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The question of  amino acid isomerization in a microwave field 
Results of  experiments with standard solutions 

Zusammenfassung: In w~iBrigen Modell-L6sungen von L-Alanin, L-Glutamins~ture und 
L-Prolin l~iBt sich nach einer halben Stunde Sieden auf der Herdplatte im Vergleich mit einer 
zeitgleichen Hitzebehandlung im haushaltsiiblichen Mikrowellenofen keine Zunahme an 
D-Enantiomeren nachweisen. Ein spezifischer ,Mikrowelleneffekt' und somit ein spezielles Ver- 
braucherrisiko, wie kfirzlich postuliert, ist nicht nachweisbar. In konventioneU erhitzten Proben 
beobachtete Effekte auf die Aminos~iuren werden als Auswirkung der h6heren W~irmebelastung 
w~ihrend der Behandlung dieser Proben interpretiert. 

Summary: Aqueous standard-solutions of L-alanine, L-glutamic acid, and L-proline do not re- 
veal any increase of D-enantiomers after 30 min heating - neither by the conventional method on 
a hotplate, nor ina standard microwave oven. A specific "microwave effect" and, hence, a speci- 
al consumer risk is, in contrast to recent assumptions, not detectable. Effects on the amino acids 
which were observed in conventionally heated samples are explained by higher heat-exposure 
during the treatment of these samples. 
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Einleitung 

K6nnen durch Erhi tzen yon Nahrungsmit te ln  im Mikrowel lenherd  D-Aminosau-  
ren entstehen? Diese Frage wurde anl~iBlich einer  im Dezember  1989 erschiene- 
nen Kurzmit tei lung im Lancet  (5), in welcher fiber Isomeris ierungen der  Amino-  
s~iuren Prolin und t rans-Hydroxyprol in  in erhi tzter  Milch berichtet  wird,  zur Dis- 
kussion gestetlt. In  mikrowellenerhi tz ter ,  nicht aber  in konventionel l  auf 80 °C 
(10 min) erhitzter  Milch, wurden geringe Konzent ra t ionen an D-Prolin bzw. cis- 
Hydroxyprot in  nachgewiesen,  wobei  allerdings genauere  Angaben  zur Methodik  
des Erhi tzens und Nachweises fehlen. Die  Ergebnisse  hielten einer  Uberprf ifung 
durch eine andere Arbe i t sgruppe  nicht stand (4). Eine Zehnminiitige Erw~irmung 
von Milch im Olbad (80 °C) und im Mikrowel lenherd  (80, 95 °C) erbrachte  keine 
Best~itigung einer  mikrowellenspezifischen Razemisierung der  freien oder  gebun- 
denen Aminos~iuren. Die  Milch wurde in dem Exper iment  in e inem Hohl le i ter  
mit  bekannte r  Feldver te i lung erhitzt ,  um bei m6glichst gleichm~Biger Energie-  
vertei lung und Erw~irmung eine bessere Vergleichbarkei t  mit der  konventionel-  
len Erhi tzungskinet ik  zu erreichen.  
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In Erg~inzung zu den vorliegenden Beobachtungen sollte anhand einfacher Mo- 
dellsysteme gekl/irt werden, ob im haushaltsfiblichen Mikrowellenherd mit inho- 
mogener  Feldverteilung im Vergleich zum Erhitzen auf der Herdplatte unter- 
schiedliche Razemisierungstendenzen der freien Aminosauren unter definierten 
Erhitzungsbedingungen bei ansonsten identischen Versuchsbedingungen nach- 
weisbar sind. Die Aminos~ure-Modell6sungen sind gegenfiber der komplexen 
Matrix des Milchplasmas leichter trennbar. Die dabei eingesetzten hohen Kon- 
zentrationen sollen verhindern, dab geringe Razematbildung tibersehen wird. 
Freie Aminos~iuren sind nur in geringem Anteil von 0,015-0,05 % gegentiber 
9-10 % proteingebundenen Aminosfiuren in Milch pr~sent, wobei die Aminos~iu- 
ren Alanin, Asparagin- und Glutamins~iure fiberwiegen (3). Die in den Versu- 
chen eingesetzten Konzentrationen an Alanin bzw. Glutaminsfiure liegen ca. 500 
bzw. 50 mal fiber den in Rohmilch natfirlicherweise vorkommenden Mengen in 
der Fraktion der freien Aminosfiuren. Die Aminos~iuren wurden zudem einer 
m6glichst drastischen W/irmebehandlung unterworfen, die zwar bei der Milcher- 
hitzung im Haushalt nicht tiblich ist, abet  eventuelle Ver~inderungen an den Ami- 
nosfiuren besser sichtbar werden l/ii3t. 

