Zeitschrift fiir Erndhrungswissenschaft

Journal of Nutritional Sciences - Journal des Sciences de 1a Nutrition

Band 10 Heft 2 Dezember 1970

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Johannes-Gutenberg-Universitit Mainz
( Ehem. Direkror: Prof. Dr. Dr. K. Lang)

Untersuchungen iiber die Vertriiglichkeit von
5-Hydroxymethylfurfural (HMF)

1. Mitteilung: Chronischer Fiitterungsversuch mit HMF und Stoffwechsel
der Substanz

Von K. LaNG, W, KIECKEBUSCH, K. H. BAssLER, W. GRrIEM und G. Czok

Mit 2 Tabellen

(Eingegangen am 25, Mirz 1970)

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) entsteht aus Kohlenhydraten bei saurer Reaktion
insbesondere beim Erhitzen, ferner bei der MAmLLARD-Reaktion. Die Frage, ob es
gesundheitlich unbedenklich ist oder nicht, hat daher eine gewisse Bedeutung fiir die
Erndhrung, die parenterale Erndihrung und die Infusionstherapie.

In hitzesterilisierten Fruchtsiften wurden bis zu 300 mg/Liter HMF nachgewiesen.
Dagegen enthalten Fruchtsifte, die durch entkeimende Filtration oder durch Kurz-
zeiterhitzen sterilisiert worden waren nur Spuren bis etwa 10 mg HMF/Liter (KocH
und KLEESAAT 4). Grollere Mengen HMF enthaltende Fruchtsifte werden bei der
organoleptischen Priifung immer schlechter beurteilt als die HMF-freien. In 7 Jahren
gelagerten, Fruktose enthaltenden Infusionsldsungen wurden schon bis iiber 100 mg
HMEF/Liter gefunden. Bei sachgemidBem Arbeiten liegen die HMF-Werte in Glucose
enthaltenden Infusionsiosungen unter 10 mg/Liter, bei Fruktose enthaltenden mit-
unter etwas dariiber. In hitzebehandelten eiweiBhaltigen Lebensmitteln ist der HMF-
Gehalt nur sehr gering (z. B. Fleisch und Milch). HMF trigt hier nichts zur Ausbil-
dung des Aroma bei. Nach StrReuLl (5) betrigt der Geschmacksschwellenwert von
HMEF 2 mg/Liter. In gerdsteten Lebensmitteln sind zum Teil grofiere HMF-Konzen-
trationen festgestellt worden z. B. im Rdstkaffee 0,01-0,09, in Ersatzkaffees 2-30 und
in der Brotkruste 30-70%q (5).

Da in der Literatur keine Angaben iiber die akute und chronische Toxicitiit von
HMF zu finden waren, haben wir diesbeziiglich Untersuchungen durchgefiihrt.

In dieser ersten Mitteilung berichten wir iiber Versuche zum Stoffwechsel der
Substanz sowie iiber einen chronischen Fiitterungsversuch von 40 Wochen Dauer.
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Methodik

Die Darstellung des HMF erfolgte nach Hawortd und Jones (2). Fiir die Uberlassung
der Substanz danken wir Herrn Prof. Dr. J. KocH (Institut fiir Getrinkeforschung GmbH,
Nieder-Olm bei Mainz), Zur Fitterung wurde ¢twa alle 4 Wochen eine neue Charge einge-
setzt. Die Praparate enthielten 95%; HMF, gaschromatographisch bestimmt.

Fir den Fitterungsversuch wurden Sprague-Dawley-Ratten der Ziichterei Gassner
(Miinchen) mit einem Anfangsgewicht von im Mittel 48 g eingesetzt. Wihrend der gesamten
Versuchsdauer befanden sich die Tiere in Drahtboden-Einzelkifigen bei einer Raumtempera-
tur von 23+ 2 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit zwischen 55 und 65 %, Die Fiitterung
erfolgte mit der ,,paired-fed**-Technik. Trinkwasser stand ad libitum zur Verfiigung. Unsere
Versuchsanordnung ermdglichte eine exakte Bestimmung der Nahrungsaufnahme, da die
Tiere bei der verwendeten Futterapparatur (Futtergefa mit Laufrohr) kein Futter verwerfen
konnten.

