erniedrigt. Echimidin zeigte einen héheren

relativen Anteil des Gehalts im Joghurt gegenuber dem Milchgel.
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Wahrend der relative Anteil des Senecionin-N-Oxid-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch
im Joghurt stark verringert war, wurde im Milchgel ein relativer Anteil des Senecionin-N-Oxid-
Gehalts von 91,3 £ 2,9 % detektiert (Abbildung 10). Mit der Abnahme des relativen Anteils des
Senecionin-N-Oxid-Gehalts wurde eine Zunahme des korrespondierenden PA Senecionin
beobachtet (Abbildung 11). Unter Berlcksichtigung der jeweiligen molaren Masse waren

62 - 71 % des Verlusts an Senecionin-N-Oxid mit dem Anstieg an Senecionin erklarbar.
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Abbildung 11: Senecionin-N-Oxid und Senecionin in Joghurt aus Ziegenmilch: Senecionin-N-Oxid- und
Senecionin-Gehalt [nmol/L] in der dotierten Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch) und den
Produkten (m = 3 Becher) der einzelnen Chargen (i = 3) bei der Joghurtherstellung aus Ziegenmilch.

Der molare Summengehalt von Senecionin-N-Oxid und Senecionin im Joghurt entsprach
80 -82 % des molaren Summengehaltes von Senecionin-N-Oxid und Senecionin in der
jeweiligen Ausgangsmilch. Die Daten legen somit eine mikrobielle Reduktion des PANO zum
PA durch die Starterkulturen nahe, da diese Umwandlung nicht bei chemischer Sauerung der
Milch (Milchgel) beobachtet wurde.

Fir die Mehrzahl der eingesetzten PA wurde kein mikrobieller Einfluss der Starterkultur
(Milchsaurebakterien) auf den Verbleib von PA im Produkt beobachtet. Diese Daten deuten
darauf hin, dass bei den PA nicht von einer relevanten Verringerung des relativen Anteils des
PA-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch durch die Herstellung von Joghurt aus

kontaminierter Milch ausgegangen werden kann.

Insgesamt bestatigen die Daten die Ergebnisse zur Verarbeitung von kunstlich kontaminierter
Ziegenmilch zu Joghurt und Milchgel (4.2.3.1.).
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B. Natiirlich kontaminierter Joghurt

Die natlrlich kontaminierte Ziegenrohmilch wurde nach dem gleichen Herstellungsprotokoll
wie die kinstlich kontaminierte Ziegenmilch zu Joghurt und Milchgel verarbeitet. Aufgrund der
natlrlichen Kontamination mit PA/PANO konnte auch der Einfluss des Erhitzungsvorgang der
Milch in Vorbereitung auf die Joghurtherstellung untersucht werden. Der PA/PANO-
Gesamtgehalt in der Rohmilch betrug 115,3+2,1 % des Gehalts in der hocherhitzten
Joghurtmilch, die als Referenz (Ausgangsmilch) fir alle Herstellungsprozesse als diente.
Durch die Homogenisierung (60 °C, 250/50 bar) und anschlieRende Hocherhitzung (92 °C,
300 s) wurde somit der ermittelte PA/PANO-Gesamtgehalt gering reduziert.

Insgesamt wurden in der natirlich kontaminierten Rohmilch und in der hocherhitzten
Joghurtmilch (Ausgangsmilch) Jacolin, Jacobin, Jaconin, Jacobin-N-Oxid, Jacolin-N-Oxid und
Retrorsin mit Gehalten Uber LOQ bestimmt. Diese sechs PA/PANO wurden ebenfalls im
Joghurt und im Milchgel Gber LOQ nachgewiesen.Im Joghurt wurde nach der Reifung ein
relativer Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts von 109,2+4,1 % bezogen auf die
Ausgangsmilch  (hocherhitzte Joghurtmilch) der jeweiligen Charge nachgewiesen
(Abbildung 12).

Jacolin war in den Milchproben der Transferversuche stets der Hauptanalyt und lag mit dem
hochsten Anteil am Gesamt-PA/PANO-Gehalt im Vergleich zu den anderen enthaltenen
PA/PANO vor. Bei Jacolin kam es zu keiner Verringerung des relativen Anteils des Gehaltes
im Jogurt bezogen auf die Ausgangsmilch. Es waren im Joghurt noch 110,6% + 4,1% des
Gehaltes der Ausgangsmilch vorhanden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten fur Jacolin,
welche im Rahmen der Joghurtherstellung mit kinstlich kontaminierter Ziegenmilch als

Ausgangsmilch ermittelt wurden, Uberein.

Im Gegensatz zur Joghurtherstellung aus kinstlich kontaminierter Ziegenmilch wurde bei der
Joghurtherstellung aus natlrlich kontaminierter Ziegenmilch ein Unterschied im relativen Anteil
des Jacolin-Gehalts des Joghurts und des Milchgels bezogen auf die Ausgangsmilch ermittelt.
Das Milchgel hatte einen relativen Anteil des Jacolin-Gehalts von 87,0 + 5,2 % bezogen auf
die Ausgangsmilch. Durch den hohen Anteil von Jacolin am PA/PANO-Gesamtgehalt
(89 -91 % in der Ausgangsmilch) war dieser Unterschied zwischen Joghurt und Milchgel
ebenfalls fur den relativen Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts bezogen auf die
Ausgangsmilch sichtbar. Der relative Anteil von Jacolin am Gesamt-PA/PANO-Gehalt im
Joghurt war zwischen 90-92 % (i = 3 Chargen mit je m = 3 Bechern) und blieb damit konstant

wahrend der Herstellung.
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Abbildung 12: Pyrrolizidinalkaloide und -N-Oxide (PA/PANQO) in Joghurt aus naturlich kontaminierter
Ziegenmilch: Relativer Anteil des Gehalts der bestimmten PA/PANO bezogen auf den in der jeweiligen
Ausgangsmilch (hocherhitze Joghurtmilch) bestimmten PA/PANO-Gehalt fur die Produkte Joghurt (blau,
aus i =3 Chargen mit je m= 3 Bechern, insgesamt n=9 Proben) und Milchgel (orange, aus i=3
Chargen mit je m = 3 Bechern, insgesamt n =9 Proben). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden
jeweils auf den bestimmten Gehalt der hocherhitzen Milch der jeweiligen Charge bezogen und
anschlieffend gemittelt.

Methodenoptimierung und Validierung fiir_die Probensets Weichkdse Typ Picodon,

Weichkédse Typ Feta und Hartkdse Typ Manchego aus Ziegen- und Schafmilch

Auf Grund der hohen Komplexitat der Matrices, der unterschiedlichen Beschaffenheit der
Proben sowie der Ergebnisse fur den Schnittkase Typ Edamer (4.2.3.1., 5.2.3.1.) wurde eine
intensive Methodenoptimierung fur die Bestimmung von PA/PANO in den Probensets der Kase

aus der Milch von kleinen Wiederkduern durchgefuhrt.
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Far die Optimierung wurde die Methode fur die Bestimmung von PA/PANO in Milch als Basis
verwendet (3.1.2.2.; Klein et al. 2022). Zunachst wurden Kombinationen aus einer Flissig-
Flissig-Extraktion mittels verdlinnter Ameisensaure und einer Extraktreinigung mittels
Kationenaustauscher-Festphasenextraktion (SPE), sowie zusatzliche Reinigungsschritte
(Zentrifugation, Filtration) getestet. Dadurch konnten jedoch in Summe fir die Proben von
Hartkdse Typ Manchego, Weichkase Typ Picodon und Weichkdse Typ Feta keine
ausreichende Reinigung der Probenextrakte erreicht werden, welche eine zuverlassige

Bestimmung der PA/PANO erlauben wirde (Daten nicht gezeigt).

Im Anschluss wurde eine Methodik in Anlehnung an das QUEChERS-Prinzip getestet (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe; dt.: schnell, einfach, kostengunstig, effektiv, robust
und sicher). Der QUEChERS-Ansatz wurde bereits mehrfach fur die Analytik von PA/PANO in
anderen Lebensmittelmatrices eingesetzt (Casado et al. 2022). Diese Vorgehensweise wurde
zudem als Probenaufarbeitung flr die Spurenanalytik von Mykotoxinen in Hart- und
Weichkase fir die direkte Messung mittels LC-MS/MS oder in Kombination mit einem
zusatzlichen Reinigungsschritt mittels Immunoaffinitatssaule angewendet (BfR 2021; Gltzkow
et al. 2023). Es stellte sich im Rahmen dieser Methodenoptimierung heraus, dass wahrend
der Probenextraktion mittels QUEChERS im Besonderen die PA/PANO, welche ein Chlor-Atom
in ihrer Moleklstruktur aufweisen, z. B. Jaconin, instabil waren und somit analytisch nicht mehr
erfassbar waren (keine quantitative oder qualitative Bestimmung mdglich). Dariber hinaus
ermoglichte es der QUEChERS-Ansatz nicht, die starken Matrixeffekte in den Messlésungen

in ausreichendem Mal} zu reduzieren und eine ausreichende Sensitivitat zu gewahrleisten.

In der final optimierten Probenaufarbeitung (3.2.3.2.) wurden die Proben mit wassriger
Ameisensaure (0,2 %), n-Hexan und Glasperlen, zur Steigerung der Scherkrafte, durch
Schutteln auf dem Horizontalschuttler extrahiert. Durch Zentrifugationsschritte und eine pH-
Anderung in den alkalischen Bereich wurde eine Fallung und Abtrennung von groben
Matrixbestandteilen erreicht. Im Anschluss wurde eine Festphasenextraktion mit Polymeric
Reversed Phase-Kartuschen (Strata™-XL 100 ym, 200 mg Bettmasse/6 mL, Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland) durchgefihrt. Die Erhéhung der Porengrofe in der stationaren
Phase von 33 um auf 100 um stellte ein konstantes Passieren des Probenextraktes durch die
stationare Phase sicher. Bei Verwendung der geringeren Porengrofie (33 um) war es haufig
zum Verstopfen der Kartuschen gekommen, insbesondere bei den komplexen Proben zum

Ende des Kaseherstellung. Dies konnte nun erfolgreich optimiert werden.
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Bei einer Porengrof3e von 100 um wurde im Vergleich zur Porengré3e 33 um eine schwachere
Interaktion am Umkehrphasen-SPE-Material beobachtet, insbesondere der Analyten, die eine
hohe Zahl an Hydroxygruppen in den Seitenketten besitzen (z. B. Jacolin). Ein Waschen der
beladenen Kartuschen mittels angesauerten oder alkalinen Losungen, wie dies beispielsweise
von Mulder et al. (2018) mit Strata™-X (33 ym, 200 mg Bettmasse/6 mL, Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland) fir die Bestimmung von PA/PANO in anderen Milchprodukten
durchgefihrt wurde, wurde in Kombination mit den Strata™-XL (100 ym, 200 mg Bettmasse/
6 mL, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) getestet und fihrte zu stark reduzierten
Wiederfindungsraten (Daten nicht gezeigt). Daher wurde fir den Waschschritt in der

optimierten Methode ausschlielRlich Reinstwasser verwendet.

Besonders bei der Probenaufarbeitung sehr komplexer Proben (z.B. Weichkase Typ Feta nach
56 Tagen Reifung und Hartkdse Typ Manchego nach dem Salzbad) waren nach Rekonstitution
des abgedampften Rlckstandes mit Methanol/Wasser (v,v, 10/90) in den Messlosungen
unlésliche Matrixbestandteile enthalten. Diese waren nicht durch eine Membranfiltration
(0,2 um PVDF) entfernbar. In Folge wurden zwei weitere Zentrifugationsschritte in
Kombination mit Ausfrieren bei -20 °C erganzt. Insgesamt wurde somit eine zuverlassige
Probenaufarbeitungsmethode fur die Quantifizierung einer Vielzahl von PA/PANO in

unterschiedlichen Késeprodukten und deren Prozessstufen entwickelt (3.2.3.2.).

Die Methode wurde fir die finalen Produkte Weichkase Typ Picodon, Weichkase Typ Feta und
Hartkdse Typ Manchego sowie reprasentative Probenmatrices aus der Herstellung, validiert.
HierflUr wurde Blindmaterial im Funffachansatz zu je 2,5 und 10 ug/kg dotiert und analysiert
(nur 2,5ug/kg bei Feta nach 56 Tagen aufgrund von begrenzter Verflgbarkeit der
Blindmaterialmenge). Die Daten der Validierung sind in den Tabellen 14 bis 16 aufgefuhrt. Die
Wiederfindungsraten lagen fur 35 von 39 PA/PANO in allen getesteten Probenmatrices im
Bereich von 52,8 — 141,2 % mit einer RSD von 0,8 — 20,6 %.

In den validierten Probenmatrices des Sets Picodon waren die Wiederfindungsraten der
PA/PANO, bis auf vereinzelte Abweichungen, jeweils vergleichbar (Tabelle 16). Jaconin wies
uber alle Probenmatrices hinweg eine deutlich verringerte Wiederfindungsrate (36,0 — 73,6 %)
im Vergleich zu den weiteren PA/PANO auf (Tabellen 14 bis 16). Abhangig vom Dotierlevel und
der Probenmatrix waren die RSD fur Jaconin zwischen 5,7 und 38 %. Merenskin (Isomer von
Jaconin) war in den Matrices Feta nach 56 Tagen Reifung und Picodon nach 21 Tagen Reifung
aufgrund von Matrixinterferenzen nicht bestimmbar. Das PANO Merenskin-N-Oxid war
aufgrund der stark verringerten Wiederfindungsraten mit durchgehenden hohen
Standardabweichungen nicht bestimmbar. Das PANO Merepoxin-N-Oxid war aufgrund der

stark erhohten Wiederfindungsraten nur semiquantitativ bestimmbar (Tabellen 14 bis 16).
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Fur die Linearitat der Messmethode wurden Bestimmtheitsmalle (R?) von > 0,99 fir alle

PA/PANO in allen Matrices, mit vereinzelten Ausnahmen, ermittelt (Tabellen 14 bis 16).

LOQ der PA/PANO konnte fur die Mehrheit aller Probenmatrices der drei Kasearten (Hartkase
Typ Manchego, Weichkase Typ Picodon, Weichkase Typ Feta) auf 0,8 ug/kg gesetzt werden.
Vereinzelt musste LOQ hoher angesetzt werden (2,1 pg/kg). Das war insbesondere fir sehr
komplexe Probenmatrices wie beispielsweise die gereiften K&seprodukte der Fall (Tabellen 14
bis 16). LOQ entsprach der Konzentration des kleinsten Kalibrierstandards bezogen auf den
Gehalt im Probenmaterial, bei der ein Signal-Rauschverhaltnis von = 6 fur den Quantifier und

ein Signal-Rauschverhaltnis von > 3 fur den Qualifier bestimmt wurde.
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Tabelle 14: Uberblick tiber die Validierungsdaten der Methodik fiir die Bestimmung des Pyrrolizidinalkaloid (PA) /PA-N-Oxid (PANO) -Gehalts in den Proben der
Kése-Sets hergestellt aus Schafs- und Ziegenmilch (Teil 1). Durchschnittliche Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedrickt als relative
Standardabweichung, RSDr) bei zwei Dotierungsstufen mit n = 5 Wiederholungen, Bestimmungsgrenze (LOQ) und Bestimmtheitsmal (R?). Der Kalibrierbereich
war 0,8 bis 16,7 ug/kg (n = 6 Punkte) bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial. LOQ, WFR und RSD wurden jeweils auf eine Nachkommastelle gerundet.