Auf die Grundlagen der Mikrowellenerhitzung von Lebensmitteln wurde an 
anderer Stelle ausftihrlich eingegangen (8, 9). 

Material und Methoden 
L-Alanin (18,3 mg), L-Glutamins~iure (10,1 mg) und L-Prolin (14,4 rng) (Aminos~iurekit Serva) 
wurden in jeweils 50 ml chromatographiereinem Wasser (LiChrosolv/Merck) inklusive Aufheiz- 
phase 30 min auf dem Herd bzw. im Mikrowellenherd (Philips AVM 742) bei Leistungsstufe 2 
(ll0Watt) gesiedet. Die Erhitzung erfolgte in 100 ml Erlenrneyer-Weithalskolben. Die maxima- 
le Temperatur am Gef~igboden lag beirn Sieden auf der Herdplatte zwischen 102 und 104 °C), 
(durchschnittlich 100 °C), beim Sieden im Mikrowellenherd bei 100 °C (durchschnittlich 98 °C). 
DieTemperatur wurde mit Hilfe faseroptischerTemperaturftihler (Takaoka) gemessen. 

Die Proben (Injektionsvolumen 20 t*l) wurden an einer LiChrospher 100 RP18 Saule (Knau- 
er; Korngr6ge 5/~) mit Hilfe eines chiraten Eluenten (1 mM Kupferacetat, 2 mM N,N-Dimethyl- 
L-phenytalanin, pH 4,5) bei Raumtemperatur und einem Flug yon 2 ml/min aufgetrennt. Die 
S~iule wurde vor Gebrauch zwei Stunden mit dem Eluenten konditioniert. Die Detektion erfolg- 
te fiber einen UVDetektor (SPD-6A, Shimadzu) bei 254 nm. Die Sensitivitfit der Aufzeichnung 
betrfigt in Abb. 1 und 2 1 mV/Skalenbreite (gr6Bte Empfindlichkeit), bei Abb. 3 handelt es sich 
um eine Ausschnittsvergr613erung. 

Zudem wurden nichterhitzte D- und L-Formen sowie die jeweiligen DL-Gemische hergestellt 
und chromatographiert. 

Ergebnisse und Diskussionen 

Nichterhitzte Standardl6sungen der einzelnen D- und L-Aminosfiuren werden 
unter den gew/ihlten Chromatographiebedingungen ausreichend getrennt, wobei 
das D-Enant iomer im Chromatogramm immer vor dem L-Enantiomer erscheint. 
Die Retentionszeiten unterliegen jedoch in Abhfingigkeit von der injizierten 
Konzentration der Aminosfiurel6sungen und der Betriebsdauer der Sfiule 
Schwankungen. Die im Versuchszeitraum ermittelten minimalen und maximalen 
Retentionszeiten ffir die Standardl6sungen sind inTab. 1 zusammengefal3t. 

