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Zusammenfassung: Bei der Herstellung von Fleischprodukten kénnen sich aus
den darin enthaltenen reduzierenden Zuckern, Aminosiduren und Kreatin/Kreati-
nin im Rahmen einer Maillard-Reaktion Imidazochinoline und Imidazochinoxaline
(,IQ-Verbindungen®) bilden; diese haben sich als mufagen erwiesen.

Die aus wasserarmen Modellsystemen und Fleischextrakt mittels Flissig-Fliis-
sig-Verteilung isolierten IQ-Verbindungen wurden an einer Kationenaustauscher-
séule vorfraktioniert und anschlieffend durch HPLC an einer RP-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 von 1Q-
Verbindungen ein und nimmt bei weiterer Temperaturerhghung stark zu. Auch in
kiuflichem Fleischextrakt konnen 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.

Schliisselworter: Analyse, IQ-Verbindungen, Erhitzen, Fleischextrakt, Maillard-
Reaktion, Mutagenitat
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1 Einleitung

Die bisher in Lebensmitteln gefundenen mutagenen Substanzen lassen
sich in drei Gruppen einteilen (20):
— nattrlich vorkommende,
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Abb. 1. Strukturformeln von heterozyklischen Aminen aus erhitzten Lebensmit-
teln.

— aus Kontaminationen von Lebensmitteln und Futtermitteln stammende
sowie
— bei der Lebensmittelzubereitung (-verarbeitung) sich bildende Muta-

gene (26).

Hier sollen nur Substanzen aus der dritten Gruppe ndher 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. 1), insbesondere 1Q, MelQx und 4,8-DiMelQx,
isolieren und identifizieren. In gegrilliem Rindfleisch konnte auch PhIP
nachgewiesen werden.

Die in Abbildung 1 aufgefiihrten, beim Erhitzen von Fleisch gebildeten
Verbindungen haben sich im Ames-Test als mutagen erwiesen (21).

Wie Modelluntersuchungen ergeben haben, entstehen diese Mutagene
bereits bei relativ niedrigen Temperaturen durch die Maillard-Reaktion
von Aminosiuren, Glucose oder Fructose und Kreatin/Kreatinin (4, 5, 9,
10, 11, 14, 15, 17, 18, 21, 29). Zur Bildung von IQ-Verbindungen kann man
annehmen, dafl im Rahmen der Maillard-Reaktion gebildete methylsub-
stituierte Pyridine und Pyrazine durch Kondensation mit jeweils einem
durch Strecker-Abbau von Aminosiiuren gebildeten Aldehyd und Kreati-
nin reagieren, wie Abbildung 2 in allgemeiner, schematischer Form zeigt.
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Abb. 2. Reaktionsschema fiir die Bildung von IQ-Verbindungen (R, X und Y = H
oder Me; Z = CH oder N).

Einflufl auf die Bildung der in Abbildung 1 dargestellten Mutagene
haben neben der Temperatur auch die Konzentrationen an Zucker und
Kreatinin (16).

2 Isolierung, Trennung und chemisch-analytischer Nachweis von 1Q-
Verbindungen

Fir die Isolierung der IQ-Verbindungen aus Modellsystemen und
Lebensmitteln wird meist die Flissig-Flussig-Extraktion mit Dichlorme-
than angewandt (1).

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 Giber Sdulenchromato-
graphie. Zur Anwendung kommen die Kationenaustauscherchromatogra-
phie (17), die CMC-Saulenchromatographie (3), die XAD-2-Sdulenchroma-
tographie (14), die Gelchromatographie (14) sowie eine Behandlung mit
C18-RP-Kartuschen (17). Weiterhin wurde die Reinigung und Anreiche-
rung durch Siulenchromatographie mit monoklonalen Antikérpern
beschrieben (25).

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

Fiir die Isolierung von IQ-Verbindungen 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-Kationenaustauschersaule
mit Ammoniumacetat (NH;Ac) pH 4,5/Acetonitril (CH3;CN) als Fliefmittel
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-
lange von 265 nm.

Die auf die beschriebene Weise vorfraktionierten, aus Modellsystemen
und Fleigschextrakt isolierten und im entsprechenden Chromatogramm-
Ausschnitt (vgl. Abb. 3) erscheinenden IQ-Verbindungen wurden
anschlieflend mittels HPLC an einer RP-select-B-Phase (Merck) weiter
aufgetrennt und quantifiziert.

4,B-DiMeI0x
Melfx
' Ir Me{ﬂ
pa— i " + i
i T T ¥ T 1
0 5 10 min

Abb. 3. HPLC-Chromatogramm von IQ-Verbindungen (Reinsubstanzen) — Sulfo-
propyl-Si 100 (5 pm), 125 X 4,6 mm. Lsg. A: 0,15m NH,Ac, pH 4,5 — Lisg. B: CH3CN (7
Teile A +3 Teile B).
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Abb. 4. HPLC-Trennung der mittels einer Sulfopropyl-Si-100-Saule vorfraktionier-
ten IQ-Verbindungen (vgl. Abb. 3) aus Fleischextrakt (Chromatogramm-Aus-
schnitt). LiChrospher 60 RP-select B (Merck, 5 pm), 250 x4 mm. Lsg. A: 0.01lm
Triethylamin, mit Phosphorsdure auf pH 3,3 eingestellt — Lisg. B: CH3CN- Gradient
(Teile B + Teile A): Start: 5+ 95; 20 min; 25+ 75; 25 min: 45 + 55; 27—40 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 erfoigte durch Co-Chromatographie
mit entsprechenden Vergleichgsubstanzen, wobei auch die chromatogra-
phischen Bedingungen veréndert wurden.