Rohmilch (Schafmilch) Molke (Weichkise Typ Feta) Sa'z(tx:i::lf;'s':?rsy:eggt‘:)hme
Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung
2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 pug/kg 10 pg/kg 2,5 uglkg 10 pg/kg
L WFR | RSD | WFR | RSD L WFR | RSD | WFR | RSD L WFR | RSD | WFR | RSD

PAJPANO poral| o0 | pa | o | oo | ® |uoal e | o | e |t | ® |uekal 1 | 0 | o | | ®

Echimidin 0,8 80,1 34 86,2 33 (09975 0,8 92,8 3,3 91,7 26 [0,9988]| 0,8 81,5 23 79,8 5,8 | 0,9989
Echimidin-N-Oxid 0,8 94,3 1,5 98,7 36 [09989]| 0,8 92,7 4,5 95,8 41 |0,99%67| 0,8 92,0 8,0 93,2 4,3 | 0,9954
Erucifolin 0,8 81,5 2,6 90,5 26 |09999| 0,8 86,8 3,7 93,0 3,3 |0,9984°] 0,8 80,2 7,9 85,3 7,0 |0,9829
Erucifolin-N-Oxid 0,8 97,2 36 | 1005| 35 |0,9989| 0,8 93,5 6,5 98,4 39 [0,9934 ]| 0,8 95,8 7,9 94,8 6,6 |0,9975°¢
Heliotrin 0,8 83,5 4,9 94,6 56 |0,9972| 0,8 96,5 49 |1009| 3,1 |0,9953°] 0,8 85,1 8,2 87,3 3,3 | 0,9960
Heliotrin-N-Oxid 0,8 93,8 1,5 97,6 45 |0,999%| 0,8 96,2 6,4 | 1004 | 355 |0,994| 0,8 94,5 3,6 95,2 5,0 | 0,9989
Integerrimin 0,8 78,0 3,6 81,4 6,1 |0,9997| 0,8 86,2 42 87,0 25 |0,9986| 0,8 72,9 7,3 76,5 5,0 | 0,9985
Integerrimin-N-Oxid 0,8 96,6 32 | 1040 | 3,7 |09977| 0,8 95,6 55 | 1006 | 5,9 |0,9973¢| 0,8 | 1016 | 7,7 | 101,0| 5,9 | 0,9884
Jacobin 0,8 | 114,3 | 3,8 | 1221 45 |099% | 08 | 1102 | 43 | 1261 6,2 [0,9967°| 0,8 | 103,7 | 7,9 114,1 6,9 | 0,9958
Jacobin-N-Oxid 0,8 94,5 33 |1023| 08 |0,9985]| 0,8 91,8 4,9 94,5 3,6 |09936| 0,8 97,6 5,1 99,7 8,5 |0,9950°¢
Jacolin 0,8 86,9 34 95,5 5,0 |0,9956| 0,8 87,3 6,0 89,9 46 |0,9974| 0,8 89,6 3,8 88,7 8,2 |0,9952¢
Jacolin-N-Oxid 0,8 92,0 4,2 96,5 54 10,9990 0,8 90,1 3,6 93,0 3,8 [0,9986]| 0,8 97,1 15,8 | 99,3 | 19,7 |0,9969¢
Jaconin 0,8 44,4 6,6 549 | 12,3 [ 0,9996| 0,8 57,7 57 48,7 11,0 | 0,9953| 0,8 445 5,6 436 | 13,1 | 0,9975
Lasiocarpin 0,8 77,9 3,1 82,0 6,7 |0,99772| 0,8 98,8 7,0 89,4 9,1 |0,9986°| 0,8 80,2 4,8 76,0 | 13,8 | 0,9972
Lasiocarpin-N-Oxid 0,8 93,5 2,7 |1100,2| 16 |0,9994| 0,8 92,3 41 101,0 | 3,6 |0,9966°] 0,8 94,0 47 97,6 4,1 | 0,9949
Lycopsamin 0,8 82,8 4,0 93,8 6,6 |09965| 0,8 87,8 3,6 93,2 4,7 10,9961 0,8 80,3 2,9 81,8 6,8 | 0,9937
Lycopsamin-N-Oxid 0,8 88,1 2,6 90,8 21 |0,9989| 0,8 95,6 3,0 93,8 52 |0,9965| 0,8 99,7 7,1 94,6 5,5 [0,9933¢
Merenskin 0,8 62,4 6,8 70,0 6,4 |09969]| 0,8 71,8 5,3 68,6 4,2 |0,9932°] 0,8 63,6 9,0 63,9 9,1 |0,9973
Merenskin-N-Oxid 0,8 14,1 18,8 | 19,7 | 30,2 | 0,9992| 0,8 246 | 14,2 | 152 | 33,8 | 09976 | 0,8 232 | 12,7 | 24,4 | 32,8 | 0,9995

@ hdchster verwendeter Kalibrierstandard war 8,3 ug/kg, n = 4
b hochster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 ug/kg, n =5
°n=35
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Tabelle 14: Fortsetzung

Rohmilch (Schafmilch) Molke (Weichkise Typ Feta) Sa'z(tx:i::lf;'s':‘i‘r?‘l’:ggt‘:;‘me
Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung
2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 ug/kg 10 pg/kg
PA/PANO LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R? LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R? LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R?
[ug/kgl | [%] [%] [%] [%] [ug/kgl | [%] [%] [%] [%] [ug/kgl | [%] [%] [%] [%]

Merepoxin 0,8 105,2 1,2 12,4 | 2,8 | 09996 | 0,8 1070 | 7,1 122,7 | 4,9 |0,9957°] 0,8 98,9 6,0 99,1 8,7 |0,9927
Merepoxin-N-Oxid 0,8 1814 | 2,2 183,8 | 6,1 |0,9987| 0,8 167,4 | 4,0 177,7 | 3,3 |0,9968| 0,8 1519 75 | 1593 | 84 |0,9978
Monocrotalin 0,8 87,3 24 95,0 48 |0,9987]| 0,8 87,0 49 90,0 4,7 (09972 0,8 82,9 54 81,4 7,4 | 0,9992
Monocrotalin-N-Oxid 0,8 86,5 4,0 90,6 54 109992| 0,8 87,5 24 87,5 6,1 |0992| 0,8 90,2 8,1 92,0 8,6 |0,9965°¢
Retrorsin 0,8 81,7 2,5 90,4 43 10,9997 0,8 80,9 6,3 87,7 7,0 |0,9952| 0,8 79,7 2,5 78,3 4,8 | 0,9892
Retrorsin-N-Oxid 0,8 94,1 2,6 102,0 | 2,3 |0,9987| 0,8 92,7 7,2 98,7 43 |0,9955]| 0,8 94,0 6,1 94,1 4,8 | 0,9980
Riddelliin 0,8 82,2 51 89,5 3,3 |109997| 0,8 86,3 4,5 92,2 2,1 10,9971*| 0,8 80,5 5,0 79,1 4,7 | 0,9986
Riddelliin-N-Oxid 0,8 86,7 3.1 94,8 3,7 |109986| 0,8 88,8 51 90,7 36 |09941] 0,8 87,0 6,0 84,4 7,6 | 0,9897
Sceleratin 0,8 89,8 2,5 95,4 3,7 (09989 0,8 92,6 6,5 95,1 6,4 |09955 | 0,8 88,2 3,3 85,5 55 | 0,9968
Sceleratin-N-Oxid 0,8 1016 | 3,3 102,2 | 53 |0,9946| 0,8 91,8 5,0 92,2 4,8 10,9993°| 0,8 104,2 | 146 | 101,5 | 13,1 | 0,9976
Senecionin 0,8 76,2 1,6 82,6 40 |0,9987]| 0,8 84,5 5,7 87,0 1,0 [0,9994] 0,8 71,9 4,0 75,5 53 | 0,9993
Senecionin-N-Oxid 0,8 98,6 6,6 1004 | 3,9 |0,9997]| 0,8 95,9 6,3 1026 | 3,8 |0,9937| 0,8 1004 | 2,7 102,7 | 9,1 | 0,9924
Seneciphyllin 0,8 77,9 27 86,0 51 (09998 0,8 86,4 21 89,3 36 |0996| 0,8 74,5 4,0 77,4 6,0 | 0,9964
Seneciphyllin-N-Oxid | 0,8 91,3 57 98,0 1,6 |0,9998| 0,8 93,6 54 94,7 51 [0,999%0]| 0,8 90,5 3,6 87,3 6,4 | 0,9991
Senecivernin 0,8 70,7 6,7 66,4 1,2 (10,9878 0,8 86,6 4,2 88,1 51 10,9989¢| 0,8 73,4 9,6 75,1 4,9 | 0,9971
Senecivernin-N-Oxid 0,8 89,9 4,2 97,2 20 |0,9988]| 0,8 92,0 9,2 101,2 | 8,2 |0,9940| 0,8 91,0 5,4 92,1 3,7 | 0,9935
Senkirkin 0,8 86,9 4,9 95,1 3,1 (09984 0,8 93,1 3,6 93,6 8,5 [0,9971¢] 0,8 85,1 59 85,0 7,8 10,9978
Spartioidin 0,8 78,6 3,3 85,6 7,7 (09988 0,8 85,1 1,2 88,3 21 |09970]| 0,8 75,2 23 82,1 4,5 | 0,9963
Usaramin 0,8 83,8 29 91,1 3,1 109992| 0,8 86,0 1,4 87,4 1,7 10,9894 ] 0,8 81,8 6,1 82,5 50 | 0,9972
Usaramin-N-Oxid 0,8 98,1 1,7 100,1 24 109991 0,8 94,4 51 96,0 23 |09991] 0,8 87,7 12,6 | 93,1 4,6 | 0,9852

a héchster verwendeter Kalibrierstandard war 8,3 pg/kg, n = 4
b hochster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 ug/kg, n =5
°n=5
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Tabelle 15: Uberblick tiber die Validierungsdaten der Methodik fiir die Bestimmung des Pyrrolizidinalkaloid (PA) /PA-N-Oxid (PANO) -Gehalts in den Proben der
Kése-Sets hergestellt aus Schafs- und Ziegenmilch (Teil Il). Durchschnittliche Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedruckt als relative
Standardabweichung, RSDy) bei zwei Dotierungsstufen mit n = 5 Wiederholungen, Bestimmungsgrenze (LOQ) und Bestimmtheitsmal (R?). Der Kalibrierbereich
war 0,8 bis 16,7 ug/kg (n = 6 Punkte) bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial.

Kése nach 56 Tagen Reifung Kéase nach 112 Tagen
(Weichkase Typ Feta) (Schnittkase Typ Manchego)
Dotierung Dotierung Dotierung
2,5 ug/kg 2,5 uglkg 10 pg/kg
LO WFR | RSD LO WFR | RSD | WFR | RSD

PATPANO poral| v | pa | * |uokal ta |t | e | oo | R

Echimidin 0,8 92,6 34 |0998]| 0,8 79,9 59 95,0 1,9 | 0,9993
Echimidin-N-Oxid 0,8 99,7 72 |09974] 0,8 85,7 4,5 96,6 3,9 | 0,9995
Erucifolin 0,8 96,8 86 |09986| 0,8 87,2 145 | 97,4 51 | 0,9981
Erucifolin-N-Oxid 0,8 101,0 | 6,5 | 0,9981 0,8 90,1 8,4 94,4 4,9 | 0,9981
Heliotrin 0,8 1005 | 4,4 |0,9975| 0,8 89,3 3,6 97,4 6,3 | 0,9987
Heliotrin-N-Oxid 0,8 1048 | 2,8 |0,9977| 0,8 92,2 3,2 95,8 3,4 | 0,9960
Integerrimin 0,8 89,3 79 (09979 ]| 0,8 85,9 2,6 92,3 2,3 | 0,9992
Integerrimin-N-Oxid?2 0,8 106,0 | 95 |0,9978| 0,8 91,6 2,6 93,5 3,0 | 0,9963
Jacobin 0,8 119,1 25 10,9948 | 0,8 107,1 1,8 109,9 | 10,6 | 0,9994
Jacobin-N-Oxid 0,8 1030 | 24 |0,9975| 0,8 94,5 57 98,8 4,5 | 0,9975
Jacolin 0,8 1036 | 6,3 |0,9903| 0,8 95,6 4,8 99,2 59 | 0,9981
Jacolin-N-Oxid 0,8 73,8 42 10,9989 0,8 88,4 11,2 | 94,0 55 | 0,9946
Jaconin 0,8 65,6 7,3 | 0,9971 0,8 65,1 9,7 73,6 51 | 0,9902
Lasiocarpin 0,8 96,4 59 |09980]| 0,8 92,3 1,7 94,4 2,6 | 0,9995
Lasiocarpin-N-Oxid 0,8 103,1 8,4 | 0,9951 0,8 88,3 4,3 95,8 4,3 | 0,9976
Lycopsamin 0,8 101,5| 3,5 |0,9959| 0,8 90,4 6,7 95,7 2,5 | 0,9962
Lycopsamin-N-Oxid 0,8 88,5 74 |09973]| 0,8 94,5 55 92,6 6,4 | 0,9967
Merenskin n.b. n.b. n.b. n.b. 2,1 82,5 9,4 82,3 5,4 |0,9967°
Merenskin-N-Oxid 0,8 29,8 | 25,0 [ 0,9945]| n.b. n.b. n.b. 42,8 | 30,3 | 0,9987

n.b.: nicht bestimmbar
a Matrixinterferenz im Qualifier-MassenlUbergang, zusatzliche Verwendung der Massenubergange von Senecionin-N-Oxid fur die eindeutige Identifizierung
bn=>5
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Tabelle 15: Fortsetzung

Kéase nach 56 Tagen Reifung Kéase nach 112 Tagen
(Weichkase Typ Feta) (Schnittkase Typ Manchego)
Dotierung Dotierung Dotierung
2,5 yglkg 2,5 puglkg 10 pg/kg
LO WFR | RSD LO WFR | RSD | WFR | RSD

PAIPANO poral| oo | 10 | uokal 10 | 0 |t | oo | ©

Merepoxin 2,1 114,1 | 12,3 |0,9924°] 0,8 100,2 | 11,0 | 106,5 | 9,0 | 0,9907
Merepoxin-N-Oxid 2,1 160,9 | 5,2 |0,9977°| 0,8 132,1 3,4 1254 | 6,4 | 0,9966
Monocrotalin 0,8 97,5 6,3 |0,9902]| 0,8 88,8 51 96,5 8,3 | 0,9966
Monocrotalin-N-Oxid 0,8 73,1 46 |0,9974] 0,8 83,0 10,0 | 91,6 4,3 | 0,9969
Retrorsin 0,8 1078 | 4,9 |0,9995| 0,8 98,1 2,8 95,0 6,5 | 0,9982
Retrorsin-N-Oxid 0,8 104,9 | 10,8 | 0,9941 0,8 92,2 10,8 | 96,1 3,8 | 0,9945
Riddelliin 0,8 99,1 11,3 | 0,9990 | 2,1 88,8 13,8 | 94,4 6,9 |0,9993°
Riddelliin-N-Oxid 0,8 99,8 52 |0,9971 0,8 89,5 8,8 93,7 4,0 | 0,9986
Sceleratin 0,8 103,9 | 13,1 | 0,9902| 0,8 90,5 4,0 98,6 8,7 | 0,9952
Sceleratin-N-Oxid 0,8 92,3 10,6 | 0,9861 0,8 92,2 10,3 | 99,7 6,7 | 0,9987
Senecionin 0,8 93,6 6,4 |0996| 0,8 88,1 3,4 92,8 3,1 | 0,9985
Senecionin-N-Oxid 0,8 108,7 | 8,0 |0,9989| 0,8 1030 | 7,8 105,0 | 3,9 | 0,9960
Seneciphyllin 0,8 1079 | 6,1 |0,9978| 0,8 84,6 6,3 93,5 3,3 |0,9963
Seneciphyllin-N-Oxid | 0,8 98,1 95 [0,9903]| 0,8 92,5 58 97,5 3,2 |0,9888
Senecivernin 0,8 95,6 78 (09978| 0,8 82,9 10,0 | 93,7 7,8 | 0,9925
Senecivernin-N-Oxid 0,8 1138 | 7,1 |0,9983]| 0,8 94,9 6,6 101,8 | 6,9 | 0,9970
Senkirkin 0,8 101,8 | 2,3 | 0,9921 0,8 78,2 10,3 | 1040 | 7,9 | 0,9974
Spartioidin 0,8 92,9 97 109994 | 08 82,8 7,3 89,9 3,8 |0,9983
Usaramin 0,8 1029 | 8,3 |0,9989| 0,8 94,7 54 97,8 54 | 0,9982
Usaramin-N-Oxid 0,8 98,0 49 10,9953 0,8 95,3 9,7 99,5 3,9 | 0,9960

n.b.: nicht bestimmbar
a Matrixinterferenz im Qualifier-Massenlbergang, zusatzliche Verwendung der Massenubergange von Senecionin-N-Oxid fur die eindeutige Identifizierung
bn=5
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Tabelle 16: Uberblick tiber die Validierungsdaten der Methodik fiir die Bestimmung des Pyrrolizidinalkaloid (PA) /PA-N-Oxid (PANO) -Gehalts in den Proben der
Kése-Sets hergestellt aus Schafs- und Ziegenmilch (Teil IIl). Durchschnittliche Wiederfindungsraten (WFR) und Wiederholbarkeit (ausgedrickt als relative
Standardabweichung, RSDy) bei zwei Dotierungsstufen mit n = 5 Wiederholungen, Bestimmungsgrenze (LOQ) und Bestimmtheitsmal (R?). Der Kalibrierbereich
war 0,8 bis 16,7 ug/kg (n = 6 Punkte) bezogen auf den Gehalt im Probenmaterial.

Kase vor dem Salzen Kéase nach dem Salzen Kédse nach 21 Tagen Reifung

(Weichkase Typ Picodon) (Weichkése Typ Picodon) (Weichkéase Typ Picodon)

Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung

2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 uglkg 10 pg/kg 2,5 uglkg 10 ug/kg

L WFR | RSD | WFR | RSD L WFR | RSD | WFR | RSD L WFR | RSD | WFR | RSD

PAJPANO poral| oo | va |t | pa | ® |uoka| e |t | e | ta | ® |uakal 1 | e | v | e | ®
Echimidin 0,8 90,2 2,9 81,4 4,9 10,99512] 0,8 94,1 4,8 96,7 21 |0,9989]| 0,8 94,6 7,2 98,4 6,6 | 0,9959
Echimidin-N-Oxid 0,8 98,1 4,0 93,0 3,3 |0,99992| 0,8 | 1024 | 3,1 1020 | 2,4 |0,9960]| 0,8 90,5 3,0 90,9 2,1 |0,9988
Erucifolin 0,8 91,9 24 88,2 2,9 10,9996?| 0,8 96,2 7,6 97,1 46 |0,999%5 | 2,1 77,6 8,7 86,6 2,5 10,99902
Erucifolin-N-Oxid 0,8 99,2 8,5 91,2 4,8 |0,99862| 0,8 94,3 9,1 91,6 44 109985 0,8 82,0 7,7 82,6 3,0 |0,9980
Heliotrin 0,8 92,2 3,5 90,4 55 10,9992 0,8 94,1 53 93,2 26 |0,9988]| 0,8 89,7 5,0 91,1 1,5 |0,9972
Heliotrin-N-Oxid 0,8 | 1015 | 22 94,3 2,6 |0,99942| 0,8 96,6 40 | 1009 | 3,7 |0,9988| 0,8 88,8 1,3 87,7 2,3 |0,9949
Integerrimin 0,8 | 100,0 | 2,8 98,1 6,5 |0,99962| 0,8 99,0 5,1 96,6 6,0 |0,9903| 0,8 | 1009 | 64 92,1 44 | 0,9951
Integerrimin-N-Oxid 0,8 99,0 3,4 92,6 52 10,9992 0,8 99,2 6,5 98,2 32 (09989 0,8 97,4 13,5 | 88,1 5,3 | 0,9949
Jacobin 0,8 |1242| 5.2 14,7 | 55 |0,99952| 0,8 | 138,3 | 13,7 | 1412 | 7,7 |0,9937| 21 107,8 | 9,0 1125 | 7,2 |0,99922
Jacobin-N-Oxid 0,8 92,6 3,56 88,9 3,7 |0,99982| 0,8 94,1 2,8 93,9 7,7 [09999| 0,8 83,1 3,3 84,2 3,2 |0,9984
Jacolin 0,8 90,5 8,2 90,7 2,9 10,99882| 0,8 96,5 | 10,5 | 97,2 2,7 (09990 | 0,8 83,4 13,0 | 87,9 46 |0,9927
Jacolin-N-Oxid 0,8 98,1 3,1 90,2 6,1 [0,99972] 0,8 96,3 8,0 99,1 13,2 10,9941 0,8 53,0 8,5 52,8 3,4 | 0,9937
Jaconin 0,8 62,3 | 10,6 | 57,2 7,6 1099832 0,8 40,8 | 33,8 | 36,0 15,0 | 0,9966 | 0,8 41,4 | 28,2 | 49,8 52 | 0,9966
Lasiocarpin 0,8 97,9 3,2 93,9 3,6 |0,99902| 0,8 | 1034 | 4,1 99,9 25 |0,99%1]| 0,8 88,7 4,3 91,4 2,5 |0,9978
Lasiocarpin-N-Oxid 0,8 97,1 3,1 93,4 3,4 |0,99852| 0,8 94,6 8,0 97,3 42 |0,9876| 0,8 94,1 9,8 90,3 2,6 |0,9994
Lycopsamin 0,8 92,5 5,6 86,7 1,8 10,99902| 0,8 97,2 1,6 98,2 3,8 (09986 | 0,8 91,6 4,2 93,9 2,8 |0,9905
Lycopsamin-N-Oxid 0,8 |101,7| 3,2 92,8 4,0 |0,999921 0,8 91,4 4,2 95,8 6,2 |09981]| 0,8 67,4 3,1 63,8 6,8 | 0,9930
Merenskin 0,8 85,2 8,2 73,7 5,0 |0,99962| 0,8 70,5 | 18,3 | 72,1 7,9 (0,99212| n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Merenskin-N-Oxid 0,8 29,6 | 33,4 | 21,2 | 24,3 |0,99992| 0,8 6,5 | 1410 | 55 67,7 | 0,9965| n.b. n.b. n.b. 11,9 | 20,9 | 0,9945

n.b.: nicht bestimmbar

an=55n=4

¢hoéchster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 pg/kg, n =4
dhochster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 pg/kg, n =5
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Tabelle 16: Fortsetzung

