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D. Wild Verbesserte mikrobiologische Bestimmung 
heterozyklischer aromatischer Amine 
in erhitzten Nahrungsmitteln 

Improved microbiological assay 
of heterocyclic aromatic amines 
in cooked food 

Zusammenfassung Beim Erhitzen 
von Protein, besonders Muskel- 
fleisch und Fleischextrakten, k6n- 
hen heterozyklische aromatische 
Amine (HA) entstehen, die im Tier 
kanzerogen sind. Daher und aus 
Gr/inden der Vorsorge sind sic in 
der Nahrung unerwfinscht. Hier 
wird fiber eine verbesserte Methode 
zum mikrobiologischen Nachweis 
von HA berichtet; sie basiert auf 
dem Nachweis der mutagenen Wir- 
kung der HA mit dem Ames-Test 
und dem neuen Salmonella typhimu- 
rium-Stamm YG1024 anstelle des 
Stammes TA98. Dieser neue 
Stamm verdankt seine hohe Emp- 
findlichkeit seiner hohen Acetyl- 
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transferase-Aktivit/it, die eine ver- 
st~rkte Bildung der gentoxischen 
Metaboliten der HA zur Folge hat. 
Die mutagene Wirkung 3 ausge- 
wghlter HA ist in YG1024 10-20- 
fach h6her als in TA98. Die Metho- 
de eignet sich ffir die Unter- 
suchung yon Nahrungsmitteln auf 
HA. Die Untersuchung von Frika- 
dellen zeigte groBe Unterschiede 
der Mutagenitfit zwischen Kern und 
Kruste sowie zwischen selbstgebra- 
tenen und fertig gekauften Frikadel- 
len; in beiden ist die mutagene Ak- 
tivit~it in der Kruste lokalisiert. 

Summary Heating of protein, ex- 
pecially muscle meat and meat ex- 
tracts, can result in the formation 
of heterocyclic aromatic amines 
(HA) which are carcinogenic in ani- 
mals. They are therefore unwel- 
come in human food. Here, an 
improved method for the micro- 
biological assay of  HA is reported; 
it makes use of  the high mutagenic 
potency of  HA in the Ames test 
and of  the new Salmonella typhimu- 
rium strain YGI024 instead of  
strain TA98. The high sensitivity 
of  the new strain is a consequence 

of  its high acetyltransferase activity 
which results in a more efficient 
formation of genotoxic HA metabo- 
lites. The mutagenic activity of  
three selected HA in YG1024 is 
10-20 times higher than that in 
TA98. This method can be used 
for the analysis of  the HA content 
of food. A study of  meat patties 
revealed significant differences in 
the mutagenic activity in the center 
and crust and of  home-made and 
commercial patties; in both, the 
mutagenic activity was localized in 
the crust. 

Schliisselwiirter heterozyklisches 
aromatisches Amin - Bestimmung - 
Mutagen - Salmonella typhimurium 
- Fleisch - Frikadelle 
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Abkiirzungen IQ = 2-Amino-3-me- 
thylimidazo[4,5-J]chinolin 
MelQ = 2-Amino-3,4-dimethylimi- 
dazo[4,5-f]chinolin. MelQx = 
2-Amino-3,8-dimethytimidazo- 
[4,5-f]chinoxalin 

Einleitung 

In den letzten 15 Jahren wurden zahlreiche heterozykli- 
sche aromatische Amine (HA) entdeckt, die beim Erhitzen 
yon Muskelfleisch, Fisch und Fleischextrakt entstehen. 
Die wichtigsten HA, z.B. IQ, MeIQ, MeIQx, PhIP tragen 

die Amino-Gruppe an einem heterozyklischen Imida- 
zochinolin-, Imidazochinoxalin- oder Imidazopyridin- 
Ring. F/ir die Bewertung der HA ist entscheidend ihre 
F/ihigkeit, Mutationen, d.h. Vergnderungen der Erbsub- 
stanz DNA, bei zahlreichen Organismen und maligne Tu- 
moren bei M/iusen, Ratten und Affen zu erzeugen (5-7, 
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14, 15). Da HA auch in der normalen menschlichen Nab- 
rung enthalten sind und obwohl die Mengen sehr klein 
sind, n/imlich im ppb-Bereich (ppb = parts per billion, 
gg/kg; (1)), werden sie fiir Tumorerkrankungen beim 
Menschen verantwortlich gemacht (17). Auch wenn die 
kanzerogene Wirkung der HA beim Menschen bisher 
nicht bewiesen ist, ist man doch aus Vorsicht bestrebt, 
den HA-Gehalt der Nahrung zu kontrollieren und wom6g- 
lich zu senken. 