Fur die Identifizierung der durch HPLC getrennten IQ-Verbindungen
wurde die Kapillargaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrome-
trie (ION-TRAP-Detektor) eingesetzt. Zunichst wurden zu Vergleichs-
zwecken die Massenspektren der entsprechenden, vorher mit Essigsiure-
anhydrid/Pyridin acetylierten Reinsubstanzen aufgenommen. In Abbil-
dung 5 ist beispielhaft das Massenspektrum von acetyliertem MelQx
dargestellt (Molmasse = 255).

Nachfolgend sind die fiir die Identifizierung geeigneten charakteristi-
schen Massenzahlen der mittels Elektronenstofionisation (EI) erhalienen
Fragmentionen der acetylierten I1Q-Verbindungen (geordnet nach abneh-
menden Intensititen) aufgefiithrt.

1Q: 198/225/240
MelQx: 240/255/213
4,8-DiMelQx: 269/254
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Abb. 5. Massenspektrum von acetyliertem MelQx (Elektronenstofionisation).

3 Ergebnisse und Diskussion

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden zunichst die Bedingun-
gen fir die Bildung von IQ-Verbindungen in besser liberschaubaren
Modellsystemen mit Fructose/Glucose, Glycin und Kreatinin (Molverhalt-
nis 0,5:1:1) auf mikrokristalliner Cellulose (Avicel) als Tragermaterial
(0,49 g Avicel/mmol Glycin) bei einer (die Maillard-Reaktion fordernden)
erniedrigten Wasseraktivitat (a,~-Wert) von 0,75 studiert. Dieser a-Wert
wiirde sich in Fleischextrakt nach Kochsalzzusatz einstellen. Die Wahl der
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Abb. 6. Bildung von MelQx in einem Modellsystem mit Fructose/Glucose, Glycin
und Kreatinin (Molverhiltnis 0,5:1:1) auf Avicel bei 100 °C und einem a-Wert von

0,75.
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Abb. 7. Bildung von MelQx in einem Modellsystem mit Fructose/Glucose, Glycin
und Kreatinin (Molverhéltnis 0,5:1:1) auf Avicel in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur (a,-Wert: 0,75; Reaktionszeit: 1 Stunde).

Erhitzungstemperaturen erfolgte in Anlehnung an die industrielle Verfah-
rensweise, wo Fleischextrakt mit einem Wassergehalt von im Mittel 22 %
nach dem Vermischen mit Salz ~ zuletzt im Vollvakuum —~ bei Temperatu-
ren um 100 °C auf einen Wassergehalt von 2-3 % heruntergetrocknet wird.
Aus Abbildung 6 wird deutlich, daB in dem beschriebenen Modellsystem
die Bildung von MelQx als Hauptprodukt unter den gebildeten IQ-Ver-
bindungen bereits bei 100°C nach lingerer Erhitzung einsetzt, wihrend
aus Abbildung 7 hervorgeht, daf} erst ab einer Temperatur von 125°C eine
steile Zunahme von MelQx erfolgt.

Aus den beschriebenen Modellversuchen ergibt sich, daf3 bereits bei
den relativ niedrigen Temperaturen, wie sie bei der Zubereitung von
Fleisch und der industriellen Herstellung von Fleischextrakt angewandt
werden, I1Q-Verbindungen gebildet werden kénnen. Im Vergleich zu den
in den Modellsystemen gebildeten Mengen an MelQx sind die tatsidchlich
in Lebensmitteln nachgewiesenen Mengen dieser Verbindung wesentlich
geringer. Wie eigene Untersuchungen und neuere Untersuchungen ande-
rer Autoren (6, 25) ergeben haben, liegen die in Fleischextrakt nachgewie-
senen Mengen an MelQx im Bereich zwischen etwa 10 und 30 ng/g,
wihrend die Gbrigen IQ-Verbindungen in der Regel weit darunter liegen
(vgl. Abb. 4).

Da eine endgiiltige Risikoabschatzung der Aufnahme von IQ-Verbin-
dungen mit der Nahrung derzeit noch nicht méglich ist (23), miissen die
weiteren Bemithungen dahin gehen, die Temperatur vor allem im Bereich
der fir die Maillard-Reaktion glinstigen Wassergehalte abzusenken, was
durch die Anwendung eines ausreichenden Vakuums bei der Durchfiih-
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rung der Konzentrierungs- und Trocknungsverfahren sowie Trocknung in
diinner Schicht méglich sein wird.

Eine Unterdriickung der Bildung von 1Q-Verbindungen ist durch einen
Zusatz von Antioxidantien, Soja-Protein, Prolin, Tryptophan und anderen
Indolderivaten moglich, wie neuere Untersuchungen von J. H, Weisbur-
ger und R. C. Jones ergeben haben (27).

Die Untersuchungen wurden im Rahmen der industriellen Gemein-
schaftsforschung aus Mitteln des Bundesministers fiir Wirtschaft gefor-
dert. Hierfiir sei an dieser Stelle verbindlich gedankt.
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