Bei maximaler Verstfirkung der Aufzeichnung zeigen sich bereits bei der rei- 
nen, ausschlieBlich in Wasser gel6sten und nicht hitzebehandelten L-Alaninprobe 
mehrere nicht identifizierbare kleine aber reproduzierbare Peaks, die auf Spuren 
yon Verunreinigungen der Alanin-Charge hinweisen, wobei ein Peak, welcher 
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gemal3 Eichgerade ca. 2,6 % der injizierten L-Alanin-Konzentration ausmacht, 
der Retention von D-Alanin entspricht (Abb. 1). Ebenso im Retentionsbereich 
der D-Form erscheinen Fremdpeaks in Chromatogrammen des unbehandelten 
L-Glutamins~iurestandards, w~ihrend die L-Prolinl6sung nicht durch das D-Enan- 
tiomer kontaminiert war (ohne Abbildungen). Die Pr~isenz von D-Aminos~iure- 
verunreinigungen in konzentrierten Standardl6sungen ist nicht ungew6hnlich, 
Eine Untersuchung von als reine L-Pr~iparate deklarierten Aminos~iuren fiihrte 
zum Nachweis der D-Aminos~iure in allen ffinf kommerziellen Proben (1), wobei 
abh~ingig von Hersteller und Aminos~iuretyp im ExtremfaU eine D-Form-Konta- 
ruination bis zu 3 % festgestellt wurde. 

Tab. 1. Retentionszeiten von D,L-Alanin, D,L-Glutamins~iure und D,L-Prolin 11 

Aminos/iure Retentionszeiten 
(rain) 

D-Alanin 1,75 - 2,35 
L-Alanin 2,12- 2,20 

D-Glutamins~iure 3,55 - 3,93 
L-Glutamins~iure 4,33 -5,17 

D-Prolin 2,33-2,83 
L-Prolin 5,48- 6,33 

~) Eluent: 1 mM CuAcetat, 2 mM N,N-Dimethylphenylalanin 
S~iule: Lichrospher 100 RP18, Korngr6f3e 5/x; Flow: 2 ml/min 
Detektion: 254 nm 3 
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Abb. 1: Standardchromatogramm von L-Alanin bei maximaler Verst/irkung (Peak 1: L6sungs- 
mittelpeak, Peak 2: D-Alanin, Peak 3: L-Alanin) 
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Abb. 2: L-Prolin nach halbstiindiger Erhitzung im Mikrowellenherd (durchgezogene Linie) und 
auf dem Herd (gepunktete Linie) bei maximalerVerst~irkung (Peak 1: L6sungsmittelpeak, Peak 
2: neu entstandene, nicht identifizierteVerbindung, Peak 3: L-Prolin) 

2 

Retentionszeit [min] 

Abb. 3: Ausschnittsvergr6Berung yon Abb. 2 (Peak 1: L6sungsmittelpeak, Peak 2: neu entstan- 
denen, nicht identifizierte Verbindung) 
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Vergleichschromatogramme der Aminosfiurel6sungen nach konventioneller 
und Mikrowellenbehandlung lassen bei manger  Verstfirkung kaum Differenzen 
zu den Chromatograrnmen der nichtbehandelten Kontrollen erkennen. Bei grO- 
i3erer Verstfirkung heben sich bei allen Aminosauren nach dem Erhitzen sehr 
kleine Peaks hervor, bier beispielhaft im Bereich niedriger Retention an L-Prolin 
gezeigt (Abb. 2). Neu entstanden ist ein Peak bei einer Retentionszeit von 1,74 
rain, wobei es sich nicht um D-Prolin handeln kann (vgl. Tab. 1). Die Aus- 
schnittsvergrOgerung in Abb. 3 lal3t erkennen, dag dieser Peak nach konventio- 
neller Erhitzung gr6ger ist als nach Mikrowellenerhitzung. Insgesamt sind die 
Unterschiede zwischen den Erhitzungsverfahren jedoch als sehr gering zu beur- 
teilen, wobei noch zu beriicksichtigen ist, dab bei den fiugerst kleinen, zum Teil 
bereits an der Nachweisgrenze des verwendeten Chromatographiesystems liegen- 
den Peaks, die Reproduzierbarkeit schlecht und eine genauere Identifizierung 
beeintrachtigt ist. 

