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Zusammen£assung: Bei der Herstellung yon Fleischprodukten k6nnen sich aus 
den darin enthaltenen reduzierenden Zuckern, Aminos&uren und Kreatin/Kreati- 
nin im Rahmen einer Maitlard-Reaktion Imidazochinoline und Imidazochinoxaline 
(,IQ-Verbindungen") bilden; diese haben sich als mutagen erwiesen. 

Die aus wasserarmen Modellsystemen und Fleischextrakt mittels Flilssig-FlLis- 
sig-Verteilung isolierten IQ-Verbindungen wurden an einer Kationenaustauseher- 
s~ule vorfraktioniert und anschlief3end durch HPLC an einer t~P-Phase getrennt. 
Die identifizierung der vorher acetylierten Verbindungen erfolgte mittels Gaschro- 
matographie/Massenspektrometrie aufgrund der charakteristischen Massenzahlen 
ihrer Fragmentionen. 

Bereits beim Erhitzen der Modellsysteme auf 100°C setzt die Bildung yon IQ- 
Verbindungen ein und nimmt bei weiterer Temperaturerh6hung stark zu. Auch in 
k&uflichem Fleischextrakt kSnnen IQ-Verbindungen in unterschiedlichen Mengen 
nachgewiesen werden. 

Summary: During meat processing mutagenic imidazoquinolines and imidazo- 
quinoxalines ("IQ-compounds") may be formed by Maillard reaction of reducing 
sugars, amino acids, and creatine/creatinine. 

IQ-compounds isolated from low-moisture model systems and meat extract by 
liquid-liquid-distribution were fractionated on a cation exchanger and separated on 
an RP phase. After acetylation the separated compounds were identified by gas 
chromatography/mass spectrometry based on their characteristic mass fragment 
ions. 

During heating the model systems at 100°C the formation of IQ-compounds 
begins and greatly increases by further raising the temperature. In different 
amounts IQ-compounds could also be detected in commercially available meat 
extracts. 

Schl~sselwSrter: Analyse, !Q~Verbindungen, Erhitzen, Fleischextrakt, Maillard- 
Reaktion, M_utagenit&t 

Key words: analysis, IQ-compounds; heating; meat  extract; Maillard reaction; 
mutagens 

1 Ein le i tung  

Die  b i s h e r  in L e b e n s m i t t e l n  g e f u n d e n e n  m u t a g e n e n  S u b s t a n z e n  l a s sen  
s ich  in  d re i  G r u p p e n  e i n t e i l e n  (20): 
- na t i i r l i ch  v o r k o m m e n d e ,  

997 
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2-Amino-3,4"dimethylimidazo ~,5-f~chinolin 
2-Amino-3-methylimidazo ~,5-f~chinoxalin 
2-Amino-3,8-dimethylimidazo ~,5-~chinoxalin 
2-Amino-3,4,8-trimethylimidazo ~,5-f]chinoxalin 
2-Amino-3,7,8-trimethylimidazoE4,5-f]chinoxalin 
2-Amino-l-methyl-6-phenylimidazo ~,5-~ pyridin 

Abb.  1. S t r u k t u r f o r m e l n  yon  he t e rozyk l i s chen  A m i n e n  aus e rh i tz ten  L e b e n s m i t -  
teln. 

- aus Kontaminationen von Lebensmitteln und Futtermitteln stammende 
sowie 

- bei der Lebensmittelzubereitung (-verarbeitung) sich bildende Muta- 
gene (26). 
Hier sollen nut Substanzen aus der dritten Gruppe nfiher besprochen 

werden, und zwar durch Erhitzung von Fleisch und Fleischerzeugnissen 
induzierte Mutagene. 
Verschiedene Autoren (2, 7, 8, 12, 22, 24) konnten aus Fleischextrakt und 

gebratenem Rindfleisch verschiedene Imidazochinoline und -chinoxaline 
(IQ-Verbindungen, s. Abb. I), insbesondere IQ, MeIQx und 4,8-DiMeIQx, 
isolieren und identifizieren. In gegrilltem Rindfleisch konnte auch PhIP 
nachgewiesen werden. 

Die in Abbildung l aufgef(ihrten, beim Erhitzen von Fleisch gebildeten 
Verbindungen haben sieh im Ames-Test als mutagen erwiesen (21). 