Kéase vor dem Salzen
(Weichkése Typ Picodon)

Kase nach dem Salzen
(Weichkése Typ Picodon)

Kédse nach 21 Tagen Reifung

(Weichkéase Typ Picodon)

Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung Dotierung
2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 ug/kg 10 pg/kg 2,5 ug/kg 10 pg/kg
PA/PANO LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R2 LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R? LOQ | WFR | RSD | WFR | RSD R
[ug/kgl | [%] [%] [%] [%] [bg/kgl | [%] [%] [%] [%] [ug/kgl | [%] [%] [%] [%]

Merepoxin 21 98,7 18,9 | 104,3 | 6,8 |0,9926°| 2,1 95,9 10,8 | 133,8 | 10,8 [0,9868°| 2,1 108,3 | 14,3 | 102,7 | 7,2 |0,99252
Merepoxin-N-Oxid 0,8 161,7 | 59 1575 | 4,5 |0,99982| 0,8 1728 | 3,4 173,4 | 51 |0,9959| 0,8 1471 7,0 151,1 3,7 |0,9925
Monocrotalin 0,8 89,0 55 87,5 2,5 10,99912] 0,8 98,5 3,7 96,6 34 (09971] 0,8 83,2 4,4 92,1 4,4 | 0,9968
Monocrotalin-N-Oxid 0,8 90,3 55 86,6 3,7 10,99932] 0,8 92,9 9,0 94,5 13,8 | 0,9970| 0,8 55,2 4,2 54,5 4,6 | 0,9949
Retrorsin 0,8 91,1 4,0 94,3 4,6 |0,99832|1 0,8 91,5 9,2 94,7 59 (09984 | 0,8 86,8 5,2 81,9 6,6 | 0,9943
Retrorsin-N-Oxid 0,8 96,6 5,6 92,3 4,1 10,997321 0,8 94,0 57 101,7 | 2,8 [0,9991| 0,8 89,4 23 86,8 53 | 0,9944
Riddelliin 21 73,7 11,8 | 81,5 9,0 (0,9919°] 0,8 98,9 54 92,6 54 (09968 | 2,1 86,7 7,6 74,6 3,1 10,9903
Riddelliin-N-Oxid 0,8 95,2 3.8 86,4 3,3 ]0,99902] 0,8 82,3 3,7 86,7 36 [09985| 0,8 81,7 9,6 85,2 4,9 | 0,9982
Sceleratin 0,8 93,5 7,8 89,0 4,8 10,999921 0,8 92,6 5,0 94,9 53 (09963 | 2,1 89,0 14,2 | 87,8 4,9 10,9877
Sceleratin-N-Oxid 0,8 98,6 7,8 95,5 54 10,99872] 0,8 93,7 4,6 90,1 57 (09967 | 0,8 72,2 57 67,4 54 | 0,9962
Senecionin 0,8 98,5 2,9 99,1 9,1 ]0,99842] 0,8 95,4 4,9 95,9 28 |09985]| 0,8 81,1 2,5 85,6 1,1 | 0,9969
Senecionin-N-Oxid 0,8 94,5 6,3 92,5 2,5 10,9990 0,8 93,3 2,6 99,8 43 |09993]| 0,8 103,7 | 15,0 | 94,5 11,8 | 0,9984
Seneciphyllin 0,8 84,5 6,1 87,5 6,0 [0,99872] 0,8 89,7 10,0 | 92,0 3,0 [0,9985]| 2,1 71,7 1,3 | 87,7 54 10,9978
Seneciphyllin-N-Oxid | 0,8 94,8 4,1 90,1 4,2 10,99992|1 0,8 91,7 2,0 92,1 21 (09986 | 0,8 83,4 9,0 88,6 2,6 ]0,99822
Senecivernin 21 88,8 12,1 | 117,14 | 20,6 |0,9965°| 0,8 87,2 4,9 85,3 7,1 |0,99514] 0,8 92,6 8,7 89,0 4,2 | 0,9976
Senecivernin-N-Oxid 0,8 94,2 3,3 88,1 50 [0,99972] 0,8 94,8 5,8 98,3 0,9 |09907| 0,8 1056 | 141 94,2 6,5 | 0,9917
Senkirkin 0,8 92,8 4,6 90,5 26 (099922 0,8 97,1 5,1 99,7 33 (09984 | 0,8 89,0 3,0 90,4 2,2 ]0,9933
Spartioidin 0,8 89,2 52 86,6 4,0 |1,00002| 0,8 79,8 7,5 91,3 5,1 10,9974¢] 0,8 88,9 13,5 | 83,7 4,1 | 0,9998
Usaramin 0,8 96,6 4,1 93,9 56 [0,99862] 0,8 92,5 55 97,2 6,5 09986 | 0,8 86,3 7,8 87,9 3,4 | 0,9984
Usaramin-N-Oxid 0,8 95,6 4,7 90,1 4,3 |0,999721 0,8 96,8 53 99,1 34 (09890 | 0,8 94,6 57 89,2 3,3 | 0,9958

n.b.: nicht bestimmbar

an=5,bn=4

¢hoéchster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 pg/kg, n =4
dhochster verwendeter Kalibrierstandard war 12,5 pg/kg, n =5
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PA/PANO in Weichkéase Typ Picodon aus Ziegenmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Weichkadse Typ Picodon

Im finalen Produkt (Kase nach 21 Tagen Reifung) betrug der relative Anteil des Gehalts der zu
dotierten PA noch zwischen 61,8 + 11,6 % (Echimidin) und 85,3 + 18,6% (Lasiocarpin)
bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) (Abbildung 13). Das PANO
Senecionin-N-Oxid wurde im finalen Produkt nicht Gber LOQ nachgewiesen.
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" Relativer Anteil des PA/PANO-Gehalts bezogen auf den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch
(pasteurisierte Kesselmilch)

Abbildung 13: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Weichkdse Typ Picodon aus klnstlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.
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Die in der Molke bestimmten relativen Anteile des Gehalts waren zwischen 83,9 £ 11,3 %
(Echimidin) und 106,7 + 3,1% (Lasiocarpin) bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte
Kesselmilch). Im Gegensatz dazu wurden im Kase vor dem Salzen noch ein relativer Anteil
des Gehalts von 55,71 6,9 % (Echimidin) bis 87,0 £ 2,7 % (Lasiocarpin) bezogen auf den
Gehalt in der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) bestimmt. Nach dem Salzen war
dieser Anteil zwischen 63,5 + 15,5 % (Echimidin) und 95,3 £ 8,6 % (Lasiocarpin).

Die verbleibenden relativen Anteile des PA-Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch
schwankten zwischen den drei hergestellten Chargen im finalen Produkt (Kése nach 21 Tagen
Reifung) mit RSD-Werten von 7,0 % (Jacolin) bis 23,8 % (Jacobin) am weitesten.

Insgesamt beeinflussten bei dem Weichkdse Typ Picodon aus kinstlich kontaminierter
Ziegenmilch das Salzen oder die Reifung, den relativen Anteil Gehalt von PAs bezogen auf die

Ausgangsmilch nicht oder nur gering (Abbildung 13).

Im Gegensatz zu den PA war Senecionin-N-Oxid (Gehalt in der Ausgangsmilch:
53,5 £ 2,2 nmol/kg) bereits in der Probe des Kases vor dem Salzen sowie in dem vorab
abgefuhrten Nebenstrom der Molke nicht mehr Uber LOQ nachweisbar (Abbildungen 13 und
14). Gegengleich war der Gehalt des korrespondierenden PA Senecionin in dem K&se vor dem
Salzen und der Molke auf 43,5 + 2,0 bzw. 50,8 + 0,6 nmol/kg angestiegen. Eine Reduktion von
Senecionin-N-Oxid zu der freien Base Senecionin erfolgte somit bereits in den
Prozessschritten Fermentieren oder Einlaben (Abbildung 14). Das Salzen des Kaselaibs
fuhrte, wie auch bei den anderen zu dotierten PA, zu keiner Veranderung des Gehalts. Nach
21 Tagen Reifung war eine geringe Abnahme des Senecionin-Gehalts auf 36,4 + 8,8 nmol/kg

zu beobachten.
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Abbildung 14: Senecionin-N-Oxid- und Senecionin-Gehalt [nmol/kg] in den Prozessstufen wahrend der
Herstellung des Weichkases Typ Picodon aus kiinstlich kontaminierter Ziegenmilch. Mittelwert aus den
einzelnen Chargen (i = 3) mit Standardabweichung als Fehlerbalken.

B. Natiirlich kontaminierter Weichkase Typ Picodon

Durch die natirliche Kontamination mit PA/PANO konnte der Einfluss der Pasteurisierung als
ersten Schritt in der Kaseherstellung untersucht werden. Der relative Anteil des PA/PANO-
Gesamtgehalt in der Rohmilch betrug 97,913,2% des PA/PANO-Gehalts in der
pasteurisierter Kesselmilch, die fir die Herstellung aller Milchprodukte als Referenz
(Ausgangsmilch) diente. Die Pasteurisierung hatte somit keinen Einfluss auf den relativen
Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt.

Im Endprodukt (Kése nach 21 Tagen Reifung) betrug der relative Anteil des PA/PANO-
Gesamtgehalt noch 74,3 +17,1% bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte
Kesselmilch) (Abbildung 15). Der Gehalt des Hauptanalyten Jacolin hatte einen relativen Anteil
von 75,3+14,9 bezogen auf den Jacolin-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte
Kesselmilch). Der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt in der Molke entsprach
102,0 + 35,7 % des Gehalts in der Ausgangsmilch. Im Gegensatz dazu wurden im Kase vor
dem Salzen noch ein relativer Anteil von 70,3 £ 2,0 % festgestellt. Der relative Anteil des
Jacolin-Gehalts in der Molke und im Kase vor dem Salzen war bezogen auf die Ausgangsmilch
104;1 £ 7,4 % bzw. 70,8 £ 2,9 %.
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Ebenso wie bei der Herstellung von Weichkase Typ Picodon aus kinstlich kontaminierter
Ziegenmilch, wies der Kase nach 21 Tagen Reifung eine im Vergleich hohe Variabilitat

zwischen den drei Chargen auf.
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" Relativer Anteil des PA/PANO-Gehalts bezogen auf den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch
(pasteurisierte Kesselmilch)

Abbildung 15: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Weichkdse Typ Picodon aus naturlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.

Das PANO Jacolin-N-Oxid war in der naturlich kontaminierten Rohmilch und der
pasteurisierten Kesselmilch in geringen Gehalten Gber LOQ vorhanden (Daten nicht gezeigt).

In den weiteren Proben wurde Jacolin-N-Oxid nicht tber LOQ nachgewiesen.

PA/PANO in Weichkase Typ Feta aus Schafmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Weichkéase Typ Feta

Im finalen Produkt (Kase nach 56 Tagen Reifung) lag der relative Anteil des Gehalts der zu
dotierten PAzwischen 20,3 + 3,0 % (Heliotrin) und 44,5 + 3,5 % (Lasiocarpin) bezogen auf den
Gehalt in der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) (Abbildung 16). Das PANO

Senecionin-N-Oxid wurde im finalen Produkt nicht Gber LOQ nachgewiesen.

67



120
100 4
80 z
60 n
40 i
20 &

120
100 4
80 1
80
40
20 s

relativer Anteil' [%]
L]

o
Salzbad nach Kaseentnahme - ™

Molke

120
100 4 i
80 *
60
40
20

Kasebruch

H
Kase vor dem Salzhad

H-
H-

>
Ké&se nach dem Salzbad

pasteurisierte Kesselmilch

Salzbad nach Kaseentnahme - »

Salzbad nach Kaseentnahme - »

Molke W

Kéase nach 56 Tagen Reifung

Kasebruch

Molke
Salzbad nach Kaseentnahme | w
Kasebruch |

Kasebruch

Molke

Kase vor dem Salzbad
Kése nach dem Salzbad

Kase vor dem Salzbad | »
Kase nach dem Salzbad - »

Kase vor dem 3alzbad
Kase nach dem Salzbad

pasteurisierte Kesselmilch
Ké&se nach 56 Tagen Reifung

pasteurisierte Kesselmilch
Kase nach 56 Tagen Reifung - »

pasteurisierte Kesselmilch
Kase nach 56 Tagen Reifung

Prozessproben

" Relativer Anteil des PA/PANO-Gehalts bezogen auf den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch
(pasteurisierte Kesselmilch)

Abbildung 16: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Weichkdse Typ Feta aus kunstlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.

In der Molke wurden relative Anteile des Gehalts der jeweiligen PA zwischen 89,1 + 1,5%
(Lasiocarpin) und 117,6 £ 2,4 % (Jacolin) bezogen auf die Ausgangsmilch nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu wurde im K&sebruch noch ein relativer Anteil zwischen 64,5 +1,2%

(Lasiocarpin) und 91,2 £ 3,4 % (Jacolin) bestimmt.
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Die verringerten relativen Anteile der Gehalte im finalen Produkt im Vergleich zur
Ausgangsmilch waren wesentlich durch die lange Verweilzeit des Kases im Salzbad bedingt.
Wahrend im Kase vor dem Salzbad der relative Anteil des jeweiligen PA-Gehalts bezogen auf
die Ausgangsmilch zwischen 71,4 + 6,7 % (Heliotrin) und 93,8 £ 6,5 % (Retrorsin) lagen,
waren diese im Kase nach dem Salzbad zwischen 13,1 £3,0% (Lycopsamin) und
26,0 £ 5,1 % (Lasiocarpin). Im Salzbad nach der Kaseentnahme wurden in zwei von drei
Chargen alle PA Uber LOQ nachgewiesen; hierbei sind die geringen relativen Anteile des PA-
Gehalts bezogen auf die Ausgangsmilch durch das hohe Volumen des Salzbades von 10 kg
bedingt (3.2.1.1.).

Senecionin-N-Oxid war in zwei von drei Chargen im Kasebruch und in der Molke Uuber LOQ
vorhanden. Gemittelt Uber alle Chargen entspricht dies einem relativen Anteil am PA-Gehalt
von 2,5+4,3 % fur den Kasebruch und von 7,4 +£7,2 % flr die Molke bezogen auf die
Ausgangsmilch (Abbildung 16). In den weiteren Proben war der Senecionin-N-Oxid-Gehalt in
keiner Charge uber der BG. Eine Reduktion des PANO zur freien Base Senecionin wurde
ebenfalls wahrend der Herstellung von Weichkase Typ Feta beobachtet (Daten nicht gezeigt).
Das gebildete Senecionin verhielt sich im weiteren Verlauf der Herstellung des Weichkases

Typ Feta vergleichbar zu den anderen dotierten PA.

B. Natiirlich kontaminierter Weichkase Typ Feta

Durch die Pasteurisierung wurde derer relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt nicht
beeinflusst. Der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts in der Rohmilch betrug
102,0 + 12,8 % des PA/PANO-Gesamtgehalts in der pasteurisierten Kesselmilch, die fir die
Herstellung aller Milchprodukte als Referenz (Ausgangsmilch) als diente.

Im finalen Produkt (Kadse nach 56 Tagen Reifung) lag der relative Anteil des PA/PANO-
Gesamtgehalt bei 28,2 £ 5,8 % bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch)
(Abbildung 17). Der relative Anteil des Gehalts von Jacolin bezogen auf die Ausgangsmilch
war 28,7 + 7,4 %.

In der Molke wurde ein relativer Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt von 98,8 + 2,3 % bezogen
auf die Ausgangsmilch bestimmt. Im Kasebruch wurde ein relativer Anteil von 99,3 + 9,1 %
festgestellt. Der relative Anteil des Jacolin-Gehalts in der Molke und im Kése vor dem Salzbad
war bezogen auf den Jacolin-Gehalt der Ausgangsmilch 104,6 £ 3,3 % bzw. 103,5 + 13,0 %.

Der verringerte relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt im finalen Produkt des Weichkases
Typ Feta aus natirlich kontaminierter Schafmilch ist ebenfalls wesentlich durch das Salzbad
bedingt. Wahrend im K&se vor dem Salzbad noch ein relativer Anteil des PA/PANO-
Gesamtgehalt von 77,0 + 3,7 % bezogen auf die Ausgangsmilch bestimmt wurde, wurden im

Kase nach dem Salzbad nur noch 16,1 £ 5,9 % bestimmt.
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Der relative Anteil des Jacolin-Gehalts im Kase vor dem Salzbad und im Kase nach dem
Salzbad war bezogen auf den Jacolin-Gehalt der Ausgangsmilch 78,0 £6,7 % und
17,9 £ 6,7 %.