Die Diidt hatte folgende Zusammensetzung: Casein 209, Hefe 29, Cellulose 2%, Salz-
mischung (SHAW) 5%, Sojadl 5%, Mondamin 66 %, Sie enthielt weiterhin je Tag folgende
Vitaminmengen in pg: Thiamin 100, Lactoflavin 100, Niacin 1000, Ca-pantothenat 100,
Pyridoxol 50, Cholinchlorid 15000, p-Aminobenzoesidure 3000, Folsiure 20, Biotin 0,5,
B12 0,1, Menadion 200. Auflerdem erhielten die Tiere wochentlich, in jeweils 0,1 ml Arachisol
gelost, 120 IE Vitamin A-Palmitat und 3 mg «-Tocopherylacetat.

Die HMF-Dosis betrug 250 mg/kg/Tag.

Ergebnisse
1. Fiitterungsversuch.

Die erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich Gewichtszunahme, Futterverzehr und
Futter-Efficiency sind in der Tabelle 1 zusammengestellt. Eingesetzt waren 20 Mann-
chen als Kontrolle und 19 Miannchen in der HMF-Gruppe. Wie die Tabelle 1 zeigt,
war die Futter-Efficiency bei der HMF-Gruppe etwas, aber statistisch nicht signi-
fikant kleiner. Wihrend der Versuchszeit von 40 Wochen verstarb 1 Tier und zwar aus
der Kontroligruppe.

Tab. 1. Futterverzehr, Korpergewicht und Futter-Efficiency nach Verfiitterung von

250 mg/kg HMF
2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen 40
Wochen
Kontrolltiere. n = 20 Endgewicht
Gewichtszunahme 49 113 185 226 334¢g
Futterverzehr g 154 371 627 883 —
Futter-Efficiency. 0,32 4 0,03 0,30 + 0,005 0,29 + 0,003 0,26 + 0,003 —
HMF-Tiere. n = 19 Endgewicht
Gewichtszunahme g 47 107 170 208 334 g
Futterverzehr g 152 372 633 892 —

Futter-Efficiency 0,31 4 0,04 0,29 - 0,01 0,27 4- 0,005 0,24 £ 0,005 —

Nach 40 Wochen wurden die Tiere getstet und die Organe Leber, Nieren, Herz,
Milz und Testes histologisch untersucht. Die makroskopische Betrachtung der Organe
hatte keine abnormen Befunde ergeben. Die Organe wurden in 5%igem Formalin
fixiert. Die angefertigten Gefrier- und Paraffinschnitte wurden mit Himatoxylin-
Eosin-Sudan III angefarbt.
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Bei den Lebern der Versuchstiere und Kontrolltiere zeigten sich keine entziind-
lichen oder degenerativen Verdnderungen im Leberparenchym. Die peripher gelegenen
Leberzellen waren bei simtlichen Tieren geringgradig bis mittelgradig verfettet. Bei
den geringgradig verfetteten Leberzellen lagen die Fetttropfchen in der Regel perivas-
culdr. In den stirker verfetteten Leberzellen waren die Fetttropfchen diffusocellulir
angeordnet. Die Zellkerne sowohl der starker verfetteten Zellen als auch die der fett-
freien Zellen waren kreisrund und wiesen ein feines Chromatingeriist auf,

Auch die Nieren samtlicher Tiere waren frei von pathologisch-histologisch nach-
weisbaren Verdnderungen. Die Kapillarschlingen der Nierenkorperchen waren fein
und zart und die Zellen der BowMANschen Kapsel schmal und larggestreckt. Bei simt-
lichen Tieren konnte man in den Zellen der Hauptstiicke basal angeordnet feine Fett-
tropfchen durch die Sudan III-Fettfirbung nachweisen. Die Zellkerne der Haupt-
stiicke hatten ein feines Chromatingeriist und der Biirstensaum war gut nachweisbar.,

In der Herzmuskulatur war die Querstreifung sowohl bei den Kontrolltieren als
auch bei den HMF-Tieren deutlich erkennbar, und die Zellkerne der Herzmuskelzellen
hatten eine ovale Gestalt mit einem feinen Chromatingeriist.

In den AMilzen wiesen die Milzkorperchen bei samtlichen Tieren keine Anzeichen
einer Schwellung auf. Auch der Pigmentgehalt im Milzparenchym entsprach bei allen
Tieren der Norm,

Das Hodenparenchym wies bei allen Kontrolltieren und HMF-Tieren in der Regel
eine geringgradige Verbreiterung des Bindegewebes auf, da dieser von einer sich bei
der H.-E.-Férbung rotlich anfirbenden Fliissigkeit durchtrankt war. Jedoch waren in
den Samenkanilchen noch unzihlige Spermien nachweisbar. Lediglich bei einigen
Tieren der Versuchstiergruppe waren diese Verinderungen etwas stirker ausgebildet.
In diesen Fillen war die Spermiogenese gestort und in den Samenkanilchen lagen nur
noch Spermiogonien und Spermiocyten vor.