Wie Modelluntersuchungen ergeben haben, entstehen diese Mutagene 
bereits bei relativ niedrigen Temperaturen durch die Maillard-Reaktion 
von Aminosfiuren, Glucose oder Fructose und Kreatin/Kreatinin (4, 5, 9, 
i0, II, 14, 15, 17, 18, 21, 29). Zur Bildung von IQ-Verbindungen kann man 
annehmen, dab im Rahmen der Mai]lard-Reaktion gebildete methylsub- 
stituierte Pyridine und Pyrazine durch Kondensation mit jeweils einem 
durch Strecker-Abbau von Aminos~uren gebildeten Aldehyd und Kreati- 
nin reagieren, wie Abbildung 2 in allgemeiner, schematischer Form zeigt. 
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INH~ 
C6H1206 RCH.~ CO~ 

Hexose V Aminosgure 

I N~ H' NHz 

Kreatinin 
+ OHC~R X.7~N~ 

Pyridin Aldehyd IQ-Verbindung oder 
Pyrazin 

NH2 NH2 

1: R=H, "IO" 3: R=H, "HeIgx" 
2: R=He, "HelO" /+: R=He, "l+,8-DiHelOx" 

Abb. 2. Reaktionsschema ffir die Bildung von IQ-Verbindungen (R, X und Y = H 
oder Me; Z = CH oder N). 

EinfluI3 auf die Bildung der in Abbi]dung I dargestellten Mutagene 
haben neben der Temperatur auch die Konzentrationen an Zucker und 
Kreatinin (16). 

2 Isolierung, Trennung und chemisch-analytischer Nachweis von IQ- 
Verbindungen 

F/ir die Isolierung der IQ-Verbindungen aus Modellsystemen und 
Lebensmitteln wircl meist die Fliissig-Fl~issig-Extraktion mit Dichlorme- 
than angewandt (i). 

Bei neueren Untersuchungen wird vielfach mit kovalent gebundenen 
Trisulfo-Kupfer-phthalocyanin-Resten versehene Baumwolle (3, 8) als 
selektives Extraktionsmittel (,,Blue Cotton") verwendet. 

Die Reinigung der Extrakte erfolgt in der Regel ~iber Sfiulenchromato- 
graphie. Zur Anwendung kommen die Kationenaustauscherchromatogra- 
phie (17), die CMC-S~ulenchromatographie (3), die XAD-2-S~ulenchroma- 
tographie (14), die Gelchromatographie (14) sowie eine Behandlung mit 
Cl8-RP-Kartuschen (17). Weiterhin wurde die Reinigung und Anreiche- 
rung durch Sfiulenchromatographie mit monoklonalen Antik6rpern 
beschrieben (25). 

Die Trennung und die quantitative Bestimrnung yon IQ-Verbindungen 
in erhitzten Lebensmitteln kann durch HPLC (6), dutch HPLC-MS-Kopp- 
lung (28) sowie mittels GC-MS (13, 19) erfolgen. 
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Im Rahmen der eigenen Untersuchungen ~iber die Bedingungen fiir die 
Bildung von IQ-Verbindungen in bestimmten Lebensmitteln wurden 
wasserarme Modellsysteme rnit Fructose/Glucose, Glycin und Kreatinin 
als Reaktanden und mikrokristalliner Cellulose (Avicel) als Tr~germate~ 
rial sowie Fleischextrakt untersucht. 

Ffir die Isolierung von IQ-Verbindtmgen wurden die in Wasser aufge- 
nommenen Methanolextrakte mit Methylenchlorid zuerst im Sauren (pH 
2), dann im Alkalischen (pH 12) ausgeschiittelt. Der alkalische Methy- 
lenchlorid-Extrakt wurde nach dem Eindampfen mit Methanol aufgenom- 
men und durch HPLC an einer Sulfopropyl-Kationenaustausehers~ule 
mit Ammoniumacetat (NH4Ac) pH 4,5/Acetonitril (CH3CN) als Flie6mittel 
fraktioniert. 

Abbildung 3 zeigt die Trennung einer Standardmischung von IQ-Ver- 
bindungen. Die Detektion erfolgte bei der im Bereich der UV-Absorp- 
tionsmaxima der interessierenden IQ-Verbindungen liegenden Wellen- 
l~nge yon 265 nm. 

Die auf die beschriebene Weise vorfraktionierten, aus Modellsystemen 
und Fleischextrakt isolierten und im entsprechenden Chrornatogramm- 
Aussehnitt (vgL Abb. 3) erscheinenden IQ-Verbindungen wurden 
anschl ie f~end mi t t e l s  H P L C  an  e ine r  R P - s e l e c t - B - P h a s e  (Merck) we i t e r  
a u f g e t r e n n t  u n d  quant i f iz ie r t .  