Wahrend in der Rohmilchprobe nur das PANO Jacobin-N-Oxid tber LOQ vorhanden war
(Daten nicht gezeigt), wurde in der pasteurisierten Kesselmilch Jacobin-N-Oxid und Jacolin-
N-Oxid uber LOQ nachgewiesen. Im weiteren Verlauf der Herstellung waren Jacobin-N-Oxid
und Jacolin-N-Oxid nur in der Késebruchprobe von zwei bzw. einer der drei Chargen tber LOQ

vorhanden.
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" Relativer Anteil des PA/PANO-Gehalts bezogen auf den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch
(pasteurisierte Kesselmilch)

Abbildung 17: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Weichkdse Typ Feta aus naturlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.

PA/PANO in Hartkdse Typ Manchego aus Schafmilch sowie dessen Prozessstufen

A. Kiinstlich kontaminierter Hartkase Typ Manchego

Im fertigen Produkt (Kase nach 112 Tagen Reifung) lag der relative Anteil des Gehalts der PA
zwischen 44,0 £ 1,7 % (Jacobin) und 101,5 + 2,5 % (Retrorsin) des jeweiligen Gehalts in der
Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) (Abbildung 18). Das PANO Senecionin-N-Oxid

wurde im finalen Produkt nicht tber LOQ nachgewiesen.
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Abbildung 18: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Hartkdse Typ Manchego aus kiinstlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.

In der Molke wurde ein Anteil des PA/PANO-Gehalts zwischen 54,5 + 16,1 % (Lasiocarpin) und
97,3 £ 4,9 % (Lycopsamin) bezogen auf die Ausgangsmilch bestimmt. Gegengleich dazu war
im Kasebruch noch ein relativer Anteil zwischen 53,7 + 2,8% (Lycopsamin) und 67,9 + 1,9 %
(Retrorsin) im Vergleich zur Ausgangsmilch enthalten. Der relative Anteil des Gehalts der PAs
in der Molke nach dem Pressen, welche nach der Probe des Kasebruch abgenommen wurde,
lag bezogen auf den Gehalt in der Ausgangsmilch zwischen 60,0 + 28,3 % (Lasiocarpin) und
81,2 £ 9,4 % (Lycopsamin).
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In der Probe des Kases nach dem Salzbad waren der Anteil des Gehalts der PA zwischen
55,3+4,9 % (Lycopsamin) und 79,0 £6,1 % (Lasiocarpin) relativ zum Gehalt in der
Ausgangsmilch. Diese relativen Anteile waren nur geringfligig gegenuber ihren jeweiligen
relativen Anteilen im Kasebruch reduziert, welcher die letzte Probe vor dem Schritt des
Salzbades darstellt. Im Salzbad nach der Kaseentnahme wurden keine PA Uber LOQ

nachgewiesen.

Wahrend der 112-tagigen Reifung war fur acht der zehn PA ein Anstieg im relativen Anteil des
Gehalts bezogen auf den Gehalt in der Ausgangsmilch zu beobachten. Wird dagegen die
deutliche Anderung der Trockenmasse des Hartkases Typ Manchego wahrend der Reifung
(Tabelle 9) kompensiert, betrug fur diese acht PA der relative Anteil im Kase nach 112 Tagen
Reifung 81,8 £ 0,1 % (Senkirkin) bis 89,3 £ 7,5 % (Lycopsamin) des PA-Gehalts im Kése nach
dem Salzbad, jeweils bezogen auf die Trockenmasse in den einzelnen Reifestufen. Fur
Jacobin und Erucifolin wurde eine hohere Abnahme auf 39,9 + 1,3 % bzw. 63,8 + 3,2 % des

PA-Gehalts im Kase nach dem Salzbad festgestellt.

Senecionin-N-Oxid war in allen drei Chargen in der Molke und in der Molke nach dem Pressen,
sowie in jeweils zwei von drei Chargen im Kasebruch und im Kase nach dem Salzbad, Gber
LOQ vorhanden. Gemittelt Gber alle Chargen entsprach dies relativen Anteilen des Gehalts
von 34,4 + 27,4 % fir die Molke, 5,5 + 2,7 % flr die Molke nach dem Pressen, 8,0 + 7,2 % flr
den Ké&sebruch und 2,8 +2,5% fur den Kase nach dem Salzbad bezogen auf die
Ausgangsmilch (Abbildung 18). In den weiteren Proben lag der Senecionin-N-Oxid-Gehalt in
keiner Charge Uber LOQ. Eine Reduktion des N-Oxides zur freien Base Senecionin war
ebenfalls wahrend der Herstellung von Hartkdse Typ Manchego zu beobachten. Die hohe SD
(27,4%) des relativen Anteils des Senecionin-N-Oxid-Gehalts in der Molke im Vergleich zur
Ausgangsmilch zwischen den drei hergestellten Chargen spiegelte sich in den detektierten
Senecionin-Gehalten wider (Daten nicht gezeigt). Dies weist daraufhin, dass die Reduktion
des PANO zur freien Base in den drei Chargen unterschiedlich schnell abgelaufen ist, jedoch
war in allen Chargen im Kase nach 112 Tagen Reifung das Senecionin-N-Oxid nicht mehr Gber
LOQ vorhanden.

B. Natiirlich kontaminierter Hartkase Typ Manchego

Aufgrund der naturlichen Kontamination konnte ebenfalls die Pasteurisierung untersucht
werden. Der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt in der Rohmilch war bezogen auf die
pasteurisierten Kesselmilch, die fur alle Milchprodukte als Referenz (Ausgangsmilch)
verwendet wurde, bei 92,0 + 3,0 %. Eine geringe Erhdéhung des Gehalts durch die

Pasteurisierung beobachtet.
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Im fertigen Produkt (Kase nach 112 Tagen Reifung) war der PA/PANO-Gesamtgehalt bei einem
relativen Anteil von 68,0+6,1% bezogen auf den PA/PANO-Gesamtgehalt in der
Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) (Abbildung 19). Fur Jacolin war dieser relative
Anteil 69,1 £ 6,4 %.
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Abbildung 19: Relativer Anteil des Pyrrolizidinalkaloid und -N-Oxid (PA/PANO) -Gehalts bezogen auf
den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) von PA/PANO in
unterschiedlichen Prozessstufen bei der Herstellung von Hartkdse Typ Manchego aus natdrlich mit
PA/PANO dotierter Milch (i = 3 Chargen). Die PA/PANO-Gehalte der Proben wurden jeweils auf den
bestimmten Gehalt der Ausgangsmilch der jeweiligen Charge bezogen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) an.

In der Molke lag der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts bezogen auf den PA/PANO-
Gesamtgehalt der Ausgangsmilch bei 84,9 £4,1 %. Fur Jacolin allein war dieser bei
83,1 £5,9%. Im Kasebruch wurde ein relativer Anteil zwischen 70,5 £ 6,5 % (PA/PANO-
Gesamt) und 68,5 £ 8,0 % (Jacolin) im Vergleich zur Ausgangsmilch bestimmt. Der relative
Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt in der Molke nach dem Pressen lag bezogen auf die
Ausgangsmilch bei 64,2 £ 9,0 %. Fir Jacolin allein war dieser bei 66,7 + 10,9 %.

In der Probe Kase nach dem Salzbad war ein relativer Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalt von
62,9 £ 1,8 % bezogen auf die Ausgangsmilch enthalten. Fur Jacolin war dieser relative Anteil
bei 60,8 £ 2,7 %. Im Vergleich mit den jeweiligen relativen Anteilen im Kasebruch, welcher die
letzte Probe vor dem Schritt des Salzbades war, waren diese im Kase nach dem Salzbad
geringfligig niedriger. Jacolin wurde bei einer der drei Chargen im Salzbad nach der
Kaseentnahme geringfligig Gber LOQ detektiert.
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Wird die deutliche Anderung der Trockenmasse des Hartkdses Typ Manchego wahrend der
112-tagigen Reifung (Tabelle 9) wieder kompensiert, betrug im Kase nach 112 Tagen Reifung
der relative Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts bzw. des Jacolin-Gehalts allein noch bei
74,6 £ 8,0 % bzw. 78,3 £ 6,8 % des Gehalts bezogen auf die Trockenmasse im Kase nach
dem Salzbad. Fur Jacobin wurde auch in den Proben der natlrlichen Kontamination eine
hoéhere Abnahme des relativen Anteils des Gehalts auf 50,2 £ 18,9 % bezogen auf den
korrespondierenden Jacobin-Gehalt in der Trockenmasse des Kases nach dem Salzbad

festgestellt.

In der Rohmilchprobe war der Gehalt des PANO Jacobin-N-Oxid Uber LOQ (Daten nicht
gezeigt). Im Gegensatz dazu wurde in der pasteurisierten Kesselmilch Jacobin-N-Oxid und
Jacolin-N-Oxid Uber LOQ nachgewiesen. Jacobin-N-Oxid und Jacolin-N-Oxid waren auch in
zwei bzw. einer der drei Chargen der Probe Molke Uber LOQ vorhanden. Im weiteren Verlauf
der Herstellung wurde Jacobin-N-Oxid zusatzlich noch in den Proben Kasebruch Gber LOQ

bestimmt.
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5. Diskussion

5.1. Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse

Die Ergebnisse dieser Studien wurden von Klein et al. 2024 publiziert (Klein et al. 2024).

Probennahme

Es ist bekannt, dass J. vulgaris Gaertn. bzw. J. aquatica (Hill) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb.
in Schleswig-Holstein und Bayern sehr verbreitet sind. (Gottschalk et al. 2020; Gottschalk et
al. 2018; Jung et al. 2020; Suttner et al. 2016). Deshalb wurden sie als Modellregionen fur die
Probennahme ausgewahlt. In Bayern gedeiht J. aquatica (Hill) G. Gaertn., vor allem in der
stdlichen Region Allgau (Regierungsbezirk Schwaben) in erheblichem Male (Suttner et al.
2016; Gehring et al. 2021). Deshalb kénnte ein hoheres Bewusstsein fir dieses Problem zum
erhohten Anteil an aktiven Teilnahmen in Bayern beigetragen haben. Die aktiven Teilnahmen,
insbesondere in Bayern und in Teilen in Schleswig-Holstein, flihren dazu, dass die
gesammelten Milchproben die Gesamtsituation der PA/PANO-Kontamination in Milch direkt
von Milchviehbetrieben nicht reprasentativ abdecken koénnen. Es ist mdglich, dass
Milchviehbetriebe mit einem geringeren Bewusstsein flir PA/PANO-haltige Pflanzen auf ihren
landwirtschaftlichen Nutzflachen nicht aktiv teilgenommen haben. Ein Hinweis darauf ist
beispielsweise, dass die beiden am starksten kontaminierten Milchproben aus Probenahmen

durch passive Teilnahme (Milchtankstellen) stammen.

PA/PANO-Vorkommen in Milch

In Molkereien wird bei der Verarbeitung Milch von vielen verschiedenen Einzelbetrieben

gemischt bevor sie in den Einzelhandel gelangt. Das hat zur Folge, dass einzelne mit PA/PANO
kontaminierte Erzeugermilch einer Verdinnung durch nicht mit PA/PANO-kontaminierte Milch
unterliegen, da die PA/PANO-Menge auf das Volumen der gesamten Milch verteilt wird. So
ergibt sich mdglicherweise insgesamt ein hoherer Anteil an PA/PANO-kontaminierten
Milchproben aus dem Einzelhandel, jedoch mit deutlich geringerer PA/PANO-Konzentration im
Vergleich zur urspringlich mit PA/PANO kontaminierten Milch vom Einzelbetrieb (Mulder et al.
2018). Fir PA/PANO-Kontaminationen in Honig wurde bereits gezeigt, dass einzelne
Honigproben aus wenigen Herkunftsorten hoch kontaminiert sein kdnnen, wahrend die
Mehrheit gering bzw. nicht belastet ist (Gottschalk et al. 2020). Das Gleiche wird auch fur die
PA/PANO-Kontamination von Milch aus Einzelbetrieben vermutet: Insgesamt gibt es eine

geringe PA/PANO-Kontaminationsrate, jedoch vereinzelt hdhere Gehalte.
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Die durchgefiihrte Statuserhebung bestatigt diese Hypothese. Insgesamt wurden in 11 % der
Milchproben PA/PANO nachgewiesen. Im Allgemeinen waren geringe Konzentrationen
enthalten (PA/PANO-positiven Proben: Mittelwert: 0,30 pg/L, Median: 0,024 ug/L; alle
Milchproben: Mittelwert: 0,034 ug/L). Es wurde jedoch auch ein hoher PA/PANO-
Gesamtgehalt mit 5,6 pg/L in einer Milchprobe quantifiziert. Dieser Gehalt ist etwa dreiRigmal
hoher als PA/PANO-Gesamtgehalte, die in bisherigen Studien in Milchproben aus dem
Einzelhandel bestimmt wurden (Huybrechts & Callebaut 2015; Mulder et al. 2018; Klein et al.
2022). Der bisher héchste PA/PANO-Gehalt, der in Milch bestimmt wurde, lag bei 0,17 pg/L.
Dieser stammte aus einer Studie von Mulder et al. 2018, bei der 169 zufallig entnommene
Kuhmilchproben aus sechs europaischen Landern auf PA/PANO untersucht wurden (Mulder
et al. 2018).

Die Ergebnisse fur Schleswig-Holstein zeigten eine Kontaminationsrate von 6,7 % mit wenigen
sehr hohen PA/PANO-Gesamtgehalten in der Milch. In Bayern wurde eine hohere
Kontaminationsrate von 17 % festgestellt. Hierbei ist zu beachten, dass dieselben Betriebe
Uber 3 bzw. 4 Saisons beprobt wurden und 12 von 18 PA/PANO-kontaminierten Milchproben
aus nur vier Betrieben stammten, die jedoch insgesamt niedrige PA/PANO-Konzentrationen
aufwiesen. Die Kontaminationsraten (6,7 % Scheswig-Holstein, 17 % Bayern) waren mit den
Kontaminationsraten von 6 % und 13 %, die in Studien mit Milch aus dem Einzelhandel
berichtet wurden (Huybrechts und Callebaut 2015; Mulder et al. 2018), vergleichbar.
Insbesondere die Kontaminationsrate von 17 % fur Milchproben aus Bayern stimmt mit den
Ergebnissen einer kleinen Studie Uberein, in der drei von15 Milchproben aus Verkaufsstellen

oder Direktvermarktung aus Bayern PA-positiv waren (Klein et al. 2022).

Milchviehbetriebe mit 6kologischer Produktion stehen im Vergleich zu konventionellen
Betrieben vor gréReren Herausforderungen bei der Bekdmpfung von Unkrautern. Ein Beispiel
dafur ist die Einschrankung beim Einsatz von Herbiziden, die fur die 6kologische Produktion
gelten, um die Biodiversitat zu schutzen. Auch die Ausbringung von Mineraldiingern ist
begrenzt. Die Bedingungen des Okologischen Landbaus fUhren somit zu einer hdheren
Wahrscheinlichkeit einer PA/PANO-Kontamination der Milch. Mulder et al. (2018)
beobachteten, dass PA haufiger in Milch aus 6kologischer Erzeugung gefunden wurden
(Mulder et al. 2018) Die Daten innerhalb des Projekts zeigen diese Tendenz ebenfalls. Im
Kontrast dazu zeigte sich in der durchgefiihrten Statuserhebung jedoch auch, dass die
Haufigkeit der PA/PANO-Kontamination nicht unbedingt mit der Hohe der PA/PANO-Gehalte
in der Milch verbunden ist, denn die Milchprobe mit dem héchsten PA/PANO-Summengehalt
stammte aus konventioneller Produktion. Ein angepasstes Grunlandmanagement,
unabhangig von einer o©kologischen oder konventionellen Bewirtschaftung, ist folglich

ausschlaggebend fir das Risiko einer Kontamination der Milch.
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Unkrauter treten als punktuelle Verunreinigungen im Futter auf oder werden tierindividuell auf
der Weide aufgenommen. Daher koénnen die Milchkihe der einzelnen Betriebe in
verschiedenem Ausmall PA/PANO-haltigem Pflanzenmaterial ausgesetzt sein. Bereits durch
das Mischen der Milch der einzelnen Kihe findet somit eine gewisse Verdinnung der
PA/PANO-Kontamination im einzelnen Betrieb statt. Die Beprobung der Milchbetriebe erfolgte
zu unterschiedlichen Zeitpunkten, weshalb es entsprechend mdglich war, dass sich jeweils bei
Beprobung eine unterschiedliche Anzahl von Gemelken in den Milchsammeltanks befanden.
Folglich entsprechen die Milchproben nicht in jedem Fall der Milch, die tatsachlich an die
Molkerei oder direkt den Verbraucher verkauft wurde. Dies ist bezlglich der bestimmten
PA/PANO-Gehalte zu bericksichtigen. Eine hohe Kontamination in der Milch aus
Sammeltanks oder Verkaufsstationen, die mehrere Gemelke enthalt, weist darauf hin, dass

PA/PANO-haltige Unkrauter im Futter bzw. auf den Flachen des Betriebs weit verbreitet sind.

Aus den vorliegenden PA/PANO-Mustern in den kontaminierten Milchproben lassen sich
Ruckschlisse auf den pflanzlichen Ursprung ziehen. Dies ist jedoch nur bis zu einem gewissen
Malf} moglich, da sich die PA/PANO-Muster aufgrund individueller Transferraten der PA/PANO
zwischen supplementiertem Pflanzenmaterial und der Milch unterscheiden (Mulder et al.
2020). PA/PANO-Transferraten vom Pflanzenmaterial in die Milch sind nur flr wenige
Pflanzenarten, hauptsachlich Jacobaea spp. verfugbar (Dickinson et al. 1976; Hoogenboom,
et al. 2011; Mulder et al. 2020; Knoop et al. 2024).