Nach 9 und 40 Tagen Fiitterungsdauer wurde die Leberfunktion mit dem von
Czok (1) angegebenen Bromsulphthalein-Test iiberprift. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in der Tabelle 2 wiedergegeben. Es zeigte sich, daB3 die Ausscheidungsfunktion der
Leber durch die Verfiitterung von HMF nicht beeintrichtigt wurde.

Tab. 2. Leberfunktionspriiffung mittels Bromsulphthalein-Ausscheidung
nach Verfiitterung von HMF.

Angegeben BSF-Rentention im Serum in % 20 Minuten nach der BSF-Injektion.

X sk p
Nach 9 Wochen Fiitterung
Kontrollen n = 13 0,607 + 0,105 —
HMF-Tiere n = 15 0,761 + 0,140 0,80 0,70
Nach 40 Wochen Fiitterung
Kontrollen n = 19 2,42 + 0,375 —
HMPF-Tiere n = 19 2,41 -+ 0,298 0,90

2. Stoffwechsel von HMF

Der einzige Autor, der Versuche iiber den Stoffwechsel von HMF durchgefiihrt
hatte, war Karasumma (3). Er verfiitterte in Einzeldosen von jeweils 3 g, insgesamt 12
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und 15 g HMF an Kaninchen und stellte fest, daBl 44-67 % der verabreichten Dosis im
Harn in Form von Hydroxymethylbrenzschleimsiure ausgeschieden werden. Eine
Ausscheidung dieser Substanz konnte er auch bei Hunden feststellen.

HC — CH HC — CH
HOH.C—C C—CHO —— HOH.C—C C—COOH
\o/ \o/
HMF Hydroxymethylbrenzschleimsiure

Wir verfiitterten an Kaninchen je 1 g HMF und konnten nur eine Ausscheidung
von 12 mg unverdndertem HMF aber nicht Hydroxymethylbrenzschleimsiure fest-
stellen. Wir fanden lediglich die Ausscheidung von jeweils rund 50 mg einer itherlos-
lichen sauren Fraktion, die von uns nicht weiter untersucht wurde. Offensichtlich
vermag der Organismus nur eine begrenzte Menge HMF vollig umzusetzen. Bei
Uberschreiten der Umsatzkapazitdt bleibt dann Hydroxymethylbrenzschleimsiure
als Metabolit liegen und wird im Harn ausgeschieden.

In Warburg-Versuchen fanden wir, daB Leberhomogenate, isolierte Lebermito-
chondrien und das Uberstehende HMF nicht oxydieren. Die zugesetzten Konzen-
trationen an HMF waren 102 und 10-3 m. Zusatz von 102 und 10-3 m HMF hemmte
die Veratmung von Succinat und von Glutamat durch isolierte Lebermitochondrien
(Ratte) nicht,

Zusammenfassung

Mannliche Sprague-Dawley Ratten erhielten 250 mg/kg 5-Hydroxymethylfurfural (HMF)
40 Wochen hindurch verfiittert. Bezligl. Gewichtszunahme, Futterverzehr, Futter-Efficiency
und erreichtem Endgewicht der Tiere ergaben sich keine signifikanten Unterschiede gegen-
iiber Kontrolltieren, die kein HMF erhalten hatten. Auch die histologische Untersuchung
von Leber, Nieren, Herz, Milz und Testes ergab keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen.

Nach Verfiitterung von 1 g HMF an Kaninchen wurden im Mittel 12 mg unveridndertes
HMF im Harn ausgeschieden. Eine Ausscheidung von Hydroxymethylbrenzschleimsiure
wurde nicht festgestellt.

Leberhomogenate, isolierte Mitochondrien und Uberstehendes oxydieren kein zugesetztes
HMF. HMF stort die Veratmung von Succinat und Glutamat durch isolierte Lebermito-
chondrein nicht.

Summary

Male Sprague Dawley rats were fed 0 or 250 mg/kg 5-hydroxymethylfurfural in their
diet for 40 weeks. Weight gain, food consumption, and food efficiency were not influenced
by HMF. The histological examination of liver, kidneys, heart, spleen and testes showed no
abnormalities.

After administration of 1 gr HMF to rabbits 12 mg of HMF were excreted in the urine.
No metabolite could be detected in the urine.

HMF was not oxidized by liver homogenates, mitochondria or supernatent. The oxidation
of succinate and glutamate by liver mitochondria was not influenced by added HMF.
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