L 
o 

4,B-DiMeIQx 

1 
MeIQx 

I IQ M 

I I I r , I I 

5 
I 
I0 

Abb. 3. HPLC-Chromatogramm von IQ-Verbindungen 
propy]-Si 100 (5 ~tm), 125 x 4,6 ram. Lsg. A: 0,15m NH4Ac, 
Teile A + 3 Teile B). 

min 

Reinsubstanzen) - Sulfo- 
~H 4,5 -Lsg .  B: CH3CN (7 
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Abb. 4. HPLC-Trennung der mittels einer Sul%propyl-Si-100-Saule vorfraktionier- 
ten IQ-Verbindungen (vgl. Abb. 3) aus Fleischextrakt  (Chromatogramm-Aus- 
schnitt). LiChrospher 60 RP-select B (Merck, 5 ~tm), 250 × 4 ram. Lsg. A: 0.01m 
Triethylamin, mit  Phosphors~ure auf pH 3,3 eingestellt  - Lsg. B: CH3CN- Gradient  
(Teile B + Teile A): Start: 5 + 95; 20 min: 25 + 75; 25 rain: 45 + 55; 27~i0 min: 5 + 95. 

In Abbildung 4 ist der die gesuchten IQ-Verbindungen enthaltende 
Ausschnitt des HPLC-Chromatogramms dargestellt. Die Zuordnung der 
Peaks aufgrund der Retentionszeiten el¢olgte durch Co-Chromatographie 
mit entsprechenden Vergleichssubstanzen, wobei auch die chromatogra- 
phischen Bedingungen ver~ndert wurden. 

Filr die Identifizierung der dutch HPLC getrennten IQ-Verbindungen 
wurde die Kapillargaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrome- 
trie (ION-TRAP-Detektor) eingesetzt. Zun~chst wurden zu Vergleichs- 
zwecken die Massenspektren der entsprechenden, vorher mit Essigs~ure- 
anhydrid/Pyridin acetylierten Reinsubstanzen aufgenommen. In Abbil- 
dung 5 ist beispielhaft das Massenspektrum von acetyliertem MeIQx 
d a r g e s t e l l t  ( M o l m a s s e  = 255). 

N a c h f o l g e n d  s i n d  d i e  ffir  d i e  I d e n t i f i z i e r u n g  g e e i g n e t e n  c h a r a k t e r i s t i -  
s c h e n  M a s s e n z a h l e n  d e r  m i t t e l s  E l e k t r o n e n s t o l 3 i o n i s a t i o n  (EI) e r h a l t e n e n  
F r a g m e n t i o n e n  d e r  a c e t y l i e r t e n  I Q - V e r b i n d u n g e n  ( g e o r d n e t  n a c h  a b n e h -  
m e n d e n  I n t e n s i t ~ t e n )  aufgef f ih r t .  

IQ: 198/225/240 
M e I Q x :  240/255/213 

4 ,8 -DiMeIQx:  269/254 
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Abb. 5. Massenspektrum von acetyliertem MeIQx (Elektronenstol3ionisation). 

3 Ergebnisse und Diskussion 

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden zun~chst die Bedingun- 
gen filr die Bildung von IQ-Verbindungen in besser tiberschaubaren 
Modellsystemen mit Fructose/Glucose, Glycin und Kreatinin (Molverh~It- 
nis 0,5:1:1) auf mikrokristalliner Cellulose (Avicel) als Triigermaterial 
(0,49 g Avicel/mmol Glycin) bei einer (die Maillard-Reaktion f6rdernden) 
erniedrigten Wasseraktivit~t (aw-Wert) von 0,75 studiert. Dieser aw-Wert 
wiirde sich in Fleischextrakt nach Kochsalzzusatz einstellen. Die Wahl der 
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Lagerdauer (h) 

L,,,,,,,, ,ram FRU/GLY/KREA ~ GLU/GLY/KREA i 

Abb. 6. Bildung von MeIQx in einem Modellsystem mit Fructose/Glucose, Glycin 
und Kreatinin (Molverh~Itnis 0,5:1:1) auf Avicel bei I00 °C und einem aw-Wert von 
0,75. 
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Abb. 7. Bildung yon MeIQx in einem Modellsystem mii Fruciose/Glucose, Glycin 
und Kreatinin (Molverh~Itnis 0,5:1 :I) auf Avieel in Abh~ingigkeit yon der Tempera- 
fur (aw-Wert: 0,75; Reaktionszeit: 1 Stunde). 