Tanzer et al. (2022) zeigten, dass PANO im Pansen einer Reduktion unterliegen und so in ihre
entsprechenden PA umgewandelt werden. Anschliefend werden sie zu hydrierten Strukturen
weiter verstoffwechselt. Die Metabolisierung zu den hydrierten Stoffwechselprodukten war bei
einigen PA, insbesondere bei Jacolin, langsamer. Dies ist eine Erklarung flr die hdéheren
Transferraten einiger PA und somit auch fiir die Unterschiede des PA/PANO-Musters zwischen
Futter und Milch (Tanzer et al. 2022).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass in Milch mit hohem PA/PANO-Summengehalt
jeweils ein PA das PA/PANO-Muster dominierte, das zusammen mit anderen PA/PANO in
geringeren Mengen vorkam. Das gemeinsame Auftreten von Jacolin, Jacobin und Jaconin
entspricht den PA/PANO-Mustern, die in Milch nach der Exposition von Milchkiihen gegenlber
Kreuzkrautern festgestellt wurden (Mulder et al. 2020; Knoop et al. 2024). Dieses PA/PANO-
Muster ahnelt auch dem PA/PANO-Muster in den Milchproben bei den Transferstudien in
Arbeitspaket | (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren®
Abschlussbericht Arbeitspaket 1)., Knoop et al. 2024), und zwar nicht nur bei den Kiihen,
sondern bei allen drei untersuchten Tierarten (Kuh, Schaf, Ziege). In den Transferstudien

wurde ein Extrakt aus Jakobskreuzkraut (J. vulgaris Gaertn.) eingesetzt.
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Entsprechen ist bei diesen Milchproben aus der Statuserhebung das Jakobskreuzkraut
(Asteraceae) als ursachliches Pflanzenmaterial sehr wahrscheinlich. Im Falle einer geringen
Kontamination wirden die PA/PANO-spezifischen Transferraten bedeuten, dass nur Jacolin
nachweisbar ist. Fur die vier Milchproben der Statuserhebung, die Jacolin enthielten, ist somit
ebenfalls J. vulgaris Gaertn. als wahrscheinlicher Ursprung zu identifizieren. Jacolin wurde
auch von Mulder et al. (2015) in Milch aus dem Einzelhandel nachgewiesen (Mulder et al.
2015). Hinzu kommt aufierdem, dass die weite Verbreitung von J. vulgaris Gaertn. in
Norddeutschland sehr bekannt ist (Neumann & Huckauf 2016; Gottschalk et al. 2020; Jung et
al. 2020).

In Probe 1 aus Bayern sind vier PA vom Ht-Typ enthalten. Diese kdnnen ihren Ursprung in
Pflanzen aus der Familie der Boraginaceae haben, wie die Gewohnliche Hundszunge
(Cynoglossum officinale; u.a. Rinderin und Heliosupin) oder die Europdische Sonnenwende
(Heliotropium europaeum; u. a. Heliotrin, Heliosupin, Europin und Rinderin) (Madge et al.

2020). Individuelle Transferraten dieser PA vom Futter in die Milch sind nicht verfugbar.

Senkirkin und Lycopsamin wurden im Vergleich zu anderen PA/PANO haufiger in den
bayerischen Milchproben nachgewiesen. Das lasst die Schlussfolgerung zu, dass bestimmte
und wahrscheinlich auch die gleichen Pflanzenarten die wiederholte Kontamination
verursachten. Daruber hinaus deutet der mehrfache Nachweis einer PA/PANO-Kontamination
der Milch von vier Milchviehbetrieben aus Bayern auf einen dauerhaften Befall der Flachen zur
Futtererzeugung mit den PA/PANO-haltigen Pflanzenarten hin. Die PA/PANO-Muster waren
Uber die Jahreszeiten hinweg sehr ahnlich, wenn auch nicht vollstandig identisch. Senkirkin
wird von Pflanzen der Familie der Asteraceae synthetisiert, z. B. von Wasserkreuzkraut (J.
aquatica (Hill) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb.) und Gewdhnlicher Pestwurz (Petasites hybridus
(L.) G. Gaertn., B. Mey. und Scherb.), die beide in Suddeutschland wachsen (Schenk et al.
2015; Gottschalk et al. 2018; FloraWeb).

Lycopsamin wird hauptsachlich von Pflanzen aus der Familie der Boraginaceae produziert
(Teuscher & Lindequist 2010). In Stddeutschland kommen als Pflanzen, die diese Verbindung
produzieren, z. B. Symphytum spp. (z. B. Gewdhnlicher Beinwell, Symphytum officinale agg.)
und Gewohnlicher Wasserdost (Eupatorium cannabinum L.) (Brown et al. 2016; Kast et al.
2018; Madge et al. 2020; FloraWeb) in Betracht. Lycopsamin und Senkirkin wurden auch in
anderen Studien in denen Milch aus dem Einzelhandel untersucht wurde haufiger
nachgewiesen (Huybrechts & Callebaut 2015; Mulder et al. 2015). Das gemeinsame Auftreten
von Senkirkin und Lycopsamin in zwei Milchproben deutet darauf hin, dass mindestens zwei
verschiedene PA/PANO-haltige Pflanzen im Futter bzw. auf der Weide der Milchkihe

vorhanden waren.
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PANO wurden nur in der am héchsten belasteten Milchprobe und in geringen Konzentrationen
bestimmt. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Studien von Mulder et al. (2020) und Tanzer
et al. (2022) Uberein. Wahrend des Pansenstoffwechsels werden PANO schnell zu ihrem
korrespondierenden PA reduziert und im Folgenden zu 1,2-gesattigten Metaboliten
verstoffwechselt (Mulder et al. 2020; Tanzer et al. 2022).

Saisonale Unterschiede konnten aufgrund der geringen Anzahl von PA/PANO-positiven
Milchproben nicht abschlieRend ausgewertet werden, da der Weidegang nicht zwingend
ganztagig war und unterschiedliche Futtermengen im Stall zugefiuttert wurden. Zudem fehlen
fur die Proben, die an Milchausgabeautomaten entnommen wurden, Angaben zur Fitterung.
Es blieb unklar, ob die PA/PANO-Gehalte in der Milch der Sommersaisons (B, D) durch
Futtermittel oder Weidegang verursacht wurden. Bemerkenswerterweise wurde die hdchste
PA/PANO-Kontamination in der Wintersaison C beobachtet, was bedeutet, dass nur
konservierte Futtermittel die Kontamination verursachten. Im Allgemeinen wird angenommen,
dass Kiuhe PA/PANO-haltige Pflanzen aufgrund ihres bitteren Geschmacks auf der Weide
vermeiden (Hoogenboom et al. 2011; Kala¢ & Kaltner 2021). Wird Grinland, auf dem
PA/PANO-haltige Pflanzen wachen, zur Herstellung von konserviertem Futter verwendet, ist
es flr die Milchkihe nicht moéglich diese Pflanzen auszusortieren. Dies unterstreicht die

Bedeutung einer guten Grinlandbewirtschaftung.

5.2. Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten

Die hergestellten Milchprodukte wurden ausgewahlt, da sie fur die jeweilige Milchart typische
Produkte darstellten und um moglichst verschiedene Herstellungsprozesse abzubilden. Durch
diese Spannweite konnten unterschiedliche Einflisse auf die PA/PANO-Gehalte im
Endprodukt untersucht werden. Zudem konnten die Ergebnisse durch die Verwendung von
kinstlich und nattrlich kontaminierter Milch sowie durch die Herstellung mehrerer Chargen
abgesichert werden. Durch die kiinstliche Kontamination konnte ein breites Spektrum von PA
unterschiedlichen botanischen Ursprungs untersucht werden. Vor diesem Projekt waren flr
den Verbleib von PA/PANO bei der Herstellung von Milchprodukten lediglich Daten verflgbar,
welche auf einer einmalig durchgefihrten Herstellung von Joghurt und Schnittkdse des Typs

Gouda aus naturlich kontaminierter Milch basierten (de Nijs et al. 2017).
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5.2.1. Bestimmung der Milchinhaltsstoffe und Produktparameter (MRI)

Alle hergestellten Produkte entsprachen beziglich dem Reifungsverlauf, Aussehen und
Geruch den Erwartungen an gleichartige Handelsprodukte. Die Reproduzierbarkeit der
Inhaltsstoffe  lag, gemessen am Variationskoeffizient CV, als Verhaltnis der
Standardabweichung zum Mittelwert, im Bereich 5-10 % (Tabelle 9). Hauptsachlich der
Weichkase Typ Picodon wies bei der Trockenmasse einen hohen CV von 10,9 % und beim
Fettgehalt von 10,3 % auf. Die Anforderungen an die Probenwiederholbarkeit der Methoden
wurden mit <0,05 g Trockenmasse/100 g bzw. <0,5 g Fett/100 g immer eingehalten (VDLUFA,
2010). Die chargenweise Abweichung des Picodon war aufgrund des offenen Abtropfens der
Molke in Sacken und der kleinen Laibe (80 g) gréRer als die Variabilitat der trockenen Kase
Typ Edamer oder bei im Becher abgefilitem Joghurt. Das Abtropfen der Molke konnte nur
eingeschrankt reproduziert werden und wirkte sich auf alle massenbezogenen Methoden aus.
Die Variationskoeffizienten des Joghurts aus der gleichen Ziegenmilch betrugen nur 1,5 % der

Trockenmasse und 4,7 % des Fettgehalts.

5.2.2. Auswahl der PA/PANO fiir die kiinstliche Kontamination

Bei der Auswahl der PA/PANO fir die kiinstliche Kontamination der Milchprodukte war das Ziel
das gesamte Spektrum im Hinblick auf die strukturelle Diversitat und die botanische Herkunft
der PA/PANO reprasentativ darzustellen. So wurden PA/PANO, welche von den Pflanzen der
Familien Asteraceae (Gattungen Senecio/Jacobaea), Boraginaceae und Fabaceae gebildet
werden, einbezogen (Tabelle 5). Diese PA/PANO bilden die strukturelle Diversitat der
PA/PANO in Bezug auf den Grad der Veresterung (Monoester, offener Diester,
makrozyklischer Diester) und die unterschiedlichen 1,2-ungesattigten Necinbasen
(Retronecin, Heliotridin, Otonecin) ab. Durch den Einsatz von Senecionin-N-Oxid wurde auch
die Gruppe der PANO in den Versuchen bericksichtigt. Des Weiteren wurden mit Jacolin und
Jacobin die beiden PA/PANO, welche im Rahmen der Transferstudien nach Gabe des
PA/PANO-Extrakts in vergleichsweise hohem Mal} in Milch Ubergingen, ebenfalls inkludiert

und damit ein direkter Vergleich ermdglicht.
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5.2.3. PA/PANO-Analytik
5.2.3.1. Analysemethoden zur PA/PANO-Analytik in Milchprodukten

Validierung der Methodik fiir die Probensets Joghurt und Schnittkdse Typ Edamer aus
Kuhmilch

Die Analysenmethode, welche fur die Bestimmung von PA/PANO in Rohmilch erfolgreich

validiert und angewendet wurde (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in
Nutztieren“ Abschlussbericht Arbeitspaket I; 4.1.), wurde ebenfalls fir die Bestimmung von
PA/PANO in den Probematrices der Probensets Schnittkdse Typ Edamer und Joghurt aus
Kuhmilch validiert und verwendet.

Die bestimmten WFR und RSD-Werte fir die Analytik von PA/PANO in Joghurt zeigten eine
Anwendbarkeit der Methode zur quantitativen Bestimmung von PA/PANO in den Proben des
Probensets Joghurt aus Kuhmilch. Insbesondere stimmten die WFR in Joghurt gut mit den
WEFR Uberein, welche im Rahmen der Validierung der Methode flir die Matrix Rohmilch ermittelt
wurden (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren®
Abschlussbericht Arbeitspaket I). Gegenuber der WFR von PA/PANO in Joghurt war die WFR
in dem Probenmaterial Milchgel geringfligig niedriger. Eine Vergleichbarkeit der PA/PANO-
Gehalte in den beiden Matrices Joghurt und Milchgel sowie in der Ausgangsmilch war dennoch

gegeben.

Die Komplexitat und Vielfalt der Probenmatrices innerhalb des Probensets Schnittkdse Typ
Edamer in Kombination mit der strukturellen Vielfalt der PA/PANO, flhrte zu einer grof3en
Spanne an Messeinflissen, die sich teilweise deutlich auf die Qualitdt des Messergebnisses
auswirkten. Aus diesem Grund wurde die PA/PANO-Analytik hier insgesamt als semiquantitativ
eingestuft. Im Besonderen flr Jaconin, eines der relevanten PA fir die Proben aus natirlich
kontaminierter Milch, wurden hohe RSD-Werte in Matrices ab dem Salzbad ermittelt. Es ist
wichtig, dies bei der Bewertung der Daten des Probensets Schnittkdse Typ Edamer zu
berlcksichtigen. Merenskin-N-Oxid (Isomer von Jaconin-N-Oxid), welches bereits bei der
Methodenentwicklung und Validierung der Analytik fir die Matrix Rohmilch als lediglich
semiquantitativ bewertet werden konnte, ist fir die Mehrheit der Matrices des Schnittkases Typ
Edamer und des Joghurt Sets als lediglich qualitativ erfassbar einzustufen bzw. war nicht
bestimmbar. Frihere sensitive analytische Methoden fur die Quantifizierung von PA/PANO in
Milchprodukten basierten auf dem Prinzip der Standardaddition (de Nijs et al. 2017; Mulder et
al. 2018; Chung & Lam 2017). Im Rahmen der zugehdrigen Verdffentlichungen wurden keine
Daten zur Linearitat der Messung in der komplexen Matrix Kdse angegeben, daher ist ein
Vergleich der hier genutzten Methodik mit friiheren sensitiven analytischen Ansatzen nicht
moglich (de Nijs et al. 2017; Mulder et al. 2018; Mulder et al. 2015; Chung & Lam 2017).
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Insgesamt ermdglichte die eingesetzte Methodik flr das Probenset des Schnittkdses Typ
Edamer eine semiquantitative Bestimmung der PA/PANO-Gehalte in dem komplexen
Probenmaterial. Starke Veranderungen und deutliche Trends des PA/PANO-Gehalts im Laufe

der Herstellung konnten so dennoch Ubergeordnet beschrieben werden.

Methodenoptimierung und Validierung der Methodik fiir das Probenset Joghurt aus

Ziegenmilch
Aufgrund der Verwendung von Ziegenmilch zur Herstellung von Joghurt und Milchgel, sowie

den vorgenommenen Anderungen an der Methode im Vergleich zum Probenset aus Kuhmilch,
wurde die Methodeumfassend fir die Matrices Joghurt und Milchgel aus Ziegenmilch validiert
(4.2.3.2.). Die bestimmten WFR und RSD-Werte bestatigten auch eine Anwendbarkeit der
Methode zur quantitativen Bestimmung von PA/PANO in den Proben des Probenset Joghurt
aus Ziegenmilch. Die WFR in Joghurt waren mit den WFR vergleichbar, welche im Rahmen
der Validierung der Methode flir die Matrix Rohmilch ermittelt wurden (siehe ,Studien zum
Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren“ Abschlussbericht Arbeitspaket 1). Die WFR
von PA/PANO in Joghurt und im Milchgel stimmten gut Gberein. Eine Vergleichbarkeit der
PA/PANO-Gehalte in den beiden Matrices Joghurt und Milchgel sowie in der Ausgangsmilch

war gegeben.

Methodenentwicklung und -validierung fiir die PA/PANO-Analytik in Kdseprodukten aus

der Milch von kleinen Wiederkduern sowie deren Herstellungsstufen

Wie bereits in 5.2.3.1. beschrieben, ist die PA/PANO- Analytik durch eine hohe Zahl an
strukturell unterschiedlichen PA/PANO sowie einer hohen Komplexitat und Diversitat des
Probenmaterials sehr anspruchsvoll. Insbesondere die finalen Kaseprodukte unterschieden
sich stark in ihrer Zusammensetzung und Konsistenz beispielsweise im Fett- und
Proteingehalt, wodurch eine Abreinigung von Matrixbestandteilen durch mehrere
unterschiedliche Reinigungsschritte notwendig wurde.

Bisherigen Analysemethoden (de Nijs et al. 2017; Mulder et al. 2018; Chung & Lam 2017) und
auch die zunachst fur dieses Projekt entwickelte analytische Methode (Klein et al. 2022)
fuhrten entweder zu einer mangelnden Sensitivitdt oder waren nicht auf die Vielfalt der
Probenmatrices anwendbar, z. B. aufgrund von zu hoher Verdiinnung, zu hoher verbleibender

Matrixlast oder Verstopfen der Kartuschen.
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Deshalb wurde eine Methodenoptimierung durchgefihrt. In der finalen Methode war eine
Kombination aus einer Fallung von Matrixbestandteilen mittels NHsz (25 %), eine
Festphasenextraktion mittels Umkehrphasen-Materials mit groRer Porengréfe (100 um) und
zusatzliche Zentrifugationsschritte (12.500 % g) in Kombination mit Ausfrieren notwendig, um

die Analytik von allen Probenmaterialien zu ermaoglichen.

Die neu entwickelte Analysenmethode wurde erfolgreich fur die quantitative Bestimmung von
PA/PANO in den Endprodukten Weichkase Typ Picodon, Weichkase Typ Feta und Hartkase
Typ Manchego sowie in repradsentativen Probenmatrices aus der Herstellung validiert. Die
ermittelten WFR- und RSD-Werte flr die unterschiedlichen Analyt-Matrix-Kombinationen
waren zum groRRen Teil innerhalb des Bereichs von 70-140 % mit RSD-Werten von < 20%
(SANTE/12682/2019). Aufgrund der strukturellen Vielfalt der PA/PANO und der Komplexitat
der unterschiedlichen Probenmatrices wurde dies nicht fur alle Analyt-Matrix-Kombinationen
erreicht. Insbesondere PA/PANO mit einem Chloratom in der chemischen Struktur wiesen eine
erniedrigte WFR auf. Trotz der groRen Vielfalt und Komplexitat der unterschiedlichen
Probenmatrices waren die WFR- und RSD-Werte flir die jeweiligen PA/PANO, bis auf
vereinzelte Ausnahmen, in den unterschiedlichen Matrices vergleichbar (4.2.3.2.). Die
Analysenmethode war somit insgesamt flir die Beschreibung des Verbleibs von PA/PANO
wahrend der Herstellung von Weichkase Typ Picodon, Weichkase Typ Feta und Hartkase Typ

Manchego als geeignet einzustufen.