Die bier pr~isentierten Ergebnisse stehen sowohl mit theoretischen Uberlegun- 
gen als auch neueren experimentellen Befunden zur Aminosaurerazemisierung in 
erhitzten Lebensmitteln im Einklang (2, 6, 7). Wenn in Chromatogrammen nach 
konventioneller Erhitzung in einigen Fallen geringfiigige Veranderungen auffalli- 
get wurden als nach der Mikrowellenbehandlung, k6nnte dies an der h6heren 
durchschnittlichen Temperatur der konventionell behandelten Proben liegen. 
Wahrend die Fliissigkeit in einem hinreichend hohen Gerbil3 auf der Herdplatte 
permanent siedet und auf dem GefaBboden durchschnittliche Temperaturen von 
ca. 100 °C, maximal 102-104 °C bestimmt wurden, ist eine derartige Behandlung 
im Mikrowellenherd nur bei schwacher Leistungsstufe m6glich, wenn Uberko- 
chert vermieden werden soll. Beim Mikrowellenofen erfolgt die Energieabgabe 
gepulst, was bedeutet, dab die Temperatur wfihrend der Versuchsdauer zyklisch 
geringftigig ansteigt und abffillt. Die durchschnittliche Temperatur betrug bei 
Aminosaurel6sungen im Mikrowellenofen 98 °C. Maximal wurden 100-101 °C er- 
reicht. Die nach Herderhitzen hinzukommenden Peaks im Chromatogramm der 
Aminos~iurel6sungen k6nnten somit als Auswirkung einer zwar geringen aber 
signifikant h6heren thermischen Belastung interpretiert werden. 

Die Versuche wurden in Anlehnung an die Verhaltnisse im Lebensmittel Milch 
(pH = 6,8) um den neutralen pH-Wert (---< 7,5) durchgeftihrt. Beim Erhitzen in 
alkalischem Milieu k6nnte es bez/iglich des D,L-Aminosaureprofils durchaus zu 
abweichenden Ergebnissen kommen, da die Razemisierungstendenz von Amino- 
sfiuren mit Ansteigen des pH-Wertes generell zunimmt. Ebenso sind in komplex 
zusammengesetzten Lebensmitteln Matrixeffekte nicht auszuschliegen, die in 
den hier vorgestellten Modellversuchen nicht berticksichtigt werden. 

SchluBbetrachtung 
Halbstiindiges Sieden der Aminos/iuren L-Atanin, L-Glutamins/iure und L-Pro- 
lin in Wasser hat unter den beschriebenen experimentellen Bedingungen keine 
nachweisliche Zunahme der D-Enantiomere zur Folge. Ein spezifischer ,Mikro- 
welleneffekt' ist nicht erkennbar. Maximaltemperaturen von 102-104 °C reichen 
unter normalen Kochbedingungen unter Atmosph/irendruck bei neutralem bis 
schwach basischem pH-Wert (7-7,5) demnach nicht aus, um signifikante Isomeri- 
sierungsreaktionen an den verwendeten Aminosauren, auch nicht an Prolin, aus- 
zul6sen. Die Ergebnisse sollten durch eine zweite Methode verifiziert werden. 
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Abschliel3end sei darauf hingewiesen, dal3 D-Aminos~uren in vieten fermen- 
tierten Lebensmitteln auftreten und auch in Spuren natiirlicher Bestandteil von 
Milch sind. In Rohmilch wurden D-Asparagins~ure (17-38 tzg/100 ml), D-Glut-  
aminsfiure (%19 txg/100 ml) und D-Alanin (3-12/~g/100 ml) zweifelsfrei nachge- 
wiesen (3). Diese geringen natiirlichen Konzentrat ionen gelangen z.B. bei Alanin  
mit ca. 3-12 ppm an die untere Nachweisgrenze des hier verwendeten Chromato- 
graphiesystems (ca. 4 ppm fiir D-Alanin) ,  so dab auf weiteffiihrende Experimen- 
te mit Milchisolaten auf Basis des hier verwendeten Systems verzichtet wurde. 
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