Erh i t zungs t empera tu ren  erfolgte in An lehnung  an die industr iel le  Verfah- 
rensweise,  wo F le i schex t rak t  mi t  e inem Wassergehal t  yon  im Mittel 22 % 
nach d e m  Vermischen  mi t  Salz - zutetzt  im Vol lvakuum - bei Tempera tu -  
ten  u m  100 °C auf  einen Wassergehal t  yon  2-3 % he run te rge t rockne t  wird. 
Aus Abb i ldung  6 wird deutlich,  dab  in dem besch r i ebenen  Mode l l sys tem 
die Bi ldung yon  MeIQx  als H a u p t p r o d u k t  un te r  den gebi lde ten  IQ-Ver- 
b indungen  berei ts  bei  100°C nach  l~ngerer Erh i tzung einsetzt,  w a h r e n d  
aus  Abb i ldung  7 hervorgeht ,  dab  erst  ab  einer  T e m p e r a t u r  von  125 °C eine 
steile Z u n a h m e  yon  MeIQx  erfolgt. 

Aus den beschr i ebenen  Model lversuchen  ergibt  sich, dab  berei ts  bei 
den relativ niedr igen Tempera tu ren ,  wie sie bei der  Zubere i tung  yon 
Fleisch und  der industr ie l len Hers te l lung  yon  F le i schex t rak t  a n g e w a n d t  
werden,  IQ-Verb indungen  gebi ldet  werden  k6nnen.  I m  Vergleich zu den  
in den  Mode l l sys temen  gebi lde ten  Mengen  an MeIQx  sind die tats~chlich 
in Lebensmi t t e ln  nachgewiesenen  Mengen  dieser  Verb indung  wesent l ich  
geringer.  Wie e igene U n t e r s u c h u n g e n  und  neuere  U n t e r s u c h u n g e n  ande- 
rer Autoren  (6, 25) e rgeben  haben,  l iegen die in F le i schex t rak t  nachgewie-  
senen  Mengen  an MeIQx  im Bereich  zwischen e twa 10 und  30 rig/g, 
w~ihrend die f ibrigen IQ-Verb indungen  in der  Regel  wel t  da run te r  l iegen 
(vgL Abb.  4). 

Da eine endgii l t ige Ris ikoabsch~tzung  der  A u f n a h m e  yon  IQ-Verbin-  
dungen  mi t  der  N a h r u n g  derzei t  noch  nicht  m6gl ich  ist  (23), mi issen  die 
wei teren  Bemf ihungen  dahin gehen,  die T e m p e r a t u r  vor  a l lem im Bere ich  
der fiir die Mai l lard-Reakt ion giinst igen Wassergehal te  abzusenken ,  was 
durch  die A n w e n d u n g  eines aus re ichenden  V a k u u m s  bei tier Durchffih-  
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r u n g  d e r  K o n z e n t r i e r u n g s -  u n d  T r o c k n u n g s v e r f a h r e n  s o w i e  T r o c k n u n g  in  
d i i n n e r  S c h i c h t  m S g l i c h  s e in  w i rd .  

E i n e  U n t e r d r ~ c k u n g  d e r  B i l d u n g  v o n  I Q - V e r b i n d u n g e n  i s t  d u r c h  e i n e n  
Z u s a t z  y o n  A n t i o x i d a n t i e n ,  S o j a - P r o t e i n ,  P ro l i n ,  T r y p t o p h a n  u n d  a n d e r e n  
I n d o l d e r i v a t e n  m S g l i c h ,  w ie  n e u e r e  U n t e r s u c h u n g e n  v o n  J. H. W e i s b u r -  
g e r u n d  R. C. J o n e s  e r g e b e n  h a b e n  (27). 

D ie  U n t e r s u c h u n g e n  w u r d e n  i m  R a h m e n  d e r  i n d u s t r i e l ] e n  G e m e i n -  
s c h a f t s f o r s c h u n g  a u s  M i t t e l n  d e s  B u n d e s m i n i s t e r s  f i i r  W i r t s c h a f t  gefSr-  
der t .  Hie r f f i r  se i  an  d i e s e r  S t e l l e  v e r b i n d l i c h  g e d a n k t .  
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