Zur chemischen Analytik der HA wird nach der Pro- 
benaufbereitung meist eine HPLC-Trennung und spezifi- 
sche Detektion durch UV-Spektrometrie, Fluoreszenz- 
spektrometrie oder Massenspektrometrie benutzt; auch 
GC-Methoden sowie eine immunologische Technik wur- 
den berichtet (2-4, 11). Die meisten dieser Techniken 
stellen hohe Anforderungen an die instrumentelle Ausrti- 
stung. Hier wird eine relativ einfache mikrobiologische 
Analysenmethode vorgestellt, die die mutagene Wirkung 
der HA ausnutzt. Grnndlage der Methode ist der Ames- 
Test zum Naehweis mutagener Stoffe mit Teststgmmen 
yon Salmonella typhimurium (9); dabei wird ein neuer, 
empfindlicherer Salmonellastamm benutzt. 

Material und Methoden 

IQ wurde von Wako Chemicals GmbH (Neuss) bezogen, 
MelQ und MelQx von Toronto Research Chemicals 
(Downsview, Ontario, Canada). Frikadellen wurden ent- 
weder aus handelsiiblichem Hackfleisch hergestellt und 
mit Backfett in einer eisernen Bratpfanne beidseitig ge- 
braten (Endgewicht 80-89 g) oder fertig zubereitet im 
Metzgerfachgesch/ift gekauft (Gewicht 139-153 g). 

Aufarbeitung: Die Proben (20-40 g) wurden mit 
100 ml Wasser mit einem Omni-Mixer homogenisiert, 
das Homogenat wurde mit HCI auf pH2 anges~iuert und 
mit Ammoniumsulfat gesgttigt. Nach Filtration wurde das 
Filtrat mit Ether extrahiert, die w~issrige Phase mit konz. 
Ammoniak alkalisiert (pH ca. 9,5), die alkalische L6sung 
mit Ether extrahiert, der basische Extrakt wurde am Ro- 
tationsverdampfer eingetrocknet. Der Riickstand wurde in 
I00 gl sterilem Wasser gel6st. 

Mutagenitgtstest nach Ames (9): Die S. typhimurium- 
St/imme TA98 und ¥G1024 wurden von B.N. Ames (Ber- 
keley, CA, USA) bzw. T. Nohmi (Tokyo, Japan) erhalten 
und nach Maron und Ames kultiviert und auf die charak- 
teristischen Merkmale geprtift. Versuchskulturen im 
N~ihrmedium ,Oxoid Nr. 2' wurden durch 10stiindiges 
Schtitteln im Wasserbad bei 37 o hergestellt, YG1024 mit 
einem Zusatz von Ampicillin (25 gg/ml) und Tetracyctin 
(6 pg/ml). Die Behandlung mit Testsubstanzen erfolgte 
nach der fr/iher beschriebenen Pr~iinkubationstechnik (30 
rain, 37 o; (18)); S9-Mix (1,33 mg Protein/ml) zur Meta- 
bolisierung wurde aus der Leber Aroclor-induzierter Rat- 
ten nach Maron und Ames hergestellt (9). Nach 2t~igiger 
Bebrfitung der Petriplatten bei 37 o wurde die Zahl der 
Revertantenkolonien pro Platte gez~ihlt. 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse mit den Reinsubstanzen IQ, MelQ und 
MelQx sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. Die Konzen- 
trations-Wirkungs-Geraden zeigen ftir alle 3 HA eine we- 
sentlich gr6Bere Steigung, d.h. eine gr~iBere mutagene 
Potenz, im Stamm ¥G1024 als im Stamm TA98. Fiir IQ 
ergibt sich in YG1024 eine mutagene Potenz von 5860 
rev/ng, in TA98 von 300 rev/ng; die entsprechenden Wer- 
te f/Jr MelQ sind 3940 rev/ng bzw. 366 rev/ng, ftir MelQx 
1360 rev/ng bzw. 113 rev/ng. Aufgrund der so gezeigten 
h6heren Empfindlichkeit des Stammes YG1024 wurde 
dieser Stamm auch ftir die Untersuchung von Frikadellen 
bzw. ihren Extrakten benutzt, in denen Gemische ver- 
schiedener HA vorliegen. Eine Frikadelle, die in der Pfan- 
ne bei 175-250 ° (gemessen zwischen Frikadelte und 
Pfanne) gebraten wurde, 5 min auf jeder Seite, wurde in 
3 Teilen aufgearbeitet: ein Sttick der ganzen Frikadelle 
(mit Kruste und Kern) sowie Kruste und Kern getrennt. 
Die Mutagenit~it der Extrakte ist in Abb. 2 gezeigt. Im 
Kern, wo die Temperaturen beim Braten kaum 100 o 
erreichen, ist die mutagene Aktivitgt sehr schwach, 20 
rev/g-Aquivalent; wesentlich h6here Aktivitiit, 296 rev/g- 
~quivalent, findet sich in der Kruste, mittlere Aktivit/it 
im Gemisch. 