Bisher wurden lediglich wenige analytische Methoden fur die Bestimmung von PA/PANO in
Milchprodukten publiziert. In einigen dieser Publikationen war nur eine geringe Anzahl an
PA/PANO mit hohen Nachweisgrenzen im Kase untersucht worden (Griffin 2014; Yoon et al.
2015). In anderen Studien wurde der Schwerpunkt auf andere Probenmatrices gelegt, sodass
weder eine Kalibrierung in der Kasematrix noch eine Methodenvalidierung fur Kéase
vorgenommen wurde (Mulder et al. 2015; Chung & Lam 2017). In der Studie von de Nijs et al.
(2017) Uber den Verbleib von PA/PANO wahrend der Herstellung von Milchprodukten wurden
ebenfalls keine gesonderten Angaben zur Linearitat oder Wiederfindung der PA/PANO in den
komplexeren Probenmatrices angegeben. In diesen Studien wurde das Prinzip der
Standardaddition zur Quantifizierung der PA/PANO genutzt. Da im PA-SAFE-FEED-Projekt fur
alle beprobten Matrices ein analog hergestelltes Blindmaterial verfigbar war, konnte eine

externe Matrixkalibration zur PA/PANO-Bestimmung angewendet werden.
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Aufgrund der in diesem Projekt erlangten Ergebnisse, ist eine Ubertragung der
Validierungsergebnisse von Milch auf unterschiedliche Matrices aus der Kaseherstellung nicht
zu empfehlen. Ursachen hierfir sind u.a. die héheren Trockenmasseanteile in Kaseprodukten
im Vergleich zur Milch sowie Veranderungen des Stoffprofils, welche durch die
Fermentationsprozesse und die Lagerung getrieben sind. Insbesondere flir Jaconin sind in der
Literatur keine Validierungsdaten bekannt. In der bisher einzigen Studie, welche Jaconin in
Kase untersuchte, wurde Jaconin mittels des strukturell unterschiedlichen Jacobin quantifiziert
(de Nijs et al. 2017).

Jacobin enthalt an der Position, an welcher Jaconin ein Chloratom besitzt, einen Epoxidring.
Die in diesem Projekt erhobenen Daten zeigten deutlich, dass sich insbesondere die

Signalintensitaten und die Wiederfindungsraten von Jaconin und Jacobin stark unterschieden.

5.2.3.2. Verhalten von PA/PANO wahrend der Herstellung von Milchprodukten

Uber das Vorkommen von PA/PANO in Milchprodukten ist wenig bekannt. In einer Studie zum
Vorkommen von PA/PANO in Lebensmitteln aus Handel in Hongkong wurden in zwei von
sechs Kaseproben und drei von sechs Joghurtproben PA/PANO-Gesamtgehalte bis zu 0,048
Mg/kg bzw. 0,0070 ug/kg bestimmt (Chung & Lam 2017). In einer europaweiten Studie wurden
dagegen in keiner der 34 Kaseproproben und 27 Proben von fermentierten Milchprodukten
PA/PANO Uber dem LOD detektiert (Mulder et al. 2018). Daten zum Verhalten von PA/PANO
wahrend der Herstellung, wie diese im Rahmen dieses Projektes erhoben wurden, geben
somit wichtige Anhaltspunkte flr die Abschatzung einer mdglichen Exposition des
Verbrauchers mit PA/PANO durch Milchprodukte.

Pasteurisierung und Hocherhitzung

Als ersten Schritt in der Kaseherstellung wurden die Kuh-, Ziegen- und Schafmilch
pasteurisiert (Abbildungen 2 bis 4). Der Einfluss der Erhitzung im Rahmen einer
Pasteurisierung konnte so flr die natlrlich kontaminierte Milch untersucht werden. Aus
technischen Griinden konnte die Zugabe der PA/PANO fir die kiinstliche Kontamination erst

nach der Pasteurisierung erfolgen.

Bei der natlrlich kontaminierten Milch wurde die Veranderung des PA/PANO-Gesamtgehalts
wesentlich durch die Veranderung des Jacolin-Gehalts bestimmt, da Jacolin den mit Abstand
grofiten Anteil am PA/PANO-Gesamtgehalt ausmachte. Der Grund dafur ist die PA/PANO-
Zusammensetzung, die sich aus dem Transfer nach der Extraktgabe in die Milch ergibt (siehe

»otudien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren® Abschlussbericht Arbeitspaket

).
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Fir jede Tierart war der PA/PANO-Gesamtgehalt in der Rohmilch und der pasteurisierten
Kesselmilch  vergleichbar (4.2.3.1., 4.2.3.2)). Die durchgefihrte Pasteurisierung
(Bedingungen: 72 °C, 13 s) fuhrte somit insgesamt zu keiner Verringerung des PA/PANO-
Gehaltes in der Milch. Das stimmt mit den Ergebnissen von de Nijs et al. (2017) Gberein. Auch
diese Arbeitsgruppe beobachte bei der Pasteurisierung (76 °C, 15s) keine Abnahme der
enthaltenen PA/PANO-Konzentration.

Im Rahmen der Joghurtherstellung aus naturlich kontaminierter Kuh- und Ziegenmilch konnte
auch der Einfluss einer Kombination aus Homogenisierung (Bedingungen: 60 °C, 250/50 bar)
und anschlieRender Hocherhitzung (Bedingungen: 92 °C, 300 s) untersucht werden. Wahrend
der PA/PANO-Gesamtgehalt bei der Behandlung der Kuhrohmilch stabil war, war bei den
Experimenten mit Ziegenrohmilch der PA/PANO-Gesamtgehalt in der hocherhitzten
Joghurtmilch (Ausgangsmilch) gegenlber der Rohmilch etwas verringert (4.2.3.1.,4.2.3.2.). In
der von de Nijs et al. (2017) durchgefuhrten Studie wurde keine Reduktion der PA/PANO-
Konzentration durch UHT-Behandlung (Ultra-Hochtemperaturbehandlung, 140°C, 4 s) der
Milch beobachtet.

Es ist somit davon auszugehen, dass ein moglicher PA/PANO-Gehalt einer Rohmilch nicht
oder in sehr geringem Mal} durch Erhitzungsverfahren, wie diese auch flr Konsummilch
angewendet werden, verringert wird. Dies deckt sich mit dem Vorkommen von PA/PANO in
Milchproben aus dem Handel (Mulder et al. 2018; Chung & Lam 2017; Huybrechts & Callebaut
2015).

Joghurt
Die Stabilitat von PA und PANO unterschied sich wahrend der Joghurtherstellung deutlich. Alle

hergestellten Joghurts wurden mit der gleichen Starterkultur gesauert. Nach der
Joghurtherstellung aus kunstlich kontaminierter Kuhmilch wurden fir die zehn eingesetzten
PAS57 + 17 % bis 86 £ 22 % der ursprunglich in der Ausgangsmilch (hocherhitzte Joghurtmilch)
vorhandenen PA-Konzentration detektiert. Auch bei der Herstellung mit natirlich
kontaminierter Milch aus dem Transferversuch mit Kiilhen wurden am Ende der Reifezeit von
sieben Tagen noch 81 + 6 % des PA/PANO-Gesamtgehalts der Ausgangsmilch im Joghurt
detektiert. Damit stimmen die Daten aus den Experimenten mit Kuhmilch fir beide
Kontaminationsarten gut Uberein. In den Versuchen mit Ziegenmilch lagen die relativen Anteile
der PA/PANO-Gehalte bezogen auf den PA/PANO-Gehalt der Ausgangsmilch dagegen mit
90 £ 5 % bis 142 £ 3 % (kunstliche Kontamination) und 109 % 4 % (nattrliche Kontamination)

hoher.
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Welche Faktoren zu einem Anstieg auf vereinzelt bis zu 142 + 3 % (Abbildung 10) flhrte, ist
zum jetzigen Stand ungeklart. Das Verhalten von Jacolin, welches den grofdten Anteil am
PA/PANO-Gesamtgehalt in den Produkten aus natirlich kontaminierter Milch ausmacht,

stimmte bei beiden Kontaminationsarten tberein.

In der Studie von de Nijs et al. (2017) wurde eine Abnahme auf 73% des PA/PANO-Gehalts
bei der Herstellung von Joghurt gegentber der natirlich kontaminierten Kuhmilch bestimmt.
Die quantitative Bestimmung erfolgte hierbei mittels Standardaddition im Einfachansatz. Im
Kontrast dazu, wurde dies in der vorliegenden Arbeit als Doppelbestimmung aus je drei
Chargen pro Produkt mittels externer Kalibration durchgefthrt. Es ist zudem anzumerken,

dass sich die untersuchten PA/PANO zwischen beiden Arbeiten teilweise unterschieden.

Im Besonderen wurden von de Nijs et al. (2017) zusatzlich Otosenin und Dehydrojacolin
untersucht. Diese kamen in vergleichbaren Konzentrationen wie Jacobin in der natirlich
kontaminierten Ausgangsmilch vor. Von de Nijs et al. (2017) wurde als mégliche Ursache flr
den verringerten PA-Gehalt im Joghurt ein moglicher Abbau der PA durch den

mikrobiologischem Fermentationsprozess angefihrt, da PA als saurestabil gelten.

Um dies zu uberprifen, wurde im Rahmen des durchgeflihrten Projekts parallel zum Joghurt
ein Kontrollprodukt (Milchgel), ohne Fermentation jedoch mit Sduerung, hergestellt. Die
Herstellung des Milchgels erfolgte durch chemische Sauerung mit GDL, wodurch der
vergleichbare pH-Wert im finalen Produkt eingestellt wurde. Bei einem PA-Abbau, der einzig
durch die Fermentation und nicht durch die Sduerung verursacht wird, musste der PA-Gehalt
im Joghurt im Vergleich zum Milchgel deutlich verringert sein. Die hier erhobenen Daten
ergeben jedoch fur PA kein einheitliches Bild. Teilweise wurden Unterschiede in den Gehalten
einzelner PA im Joghurt gegentber dem chemisch gesduerten Kontrollprodukt bestimmt,
jedoch trat dies zwischen den beiden Kontaminationsarten (natirlich, kinstlich) und Tierarten
(Kuh, Ziege) nicht oder nur teilweise Ubereinstimmend auf. Beispielsweise waren bei
kinstlicher Kontamination von Kuh- und Ziegenmilch die relativen Anteile des Jacolin-Gehalts
im Vergleich zur Ausgangsmilch im Joghurt und dem Milchgel vergleichbar. Im Gegensatz
dazu war bei der natirlichen Kontamination der relative Anteil des Jacolin-Gehalts bezogen
auf die Ausgangsmilch im Joghurt far Kuhmilch geringer und fur Ziegenmilch héher als im
Milchgel. Folglich kdnnen keine eindeutigen Trends dazu beschrieben werden, wie sich der

PA-Gehalt bei der Fermentation, in Abgrenzung zur Sduerung, verhalt.
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Im Gegensatz dazu war, der Senecionin-N-Oxid-Gehalt im Joghurt gegenuber der
Ausgangsmilch und dem Milchgel in den Experimenten mit kiinstlich kontaminierter Kuh- und
Ziegenmilch deutlich verringert. Der gleichzeitige Anstieg der korrespondierenden freien Base
Senecionin deutet auf eine Reduktion des PANO zum PA hin. Da dies nur im Joghurt, jedoch
nicht im chemisch angesauerten Kontrollprodukt mit einem vergleichbaren pH-Wert, beachtet
wurde, weist dies auf mikrobielle Prozesse wahrend der Fermentation als Ursache fir die
Reduktion des PANO zum PA hin. Die Quantifizierung des Senecionin im Joghurt aus
Ziegenmilch ergab, dass in Abhangigkeit der Charge 62 - 71 % des Verlusts von Senecionin-
N-Oxid durch eine Reduktion zur freien Base Senecionin erklarbar sind. Der Anteil an
Senecionin-N-Oxid/Senecionin im Joghurt lag bei 80 - 82 % im Vergleich zur Ausgangsmilch
und lag somit auf einem ahnlichen Niveau wie es bei den einzelnen anderen zu dotierten PA

der Fall war.

Die Daten von Jacolin-N-Oxid und Jacobin-N-Oxid im Rahmen der Joghurtherstellung aus
natirlich kontaminierter Milch bestatigen die Verringerung des PANO-Gehalts wahrend der
Fermentation. Ob auch Jacolin-N-Oxid und Jacobin-N-Oxid jeweils zu den PA Jacolin und
Jacobin reduziert wurden, konnte jedoch nicht erfasst werden, da die PANO in der natlrlich
kontaminierten Milch nur mit einem sehr geringen Gehalt im Vergleich zu den
korrespondierenden PA enthalten waren. In der Studie von de Nijs et al. (2017) war die
Abnahme von PA und PANO wahrend der Fermentation vergleichbar. Somit wurden keine
gesonderten Effekte der Fermentation auf die PANO beschrieben. Zu berlicksichtigen ist auch
hier, dass die untersuchten PANO im Gegensatz zu den PA zu geringen Anteilen in der
Ausgangsmilch enthalten waren. Ein mdglicher Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit und de Nijs et al. (2017) kdnnte die Verwendung von verschiedenen
Starterkulturen, die in Menge und Verhaltnis der enthaltenen Milchsaurebakterien variieren, fir

den Joghurt sein.

PANO wurden als instabil wahrend der Lagerung von Honig beschrieben. Im Honig wurde
jedoch bei Verringerung der PANO-Gehalte kein gleichzeitiger Anstieg der Gehalte der
korrespondierenden PA detektiert (Gottschalk et al. 2018; Kaltner et al. 2018). Eine Abnahme
des PANO-Gehalts wurde ebenfalls nach der Fermentation wahrend der Silierung von
Grasschnitt beschrieben. In den Silagen wurden geringfiigig héhere PA-Gehalte im Vergleich
zum Ausgangsmaterial beschrieben, jedoch konnten diese nur einen geringen Anteil des
Verlusts an PANO erklaren (Gottschalk et al. 2015). So steht die Reduktion von PANO zum
PA, bedingt durch Fermentation, wie in der vorliegenden Projektarbeit, im Kontrast zum Abbau

der PANO bei der Lagerung von Honig und Silierung von Grasschnitt.
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Auf der Basis der erhaltenen Ergebnisse zur Joghurtherstellung aus mit PA/PANO
kontaminierter Milch ist von keiner relevanten Verringerung des PA/PANO-Gesamtgehaltes
wahrend der Joghurtherstellung auszugehen. Abhangig von den konkreten
Fermentationsbedingungen kann es zur Reduktion von PANO zum korrespondierenden PA

kommen.

Schnittkase Typ Edamer

Die bestimmten PA/PANO-Gehalte im Schnittkdse Typ Edamerwaren als semiquantitativ
einzuordnen. Deshalb ist die Aussagekraft der Veranderungen im PA/PANO-Gehalt im Verlauf
der Herstellung eingeschrankt. Dies ist im Folgenden zu bericksichtigen. Insgesamt ist der
Verbleib der PA/PANO-Gehalte wahrend der Herstellung von Schnittkdse Typ Edamer
zwischen kunstlich und natirlich kontaminierter Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch)
vergleichbar. Die Verteilung der PA auf die unterschiedlichen Stoffstrome kann nicht gesichert
beurteilt werden.

Im finalen Produkt (K&se nach 56 Tagen Reifung) war eine Tendenz zu einem verringertem
PA/PANO-Gehalt in allenChargen erkennbar. Die fir den Schnittkdse Typ Edamer ermittelten
Daten decken sich tendenziell mit den Ergebnissen zur Herstellung des Weichkases Typ
Picodon und des Hartkases Typ Manchego aus kontaminierter Milch (4.2.3.2. und 4.2.3.2.).
Die Prozessschritte bei der Herstellung des Schnittkases Typ Edamer ahneln bis zum Kase

nach dem Salzbad insbesondere denen des Hartkases Typ Manchego.

Vergleichbare Prozesse wurden auch in einer anderen Studie untersucht (de Nijs et al. 2017),
in der eine Charge Schnittkdse Typ Gouda aus naturlich kontaminierter Kuhmilch hergestellt
wurde. Die bestimmten PA/PANO-Gehalte im Kase vor dem Reifen und den Nebenprodukten
(erste und zweite Molke) waren hier wahrend der Herstellung von Schnittkdse Typ Gouda
untereinander vergleichbar. Insgesamt wurden 86 % der in der Milch enthaltenen PA/PANO in
dem Kase vor dem Reifen und den beiden Molken wiedergefunden. Diese Angabe basierten
auf einer Quantifizierung des PA/PANO-Gehalts mittels Standardaddition und einer teilweise
geschatzten Massenbilanz. Wahrend der sechswdchigen Reifezeit des Schnittkdses Typ
Gouda wurde eine Abnahme des PA/PANO-Gehalts um 38 % vom Kase vor dem Reifen hin
zum Endprodukt berichtet (de Nijs et al. 2017). Dies entspricht einem verbleibenden relativen
Anteil des PA/PANO-Gesamtgehalts im finalen Produkt Schnittkdse Typ Gouda von 47 %

bezogen auf die Ausgangsmilch.
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Bei der Herstellung von Schnittkdse Typ Edamer aus kunstlich kontaminierter Kuhmilch war
eine deutliche Verringerung des Senecionin-N-Oxid-Gehalts bei gleichzeitigem Nachweis von
Senecionin zu beobachten. Das weist, wie auch schon bei der Joghurtherstellung (5.5.3.2.),
auf eine Reduktion von PANO zu PA hin. Bei der Herstellung von Schnittkase des Typs Gouda
in der Studie von de Nijs et al. (2017) wurden ebenfalls keine PANO mehr im Endprodukt
nachgewiesen. Allerdings wurde die Abnahme des PANO-Gehalts in der Studie erst innerhalb
der ersten beiden Wochen wahrend der Reifung detektiert und nicht schon in den ersten

Prozessschritten wie in den vorliegenden Untersuchungen.