In gleicher Weise wurden 3 weitere Frikadellen gebra- 
ten und untersucht; die Ergebnisse sind als S/iulendia- 
gramme dargestellt; die S/iulenh6he entspricht der Stei- 
gung der Konzentrations-Wirkungs-Geraden (Abb. 3). Bei 
allen untersuchten Frikadellen ist die Aktivit~it in der 
Kruste mindestens 13fach h6her als im Inneren, sie liegt 
im Bereich von 191 bis 296 rev/g-~quivalent Kruste; im 
Kern liegen die Werte im Bereich von < 5 (nicht nach- 
weisbar) bis 20 rev/g-Aquivalent Kruste und damit im 
untersten MeBbereich. 

Abb. 4 zeigt einen Vergleich der selbst gebratenen 
Frikadellen (Nr. 46--49) mit 4 Frikadellen, die als Fertig- 
gericht aus dem Fachgesch/ift bezogen wurden (Nr. 50- 
53). Diese Frikadellen enthalten deutlich weniger muta- 
gene Aktivit~it in der Kruste, zwischen 30 und 56 
rev/g-,~quivalent. Die entsprechenden Werte im Kern wa- 
ren auch bei diesen im Bereich der Nachweisbarkeitsgren- 
ze. Beide Arten von Frikadellen, die selbstgebratenen wie 
die gekauften, waren im Rahmen des K~chen~blichen 
zubereitet, nicht verkohlt; jedoch waren die selbstgebra- 
tenen dunkler gebraten. 

Diskussion 

Zum Nachweis der HA vermittels ihrer mutagenen Wir- 
kung wurde bisher meist der Ames-Test mit dem Stamm 
TA98 von Salmonella typhimurium benutzt. Auf diese 
Weise wurden HA nicht nur in gebratenem Fleisch, son- 
dern z.B. auch in Fleischextrakt und Fleischaromen nach- 
gewiesen (8, 10, 12, 13). Der ebenfalls benutzte Stamm 



24 Zeitschrift f'tir Em/ihrungswissenschaft, Band 34, Heft 1 (1995) 
© Steinkopff Verlag 1995 

11 I I .°°°. = .  , oo ,o,0, ,  ® ,o,0  I 
=:,oo0t/ / o  I  oo0t J .,.., 

.ootf f . .  I ,,OOl/ i 
 ,ooot/ j I 

0 0 ,  . . . . .  0 ,  , , 
o 1 2 a o,o 1,o 2,0 ~,o o ; lO ,; 20 

IQ-Konzentration [ng/Platte] MelQ-Konzentration [ng/Platte] MelQx-Konzentration [ng/Platte] 

Abb. 1 Mutagene Wirkung von heterozyklischen aromatischen 
Aminen in den S. typhimurium-Stgmmen TA98 und YG1024; 
a: IQ, b: MelQ, c: MeIQx 
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Abb. 2 Mutagene Wirkung basiseher Extrakte aus Kern, Kruste und 
Kern + Kruste einer Frikadelle in S. typhimurium YG1024 

TA1538 ist mit TA98 eng verwandt und etwa gleich 
empfindlich. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dab die Empfindlichkeit 
dieser mikrobiologischen HA-Nachweismethode um eine 
Gr6genordnung erh6ht wird, wenn der Stamm YG1024 
anstelle von TA98 benutzt wird. YG1024 wurde von 
Watanabe et al. (16) von TA98 abgeleitet; er unterschei- 
det sich von TA98 durch seine besonders hohe Aktivit/it 
des Enzyms O-Acetyltransferase (OAT). Dieses Enzym 
besitzt eine Schliisselrolle bei der metabolischen Aktivie- 
rung von aromatischen Aminen (Abb. 5). HA werden wie 
eine Reihe anderer aromatischer Amine im Stoffwechsel 
enzymatisch ver~indert und dadurch in reaktive Metabo- 
liten fiberffihrt, d.h. aktiviert: durch Oxidation der Ami- 
nogruppe (N-Oxidation) unter Bildung des Hydroxyl- 
amins und anschliegende O-Acetylierung unter Bildung 
von Acetoxyaminen. Letztere reagieren tiber Nitreniumio- 
nen mit DNA. Dies ist Voraussetzung ftir die Mutations- 

und Tumorausl6sung. Beim Ames-Test wird die N-Oxi- 
dation in vitro durch das aus Leber gewonnene S9-Mix 
katalysiert, die O-Acetylierung durch die Salmonella- 
eigene OAT. Die Ergebnisse mit den reinen HA IQ, MeIQ 
und MeIQx (Abb. 1) zeigen, dab im Stamm YG1024 mit 
hoher OAT-Aktivit~it diese metabolische Aktivierung um 
ein Vielfaches ergiebiger ist als im Stamm TA98 mit 
normaler OAT-Aktivit~it. 