Weichkase Typ Picodon

Insgesamt stimmen die in den Experimenten zur Herstellung von Weichkase Typ Picodon aus
kinstlich und natirlich kontaminierter Milch ermittelten relativen Anteile des PA/PANO-Gehalts
bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) sehr gut Uberein (4.2.3.2.).

Zwischen dem jeweiligen PA-Gehalt in der Ausgangsmilch und der Molke wurde kein
Unterschied festgestellt. Dies deutet daraufthin, dass sowohl die Fermentation als auch das
Einlaben keinen Einfluss auf die PA haben. Ein verringerter relativer Anteil der PA-Gehalte
bezogen auf die Ausgangsmilch wurde dagegen im Kase vor dem Salzen beobachtet. Dabei
ist zu berucksichtigen, dass die Probe Molke nur den Hauptteil der Molke umfasst, die bereits
nach etwa einer Stunde des insgesamt 24 Stunden andauernden Abtropfvorgangs
abgenommen wurde. Wahrend der verbleibenden Zeit kam es zu einem vergleichsweise
geringen restlichen Verlust von nicht aufgefangener Molke, der jedoch nicht naher bestimmt
werden konnte. Die Probe des Kases vor dem Salzen war somit nicht direkt mit der Probe der
Molke vergleichbar. Aus diesem Grund konnte nicht vollstandig zurtickverfolgt werden, ob die
beobachtete Verringerung des relativen Anteils des PA/PANO-Gehalts bezogen auf die
Ausgangsmilch durch den Verlust von nicht aufgefangener Molke, durch mikrobiologische bzw.
chemische Prozesse wahrend des 24-stindigen Abtropfens oder einer Kombination aus
beiden bedingt war. Wahrend des Abtropfens finden weiterhin Fermentationsprozesse, sowie

eine damit verbundene Verringerung des pH-Werts (4.2.2. und Tabelle 10) statt.

Das Trockensalzen bei dem Weichkase Typ Picodon hatte keinen Effekt auf die PA. Nach 21
Tagen Reifung war eine vergleichsweise hohe RSD in den relativen Anteilen der jeweiligen
Gehalte bezogen auf die Ausgangsmilch zwischen den unterschiedlichen Chargen zu
beobachten. Das weist darauf hin, dass im Fall des Weichkases Typ Picodon der Reifeprozess
den PA/PANO-Gehalt im fertigen Produkt beeinflussen kann. Die hierflr relevanten
mikrobiellen und damit verbundenen chemischen Prozesse scheinen jedoch unterschiedlich

stark abgelaufen sein.
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Die flr den Weichkase Typ Picodon (Endprodukt) bestimmten Daten zu Milchinhaltsstoffen
und Produktparametern, insbesondere die Trockenmasse bzw. Wassergehalt, wiesen im
Vergleich zu den weiteren hergestellten Produkten ebenfalls eine weitaus héhere Variabilitat
auf (4.2.2.). Die RSD der Trockenmasse der finalen Produkte erklart die hohe Variabilitat der
PA-Gehalte im Endprodukt jedoch nicht vollstandig.

Im Gegensatz zu den PA war das PANO Senecionin-N-Oxid bereits in der Molke und spater
auch im K&se vor dem Salzen nicht mehr Uber LOQ nachweisbar. Die festgestellte
Umwandlung von Senecionin-N-Oxid zu Senecionin wurde daher durch mikrobiologische oder
damit verbundene chemische Prozesse schon wahrend des Fermentierens oder des

Einlabens verursacht.

Weichkase Typ Feta

Die Daten zum Verhalten der PA/PANO wahrend der Herstellung von Weichkase Typ Feta aus
kinstlich und natlrlich kontaminierter Milch bestatigen sich gegenseitig (4.2.3.2.). Der
vergleichbare Gehalt von PA in der Ausgangsmilch (pasteurisierte Kesselmilch) und der Molke
ist, wie bereits beim Weichkdse Typ Picodon, ein Indikator daflir, dass mikrobiologische
Prozesse und damit verbundene chemische Veranderungen keinen oder nur einen sehr
geringen Einfluss auf PA haben und eine gleichmalRige Verteilung der PA auf die
unterschiedlichen Stoffstrome stattfindet (5.2.3.2.). Die relativen Anteile der PA-Gehalte waren
im Kasebruch sowie im Kase vor dem Salzbad leicht erniedrigt, da die PA vorrangig in der
wassrigen Phase der Milch und des Kases vorliegen. Der Wasseranteil im Kase ist gegenuber

der Ausgangsmilch um ca. 60 % reduziert.

MaRgeblich fur die verringerten relativen Anteile der PA-Gehalte im Weichkase Typ Feta
(Endprodukt) gegenuber der Ausgangsmilch war der Prozess des Salzens im Salzbad.
Aufgrund der langen Verweildauer von sieben Tagen sowie der lockeren Konsistenz des
Kaselaibs wird beim Weichkase des Typs Feta ein weitreichender Austausch von Stoffen
zwischen dem Kaselaib und dem Salzbad ermdglicht. Ein geringerer osmotischer Druck des
Salzbades fir den Weichkase Typ Feta im Vergleich zu Salzbadern fir Hart- und Schnittkase
koénnte dies noch zusatzlich verstarkt haben. Hierdurch erfolgt eine Migration der PA in das
Salzbad, ahnlich einer Dialyse (Floury et al. 2010). Der Nachweis von PA im Salzbad nach der
Késeentnahme bestatigen dies (4.2.3.2.).
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Eine Berechnung der exakten Wiederfindung der PA-Menge im Salzbad im Vergleich zum
Verlust des Verlusts der PA-Menge ware mit groRen Unsicherheiten behaftet und wurde daher
nicht vorgenommen. Dies ist bedingt durch Veranderungen der Trockenmassen bzw. der
Volumina, sowohl des Salzbades nach Kaseentnahme als auch der Kaselaibe, sowie der
hohen Verdinnung der PA-Gehalte im Salzbad nach der Kaseentnahme durch das hohe
Volumen. Ebenfalls zu berticksichtigen ist hierbei, dass im experimentellen Aufbau jeweils ein
neu angesetztes Salzbad zum Einsatz kam, um reproduzierbar herstellen und
Migrationsprozesse flr jede Charge separat bestimmen zu kénnen. In Molkereien werden
Salzbader kontinuierlich und chargenubergreifend weiterverwendet. Stattdessen werden
unterschiedliche Methoden, wie Filtrationsverfahren, UV-Behandlung und ein Teilaustausch fir
die Aufrechterhaltung der Qualitat des Salzbades angewendet (McSweeney et al. 2017). In
welchem Maly potenziell im Salzbad schon vorhandene oder andere niedermolekulare
Verbindungen die Migrationsprozesse der PA/PANO zwischen den Kaselaiben und dem
Salzbad beeintrachtigen, kann im Rahmen dieser Studie nicht beantwortet werden (Floury et
al. 2010).

Eine vergleichsweise geringe Standardabweichung der PA-Gehalte zwischen den Chargen bei
den Proben des Kases nach 56 Tagen Reifung (4.2.3.2.) ist ein Indikator daftir, dass der Verlust
der PA in das Salzbad reproduzierbar zu einer Verringerung der PA/PANO im Endprodukt

gegenuber der Ausgangsmilch fuhrte.

Das PANO Senecionin-N-Oxid wurde, wie bei den anderen oben genannten Produkten,
wahrend der Fermentation oder dem Einlaben abgebaut, sodass es im Weichkase Typ Feta
nicht mehr tber LOQ nachweisbar war. Der geringe relative Anteil des PANO in der Molke ist
ein Indikator dafir, dass die mikrobiologischen und die damit verbundene chemische Prozesse
in diesem Fall zu einem Grolf3teil bereits kurz nach der Zugabe der Starterkultur ablaufen, da
zwischen der Zugabe der Starterkultur und dem Abscheiden der Molke etwa zwei Stunden

lagen.

Hartkdse Typ Manchego

Der Hartkdse Typ Manchego wies unter den untersuchten Kase-Typen die Besonderheit auf,
dass aufgrund der offenen Rinde ein Wasseraustausch mdglich war und seine Trockenmasse
wahrend der Reifung kontinuierlich anstieg. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Kasen
wies der Hartkase Typ Manchego die hochste Varianz im Verhalten der unterschiedlichen PA
auf (4.2.3.2.). Dies spiegelt sich auch in der Spannweite der verbleibenden relativen Anteile
von (44,0 £ 1,7 % (Jacobin) bis 101,5 £ 2,5 % (Retrorsin)) im Endprodukt wider. Zudem war
der Anstieg des Jacolin-Gehalts bezogen auf die Gesamtmasse fir die beiden

Kontaminationsarten unterschiedlich ausgepragt (4.2.3.2.).
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Durch das Einbeziehen der Anderung der Trockenmasse des Késelaibs konnte der Anstieg
des Gehalts bezogen auf die Gesamtmasse des Kaselaibs, welche fir den Groldteil der PA
wahrend der 112-tagigen Reifung zu beobachten war, erklart werden (4.2.3.2.). Bezogen auf
die Trockenmasse war effektiv eine Abnahme der relativen Anteile der PA-Gehalte erkennbar.
Wodurch diese Abnahme der PA verursacht wurde, ist unbekannt. Eine besonders starke
Abnahme war fur die PA Jacobin und Erucifolin zu beobachten. Beide PA haben in ihrer
Struktur im Gegensatz zu den anderen untersuchten PA eine Epoxidgruppe im Bereich der
Necinsauren im makrozyklischen Ring. In welcher Weise die Epoxidgruppe hierbei den Abbau
von Jacobin und Erucifolin beglinstigen, und ob mdglicherweise toxische Metabolite

entstehen, kann anhand der vorhandenen Daten nicht gezeigt werden.

Insgesamt fuhrte der Wasserverlust durch Verdunsten zu einer Erhohung des PA-Gehalts
bezogen auf die Gesamtmasse des Endprodukts, wodurch der relative Anteil des PA-Gehalts

im Vergleich zur Ausgangsmilch nicht wie bei den anderen Kasen verringert wurde.

Fir die Evaluation des Einflusses des Salzbades auf die Anderung des PA/PANO-Gehalts
wurden fur den Hartkase Typ Manchego die Proben Kasebruch und Kase nach dem Salzbad
herangezogen. Die Probe Kasebruch entspricht dabei jedoch nicht dem grinen Kase vor dem
Salzbad, da sich diese in Bezug auf die Trockenmasse (nicht bestimmt flr den Kasebruch)
stark unterscheiden, weil im Kasebruch die Molke noch nicht vollstandig abgetrennt ist. Der
grine Kase vor dem Salzbad konnte beim Hartkdse Typ Manchego aufgrund der
technologischen Prozesse nicht beprobt werden. In welchem Malf} die Abtrennung der Molke
vom Kasebruch hin zum griinen Kase vor dem Salzbad oder das Salzbad die geringe
Abnahme des PA-Gehalts vom Kasebruch zum Kase nach dem Salzbad (4.2.3.2.) bedingt
haben, bleibt somit offen. Dennoch I&sst sich aus den Daten der beiden Proben ableiten, dass
im Gegensatz zum Weichkadse Typ Feta, beim Hartkdse Typ Manchego keine deutliche
Verringerung des PA-Gehalts wahrend des Salzbades stattgefunden hat. Eine Ursache ist die
kompaktere Konsistenz und hohere Trockenmasse des Hartkdses Typ Manchego, im
Vergleich zum Weichkase Typ Feta, und eine damit verbundene erschwerte Diffusion der
PA/PANO in die flissige Phase (4.2.2.). Ein weiterer Grund ist die geringere Verweildauer von
nur 5 h beim Hartkase Typ Manchego im Vergleich zu sieben Tagen beim Weichkase Typ Feta
(3.2.1.1.). In der Studie von de Nijs et al. (2017) waren die Bedingungen des Salzens im
Salzbad (17,5 % Natriumchlorid, 5 h) wahrend der Herstellung von Schnittkdse Typ Edamer
ahnlich zu den Bedingungen, die hier fir das Salzbad des Hartkdse Typ Manchego verwendet
wurden. Da in der Studie lediglich die Ausgangsmilch aus dieser Studie und der Kése vor der
Reifung beprobt wurden, kann der Einfluss des Salzbades von de Nijs et al. (2017) nicht

gesondert bewertet werden.
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Das PANO Senecionin-N-Oxid wurde im Hartkdse Typ Manchego wahrend der Herstellung zu
Senecionin reduziert. Im Gegensatz zu den weiteren Milchprodukten war Senecionin-N-Oxid
jedoch in mehreren Proben bis hin zum Kase nach dem Salzbad Gber LOQ nachweisbar war.
Zusammen mit der hdheren RSD der relativen Anteile von Senecionin-N-Oxid gegeniber den
Gehalten in der Ausgangsmilch deutet dies daraufhin, dass die mikrobiologischen und die

damit verbundene chemische Prozesse langsamer und mit einer héheren Variabilitat ablaufen.

Vergleich des Verhaltens von PA/PANO wahrend der Herstellung von unterschiedlichen

Kasesorten

Insgesamt ist flr die Bewertung des Verhaltens von PA/PANO bei der Herstellung von Kase
zwischen dem Verhalten von PA und PANO zu unterscheiden. Wahrend PANO durch
mikrobiologische Prozesse bzw. daraus resultierende chemische Veranderungen reduziert
wurden, waren PA weitgehend stabil gegenltiber den mikrobiologischen Prozessen wahrend
der Herstellung von Kase.

Die relativen Anteile der PA-Gehalte bezogen auf die Ausgangsmilch (pasteurisierte
Kesselmilch), deuten darauf hindeuten, dass die Verteilung der PA bei allen Kasesorten bis
zum grunen Kase hauptsachlich der Wasserphase folgte. Ein Abbau oder eine Anreicherung
darUber hinaus wurde unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Beschaffenheit der
Probematerialien nicht in einem relevanten Mal} beobachtet. Die weitere Behandlung der
Kaselaibe zeigte dagegen unterschiedliche Auswirkungen auf die PA-Gehalte. Insbesondere
ist hier ein potenzieller Verlust von PA durch die Diffusion in das Salzbad zu nennen. Diese
erfolgte flir den Weichkase Typ Feta in einem deutlichen Mal, jedoch nur sehr geringflgig far
den Hartkase Typ Manchego oder den Schnittkédse Typ Edamer. Dies ist ein Indikator, dass
Faktoren wie die weiche Konsistenz und eine vergleichsweise geringe Trockenmasse eines
Kaselaibs sowie eine lange Verweilzeit im Salzbad, wie diese bei dem Weichkase Typ Feta

auftreten, wichtige Einflussfaktoren sind.

Fir die Herstellung der verschiedenen Kasesorten wurden ebenfalls stark unterschiedliche
Reifebedingungen angewendet. Wahrend sich bei der Herstellung des Weichkases Typ
Picodon der relative Anteil der PA-Gehalte bezogen auf die Ausgangsmilch wahrend der
Reifung nicht anderte, war bei der Herstellung des Hartkdses Typ Manchego und des
Weichkases Typ Feta ein Anstieg flr die Vielzahl der PA zu beobachten. Fir den Hartkase Typ
Manchego erklarte ein starker Anstieg der Trockenmasse wahrend der Reifung die

Konzentrierung der PA bezogen auf die Gesamtmasse des finalen Produkts.
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Korrigiert mit der Trockenmasse nahm fir die meisten PA der relative Anteil des Gehalts
wahrend der Reifezeit des Hartkdse Typ Manchego von 112 Tagen auf 81,8 £ 0,1 % bis
89,3 + 7,5 %, bezogen auf den jeweiligen PA-Gehalt im Kase vor der Reifung, geringflgig ab.
Lediglich PA mit einer Epoxidgruppe in der chemischen Struktur wurden deutlich verringert
(4.2.3.2.). Wodurch die beobachtete geringe Abnahme der PA wahrend der Reifung des
Hartkase Typ Manchego bedingt war und weshalb die PA mit einer Epoxidgruppe sich in ihrem
Verhalten wahrend der Reifung von den anderen PA unterschieden, kann zum jetzigen
Zeitpunkt nicht geklart werden. Weiterfihrende Untersuchungen zur Identifizierung von
Metaboliten, insbesondere von Jacobin, kénnten Hinweise hierauf ermdglichen. Insgesamt
waren die relativen PA-Gehalte im Endprodukt jedoch ein Indikator dafir, dass PA nicht in
einem relevanten Mal® durch mikrobiologische Prozesse wahrend der Reifung abgebaut
werden. Dem gegenuber steht der physikalische Effekt der Verdunstung, welcher wahrend der
Reifung zu einer Konzentrierung der PA bezogen auf die Gesamtmasse fihrte. Basierend auf
dem Gesamtgewicht eines Produkts werden auch Verzehrsmengen durch Verbraucher
ermittelt. Daher ist das Gesamtgewicht auch ein wichtiger Bezugspunkt fur die Berechnung

der Exposition des Verbrauchers mit PA/PANO im Rahmen der Risikobewertung.

Wahrend der Reifezeit von 56 Tagen fur den Weichkase Typ Feta andert sich die
Trockenmasse nicht (Daten nicht gezeigt), weshalb dies als Ursache fiir die beobachtete
Erhéhung des PA-Gehalts gegenliber dem Kase vor der Reifung ausgeschlossen werden
konnte. Inwiefern hierbei mikrobiologische und chemische Prozesse eine Freisetzung von
zuvor adharierten oder gebundenen PA eine Rolle spielen kdnnten, kann nicht eingeordnet
werden. Die semiquantitativ zu bewertenden Ergebnisse des Schnittkdses Typ Edamer deuten
hingegen die Tendenz zur Verringerung des PA/PANO-Gehalts wahrend der Reifung an. Auch
de Nijs et al. (2017) beobachteten eine Verringerung des PA/PANO-Gesamtgehalts um 38 %

wahrend der Reifung eines Schnittkdses des Typs Gouda aus naturlich kontaminierter Milch.