Aus den Daten der Abb. 1 ergeben sich die minimalen 
noch sicher nachweisbaren HA-Mengen: sie betragen f'tir 
IQ ca. 10 pg/Platte, ftir MeIQ ca. 15 pg/Platte, ffir MeIQx 
ca. 44 pg/Platte. Diese Mengen bewirken jeweils eine 
signifikante Steigerung der Revertantenzahlen pro Platte 
um 60. Die errechnete Nachweisgrenze fiir MeIQx in 
einer Lebensmittelprobe (bei einer angenommenen Pro- 
benmenge von 10 g und einer Vierfaehbestimmung) ergibt 
sich zu 0,02 ng/g Probe, d.h. 0,02 ppb. In der Praxis wird 
die Nachweisgrenze infolge von Verlusten bei der Pro- 
benaufarbeitung h6her liegen. Dennoch zeigt ein Ver- 
gleich mit der Nachweisgrenze der chemisch-analytischen 
Methode von etwa 0,5 ppb (4) die hohe Leistungsf~ihig- 
keit der mikrobiologisch-analytischen Methode. Bei die- 
sem Vergleich ist zu beachten, dab die mikrobiologisehe 
Methode wirkungsorientiert und nicht primgr substanz- 
orientiert ist; sie erfaBt die Summe der mutagenen Akti- 
vitgt der HA in den Proben. Da die mutagene Aktivitgt 
der HA sehr eng mit ihrer unerwiinschten Wirkung zu- 
sammenh~ingt, ist diese Methode relevant ffir die verglei- 
chende Bewertung von HA enthaltenden Produkten und 
fiir die Minimierung der HA-Bildung. 

Die HA-Gehalte in der Kruste der selbstgebratenen und 
der vom Fachgesch~ift bezogenen Frikadellen unterschei- 
den sich um einen Faktor von etwa 5. Da beide Frikadel- 
lenarten uneingeschr~inkt genieBbar waren, zeigt dieser 
Unterschied eine betr~ichtliche Variabilitiit der HA-Kon- 
zentrationen, gleichzeitig auch einen Weg zur Reduzie- 
rung der HA-Bildung. Die hier festgestellten Unterschiede 
sind wahrseheinlich eine Folge unterschiedlicher Brattem- 
peratur und Bratdauer. Der Einflug der Temperatur zeigt 
sich auch dadurch, dab im Kern der Frikadellen die Mu- 
tagenit~it an der Nachweisgrenze war. Auger Temperatur 
und Zeit spielen Parameter wie Portionsgr6ge, Zusam- 
mensetzung, Wassergehalt, Creatin/Creatiningehalt ver- 
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Abb. 3 HA-Aktivit~it in selbstgebratenen Frikadellen 
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Abb. 4 HA-Aktivit~it in selbstgebratenen (Nr. 46-49) und kommer- 
ziellen (Nr. 50-53) Frikadellen 

N-Oxidation O-Acetylierung 
Ar-NH 2 ~ Ar-NH-OH ~-  Ar 'NH'O'CO'CH3 

Amin Hydroxylamin Acetoxyamin 

Arylnitrenium-lon Ar-NH + 

DNA-Bindung, Mutationen, Turnorinitiation 
Ar: heterozyklischer AryI-Ring 

Abb. 5 Aktivierung heterozyklischer aromati- 
scher Amine im Metabolismus (vereinfacht) 

mutl ich ebenfal ls  eine Rol le  (12). Es ist heute nicht m6g- 
lich, • r  ein bes t immtes  Produkt  den zu erwartenden HA-  
Gehal t  bzw. die mutagene  Aktivit~it vorherzusagen,  diese 
miissen v ie lmehr  exper imente l l  bes t immt  werden. Die Fri- 
kade l lenbe isp ie le  zeigen,  dab sich das besehr iebene Ver-  

fahren fiir die Bes t immung der mutagenen  Aktivit~it und 
f'tir das Ziel  der HA-Min imie rung  vorzi igl ich eignet.  
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