Der Abbau von PANO, insbesondere Senecionin-N-Oxid, durch mikrobielle Aktivitat wurde
Uber alle Produkte hinweg beobachtet. Wahrend bei der Joghurtherstellung im Endprodukt
noch PANO vorhanden waren, wurden bei der Kaseherstellung die PANO vollstandig
abgebaut. Generell ist zu bertcksichtigen, dass in der natirlich kontaminierten Milch PANO
nur zu einem kleinen Prozentsatz am PA/PANO-Gesamtgehalt vorhanden waren, wobei
zusatzlich die korrespondierenden PA in hohen Gehalten auftraten (siehe ,Studien zum

Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in Nutztieren“ Abschlussbericht Arbeitspaket I).
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Aus diesem Grund konnte die fir Senecionin-N-Oxid beobachtete Reduktion vom PANO zum
PA, nicht fur die PANO in der natlrlich kontaminierten Milch nachgewiesen werden, da die
daraus resultierende Zunahme der PA bereits innerhalb des Schwankungsbereichs flir die
jeweiligen PA-Gehalte lagen (siehe ,Studien zum Transfer von Pyrrolizidinalkaloiden in
Nutztieren“ Abschlussbericht Arbeitspaket I; 4.2.3.1., 4.2.3.1.). Es wurde jedoch beobachtet,
dass auch wahrend der Herstellung der vier Kasesorten aus naturlich kontaminierter Milch ein
Abbau der PANO bis jeweils unter LOQ in den Endprodukten erfolgte. Ob die Stoffgruppe der
PANO im Allgemeinen durch Fermentation mit Starterkulturen zum jeweils korrespondierenden
PA reduziert werden und in welchem Mal} dies fur PANO mit unterschiedlicher chemischer
Struktur stattfindet, kann aus den erhobenen Daten nicht abgeleitet werden. Basierend auf der
fur Senecionin-N-Oxid beobachteten Reduktion zur freien Base, kann nicht von einer

Detoxifizierung ausgegangen werden.

In der bisher einzigen verdffentlichten Studie zum Verhalten von PA/PANO in Milchprodukten
(de Nijs et al. 2017) wurde naturlich kontaminierte Kuhmilch zur Herstellung von Joghurt und
Schnittkase Typ Gouda verwendet. Der Kase nach dem Salzbad enthielt noch das PANO
Jacobin-N-Oxid in vergleichbaren Gehalten wie in der verwendeten Ausgangsmilch. Ein Abbau
der PANO wurde hier wahrend der Reifezeit des Schnittkase Typ Gouda beobachtet. Wahrend
der Joghurtherstellung wurde jedoch keine Abnahme des PANO-Gehalts beobachtet (de Nijs
et al. 2017).

Uber alle untersuchten Herstellungsprozesse hinweg waren die in den Molken bestimmten
PA/PANO-Gehalte stets vergleichbar mit denen der jeweiligen Ausgangsmilch (4.2.3.2.). In
Hinblick auf den Einsatz von Molke als Futtermittel oder in der Produktion weiterer
Lebensmittel sollte berlcksichtigt werden, dass PA auf diesen Weg moglicherweise wieder in
die Lebensmittelkette eingetragen werden koénnen. Bisher wurden kaum molke- oder
molkenpulverbasierte Lebens- oder Nahrungserganzungsmittel auf das Vorkommen von PA
untersucht. In einer europaweiten Studie wurden in 25 Proben Sauglingsanfangsnahrung
keine PA Gber dem LOD nachgewiesen (Mulder et al. 2018).
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6. Nutzen und Verwendbarkeit der Ergebnisse

Es wurde eine Statuserhebung zur Abbildung der aktuellen PA/PANO-Belastung in Milch
durchgefuhrt sowie der Verbleib von PA/PANO bei der Herstellung ausgewahlter Milchprodukte
(Flassigmilch, Joghurt, Kase) untersucht, um eine Grundlage fur nachfolgende Bewertungen
und Ableitungen zu liefern, inwieweit der Bewuchs von Kreuzkraut auf Grunland tolerabel ist
oder nicht. Diese Ableitungen sollen hinsichtlich der Tiergesundheit und Risiken fur die
menschliche Gesundheit beim potenziell PA/PANO-Transfer in Milch und Milchprodukte
maoglich sein. Somit wird durch das Projekt ein Beitrag zur Entwicklung von Strategien zur
Verbesserung der Tiergesundheit und des Tierwohls sowie zur Verbesserung der Qualitat

tierischer Erzeugnisse geleistet.
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7. Gegeniberstellung der urspriinglich geplanten zu den

tatsachlich erreichten Zielen

Zum Projektbeginn war bekannt, dass Milch aus dem Einzelhandel mit PA/PANO belastet sein
konnen (Huybrechts & Callebaut 2015; Mulder et al. 2015). Ziel war es aufzuklaren, wie genau
es zu dieser Kontamination kommt, ob PA/PANO durch Vermischen von hochbelasteter Milch
von wenigen Einzelbetrieben mit unbelasteter Milch von zahlreichen anderen Betrieben in
Molkereien eingetragen werden. Infolgedessen sind geringe Kontaminationen in der gesamten
Milch aus der Molkerei vorhanden. Andererseits war eine mogliche Ursache auch, dass die
Milch vieler Einzelbetriebe bereits vor der Molkerei mit geringen PA/PANO-Kontaminationen
belastet sind. In der durchgefihrten Statuserhebung wurden 228 Milchproben aus zwei
Modelregionen in verschiedenen Saisons beprobt und untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die Mehrheit der Milchproben der beprobten Betriebe keine PA/PANO-Kontamination

aufwies. Zusatzlich gab es wenige stark belastete Milch von Einzelbetrieben.

Es wurden zudem sowohl 6kologisch als auch konventionell wirtschaftende Milchbetriebe
beprobt, um die Frage zu klaren, ob 0&kologische Milchbetriebe, welche bestimmten
Einschrankungen bei der Unkrautbekdmpfung unterliegen, hohere PA/PANO
Kontaminationen in der Milch aufweisen. Die Daten zeigen, dass der Anteil an PA/PANO-
Kontaminationen in Milch aus 0kologischen Milchbetrieben hoéher ist im Vergleich zu
konventionellen Milchbetrieben. Im Kontrast dazu, stammte die am starksten belastete
Milchprobe jedoch aus einem konventionellen Betrieb. Somit zeigt sich, dass nicht pauschal
gesagt werden kann, ob 6kologisch oder konventionell wirtschaftende Milchbetriebe allgemein
zu mehr oder weniger PA/PANO-Belastungen in der Milch fuhren. PA/PANO-haltige Pflanzen

treten ubiquitar auf und eine Sensibilisierung aller Milchbetriebe ist entsprechend wichtig.

Neben der Beprobung der Milch sollten auch die verfutterten Futtermittel des zugehorigen
Betriebes beprobt werden. Es stellte sich jedoch im Laufe der Durchflihrung heraus, dass die
Probennahmen der Futtermittel nicht reprasentativ. mdglich waren. PA/PANO-
Kontaminationen in Raufuttermitteln werden insbesondere durch einzelne PA/PANO-haltige
Pflanzen bzw. Pflanzenteile verursacht, die inhomogen in Futtermitteln vorkommen kénnen.
Aufgrund der Inhomogenitat und grol3en Futtermittelmengen, kann basierend auf nicht
reprasentativen Proben keine belastbare Aussage uber das Vorhandensein von PA/PANO im
Futter der Tiere getroffen werden. Zudem waren Informationen zu den Aufnahmemengen der
Milchkihe sowie die Bezugsquellen, Herstellung und Lagerung der Futtermittel schwierig zu

erhalten und zudem kaum unter den Milchbetrieben vergleichbar.
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Da ein Teil der Proben von Milchtankstellen stammt, war hier auch gar keine Probennahme
bei den Futtermitteln moglich. Deshalb wurde die geplante PA/PANO-Analytik fir die
Futtermittel verworfen. Durch die entwickelte sensitive PA/PANO-Multimethode mit Gber 50
Analyten, war es jedoch méglich durch das PA/PANO-Profil in den kontaminierten Milchproben
Ruckschlusse auf die ursachliche Pflanzenart zu ziehen. Es zeigten sich zwischen den
Modelregionen Bayern und Schleswig-Holstein unterschiedliche PA/PANO-Profile. In der
Milch aus Schleswig-Holstein trat Jacolin am haufigsten auf, was flr eine Exposition von
Milchkihen gegenlber Kreuzkrautern (Asteraceae) spricht. In der Milch aus Bayern waren vor
allem Lycopsamin und Senkirkin zu finden, was fUr eine Exposition gegentber Boraginaceae

(Raubblattgewéachse) und Asteraceae (Korbblutler) spricht.

Bezliglich Milchprodukte war zum Projektbeginn bekannt, dass ein Ubergang von PA/PANO
aus der Milch in Milchprodukte mdglich ist (de Nijs et al. 2017). Da nur sehr wenig
Probenmaterial als Grundlage fur die Studie von de Nijs et al. (2017) zur Verfugung stand,
lieRen sich hier nur erste Tendenzen und Erkenntnisse zur Stabilitdt von PA/PANO wahrend
der Verarbeitung von boviner Rohmilch zu Konsummilch, Joghurt und Schnittkase ableiten.
Insbesondere zu Produkten, die aus der Milch von kleinen Wiederkauern hergestellt werden,
waren keine Daten verfugbar. Die Milch von kleinen Wiederkduern wird jedoch oftmals im
Rahmen der Direktvermarktung durch den Erzeuger verarbeitet und in Form von
Milchprodukten an Verbraucher abgegeben. Hierdurch wird méglicherweise belastete Milch
ohne weitere Verdlinnung durch Milchen von anderen Erzeugern verarbeitet, weshalb hier das

Risiko eines PA/PANO-Vorkommens hoher erscheint.

Das Ziel des Arbeitspakets Il war es daher weitergehende Erkenntnisse Uber den Verbleib
von PA/PANO bei der Herstellung von unterschiedlichen Milchprodukten aus Kuh-, Schaf- und
Ziegenmilch zu erhalten. Hierfir wurden natlrlich kontaminierte Milch, die aus den
Transferstudien mit Kiihen, Schafen und Ziegen erhalten wurde, und Milch, die vorab kunstlich
mit PA/PANO kontaminierte wurde, zu typischen Produkten verarbeitet. Die Produkte wurden
vor Projektbeginn aufgrund von Unterschieden in der Herstellung und deren Angebot durch
Direktvermarkter ausgewahlt. Aus Kuhmilch wurde Joghurt (inkl. eines chemisch gesauerten
Kontrollprodukts) und Schnittkdse Typ Edamer hergestellt, aus Schafmilch Weichkase Typ
Feta und Hartkdse Typ Manchego und aus Ziegenmilch Joghurt (inkl. eines chemisch
gesauerten Kontrollprodukts) und Weichkase Typ Picodon in jeweils drei Chargen pro
Kontaminationsart. Zusatzlich wurde das fir die PA/PANO-Analytik notwendige Blindmaterial
hergestellt. Im Anschluss wurden das jeweilige fertige Produkt, die Ausgangsmilch,

ausgewabhlte relevante Prozesszwischenstufen sowie Nebenstréome analysiert.
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Die im Rahmen des Projekts entwickelten Analysemethoden ermdoglichten eine
semiquantitative Bestimmung der PA/PANO in den Proben aus der Herstellung von
Schnittkase Typ Edamer und die quantitative Bestimmung der PA/PANO in den Proben aus
der Herstellung von Joghurt, Weichkase Typ Feta, Hartkdse Typ Manchego und Weichkase
Typ Picodon. Die Erkenntnisse aus der PA/PANO-Analytik in Schnittkdse Typ Edamer haben
dazu beigetragen die Analysenmethode im Projektverlauf zu optimieren, sodass eine
quantitative Bestimmung der PA/PANO fiir die Proben aus der Herstellung von Weichkase Typ

Feta, Hartkdse Typ Manchego und Weichkase Typ Picodon erreicht werden konnte.

Durch die Herstellung von Produkten aus kunstlich kontaminierter Milch sollte sichergestellt
werden, dass die PA/PANO-Konzentrationen in der Ausgangsmilch ausreichend fur eine
Nachverfolgung der PA/PANO uber den gesamten Prozess sind und moglicherweise relevante
Abbauprodukte bestimmbar waren. Die kunstliche Kontamination ermdglichte zusatzlich die
Einbindung von PA, die von anderen Pflanzenarten als J. vulgaris Gaertn. gebildet werden,
wie z. B. PA aus der Gruppe der Monoester und offenen Diester. Die Gesamtaussagekraft der
Studie konnte somit erweitert werden, ohne dass die Kosten der Messung flur die Analytik
selbst gestiegen sind. Mittels der kinstlichen Kontamination konnte beobachtet werden, dass
bis auf einzelne Ausnahmen, die fir den jeweiligen Prozess festgestellten Effekte auf PA
unterschiedlicher Struktur in gleicher Weise auftreten. Im Gegensatz zu den PA wurde das
PANO wahrend der Herstellung fermentierter Milchprodukte deutlich abgebaut. Durch die hohe
Ausgangskonzentration und das chemisch gesauerte Kontrollprodukt im Rahmen der
Joghurtherstellung wurde beobachtet, dass wahrend der Fermentation eine Reduktion von

Senecionin-N-Oxid zu Senecionin stattfand.

In der Milch aus den Transferversuchen war bei allen drei Tierarten der PA/PANO-Gehalt der
Hauptanalyten in einer Konzentration vorhanden, die eine Nachverfolgung Uber die gesamte
Herstellung hinweg ermdglichte. Dies war im Vorfeld des Versuchs nicht absehbar, ermoglichte
jedoch, insbesondere fur Jacolin, einen direkten Vergleich der Ergebnisse fur die natirliche
und kunstliche Kontaminationsart. Die Daten fur die beiden Kontaminationsarten stimmten
hierbei sehr gut Uberein. Durch die Verwendung von naturlich kontaminierter Milch konnte ein
realitdtsnahes PA/PANO-Profil untersucht und die Milch aus den Transferversuchen fir eine

weiterfuhrende Forschungsfragestellung genutzt werden.

Durch die systematische Untersuchung der Herstellung von Milchprodukten aus den Milchen
von drei Tierarten und den technischen Wiederholungen, wurde eine grole Datengrundlage
generiert. Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen somit dazu beitragen, das Risiko einer
PA/PANO-Kontamination von unterschiedlichen Milchprodukten im Fall einer Verarbeitung von
PA/PANO-belasteter Milch abschatzen zu kénnen.
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8. Zusammenfassung

8.1. Gewinnung und Untersuchung von Feldproben, Statusanalyse

Es wurde eine Vielfalt an PA/PANO des Sc-Typs (Asteraceae), des Ly-Typs (Boraginaceae),
und des Ht-Typs (Boraginaceae) in den Milchproben nachgewiesen. Jacolin, Lycopsamin und
Senkirkin kamen dabei am haufigsten vor. In den hoch belasteten Milchproben aus Schleswig-
Holstein sind die PA/PANO-Muster ahnlich denen, die in den vorliegenden Transferstudien mit

Jakobskreuzkraut-Extrakt gefunden wurden.

Insgesamt sind die PA/PANO-Kontaminationsraten in Milch direkt vom Erzeugerbetrieb mit
denen aus dem Einzelhandel vergleichbar. Allgemein sind die PA/PANO-Kontaminationsraten
gering, dies gilt auch fir Milch aus Regionen die bekannterweise eine Weiteverbreitung an
PA/PANO-haltigen Pflanzen haben. Die Hypothese, dass die PA/PANO-Konzentrationen in
Milch aus Einzelbetrieben potenziell hdher sind als in Milch aus Molkereien wird durch diese
Studie gestutzt. Vereinzelt gab es Milchproben mit hohen PA/PANO-Gesamtgehalten, die bis
zu 30-mal hoéher waren als die zuvor flir Milch aus dem Einzelhandel berichteten. Gelegentlich
auftretende hohe Konzentrationen bei wenigen Einzelbetrieben scheinen eher fir die
PA/PANO-Kontamination von Konsummilch verantwortlich zu sein als haufig auftretende

niedrige Konzentrationen in der Milch von vielen Betrieben.
8.2. Herstellung und Untersuchung von Milchprodukten

Es wurden die Milchprodukte Joghurt, Schnittkdse Typ Edamer, Hartkdse Typ Manchego,
Weichkase Typ Feta und Weichkase Typ Picodon aus natirlich und kinstlich mit PA/PANO
kontaminierter Milch hergestellt. Die Ausgangsmilch, die finalen Produkte, ausgewahlite
Prozesszwischenstufen und Nebenstrome wurden hinsichtlich des Verbleibs von PA/PANO

analysiert.

PA und PANO unterschieden sich in ihrer Stabilitdt und Verbleib wahrend der
Herstellungsprozesse. PA waren weitgehend stabil gegenuber den thermischen,
mikrobiologischen und chemischen Veranderungen wahrend der Herstellung von Kase und
Joghurt. Die Verteilung der PA folgte zum groRRen Teil analog zur wassrigen Phase, wodurch
auch die Molke in gleichem Maf kontaminiert war wie die Ausgangsmilch. Je nach Kasesorte
beeinflussten der Stoffaustausch im Salzbad und die Reifung der Kaselaibe den verbleibenden
Anteil der PA im finalen Produkt bezogen auf die Ausgangsmilch unterschiedlich stark.
Faktoren wie die Konsistenz, Trockenmasse und die Dauer des Salzens und der Reifung

waren hierbei relevant.
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Bis auf einzelne Ausnahmen traten die fir den jeweiligen Herstellungsprozess festgestellten

Effekte fir strukturell unterschiedliche PA in gleicher Weise auf.

PANO waren in den Endprodukten der Herstellungsprozesse nicht mehr oder deutlich
verringert nachweisbar. Mittels der kiinstlichen Kontamination wurde anhand von Senecionin-
N-Oxid eine Reduktion des PANO zum korrespondierenden PA durch Fermentationsprozesse
beobachtet.

Insgesamt zeigte sich, dass die Verarbeitung von kontaminierter mit PA/PANO-kontaminierter

Milch auch zu ahnlich kontaminierten Milchprodukten und Nebenstrémen (Molke) fiihrte.
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