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1. Einleitung - Allgemeiner Kenntnisstand

1.1 Allgemenes tUber die Bedeutung der heterocyclischen aromatischen
Amine (HAAS)

In den westlichen postindustriellen Gesellschaften z&hlt Krebs zu den wichtigsten
Krankheiten. Dabel handelt es sich um eine Sammelbezeichnung bosartiger Geschwilste. In
der Bundesrepublik Deutschland wird jeder vierte Todesfall durch Krebs verursacht. Jahrlich
erkranken zwischen 330.000 und 380.000 Menschen neu an dieser Krankheit. Krebs steht
somit in der Todesursachenstatistik nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen an zweiter Stelle. Bei
den Frauen steht Brustkrebs an erster Stelle, gefolgt von Dickdarm- und Mastdarmkrebs. Bel
den Mannern ist die Zahl der Neuerkrankungen an Lungenkrebs, Prostatakrebs, Mastdarm-
und Dickdarmkrebs am héchsten. Die Ursachen hierfir sind im Einzelfall nicht immer einfach
zu ermitteln. Dennoch kdnnen Uber epidemiologische Studien Faktoren ermittelt werden, die
die Krebsentstehung begtinstigen. So konnten Doll und Peto [1] 1981 einen Zusammenhang

zwischen den Lebensgewohnheiten und dem Risiko, an Krebs zu erkranken, ermitteln
(Abb. 1).

[E] Nahrung, Ernghrung

@ Tabakkonsum

|[|]] Alkohol

[:] Reproduktionsverhalten

E Beruf

D Geophysikalische Faktoren

D Luft- und Wasserkontaminanten

[ Arzneimittel, Therapie

. Unbekannte Faktoren

Abb. 1 Faktorenin %, die fur Krebserkrankungen verantwortlich sind; Doll & Peto, 1981



Bel dieser Studie stellte sich heraus, dass die Hauptursachen fir die Krebsentstehung sich aus
den alltéglichen Lebensgewohnheiten ergeben. Die Erndhrung und der Tabakkonsum stellen
dabel die beiden wichtigsten Faktoren dar. Neuere Studien von Bailey (1993) [2], Williams
(1995) [3] (Abb. 2) und Becker & Wahrendorf (1997) [4] konnten dieses Ergebnis bestétigen.

Lebensmittel & Genussmittel

E Tabak:

Lunge, Bauchspeicheldriise,
Harnblase, Niere

E Nahrung:
Dickdarm, Brust, Bauchspeicheldrise,
Magen, Gebarmutter

[|I| Vitamin C-Mangel im Magen

Alkohol, Mykotoxine:
Leber

E] Alkohol, Tabak:

Mundhohle, Speiserdhre

E Vireninfektionen: D Beruf: - Genetisch
Ziehgewebe, Penis, After Lunge, Blase & andere Organe
EI Sonnenlicht: |:| Arzneimittel, Therapie - Sonstige (unbekannt)

Haut

Abb. 2 Faktorenin %, die fur Krebserkrankungen verantwortlich sind; Williams, 1995

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, machten die durch Lebensmittel und Genussmittel verursachten
Malignome ca. % der gesamten Krebsneuerkrankungen aus. Wahrend der Tabakkonsum die
wichtigste Ursache fur Bronchialkarzinome darstellt, ist die Erndhrungsweise
hauptverantwortlich fur die Entstehung von Colon- und Mammakarzinomen. Man geht davon
aus, dass 90% der Darm- und 50% der Brustkrebsfélle durch eine Umstellung der
Essgewohnheiten vermieden werden konnten. Neben einer Fehlerndhrung, bestehend aus zu
wenig pflanzlicher Kost und zu fetthaltigen Lebensmitteln, sind auch verschiedene Mutagene
und Karzinogene fir die nahrungsbedingte Krebsentstehung verantwortlich. Mutagene und
Karzinogene kénnen in drei Gruppen unterteilt werden:



1. Naturlich vorkommende, z.B. Mykotoxine
Kontaminanten, z.B. Pestizide

3. Bel der Zubereitung und Verarbeitung von Lebensmitteln entstehende,
z.B. polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs), Acrylamid und

heterocyclische aromatische Amine (HAAS).

Im Sinne des vorbeugenden Verbraucherschutzes ist es notwendig, die Gehalte an
Mutagenen und Karzinogenen in Lebensmitteln kontinuierlich zu minimieren, im besten Fall
vollstdndig zu vermeiden. Unsere Arbeit beschéftigt sich mit der Entstehung von HAAS in
Reaktionsaromen wahrend der Erhitzung. In erhitztem Fleisch und Fisch konnen diese
Verbindungen mitunter in betréchtlichem Umfang festgestellt werden [5, 6]. Je nach
Essgewohnheit tragen diese V erbindungen mehr oder weniger zum Krebsrisiko bei.

Mitte der siebziger Jahre fiel auf, dass in Amerika das Risiko, an Darmkrebs zu
erkranken, in den letzten Jahren stetig zunahm. Um herauszufinden, ob die Ursache hierfir
genetisch oder ernghrungsbedingt ist, wurde die Krebsrate der in den USA |ebenden Japaner
mit den in Japan lebenden verglichen [7]. Dabel stellte es sich heraus, dass die in den USA
lebenden Japaner deutlich haufiger an Darmkrebs erkrankten als die in Japan lebenden. Eine
genetische Ursache konnte somit ausgeschlossen werden. Unterschiede lief3en sich
insbesondere bei den Essgewohnheiten feststellen. Die in Amerika lebenden Japaner al3en
deutlich groRere Mengen an gebratenem Fleisch als die in Japan |ebenden.

Bereits 1975 konnte die Mutagenitét von Lebensmitteln mit Hilfe des von Ames
entwickelten Testes [8] nachgewiesen werden. Bei dieser Methode verwendet man
verschiedene Histidin-Mangelmutanten des Bakteriums Samonella typhimurium auf
histidinfreiem Medium in Anwesenheit der zu untersuchenden Substanz und bestimmt die
Anzahl der durch Mutation gebildeten, auf dem histidinfreiem Medium wachsenden
Revertanten, wodurch eine Aussage Uber die Zahl der Mutationen und somit Uber die
Mutagenitét einer Substanz ermoglicht wird. Eine genaue ldentifizierung der dabei
verantwortlichen Mutagene ist mit diesem Test aber nicht moglich. Mutagene PAKS, die erst
unter Pyrolysebedingungen entstehen, konnten in zahlreichen stark erhitzten Lebensmitteln
und in Tabakrauch nachgewiesen werden. Sugimura [9] stellte fest, dass beim Tabakrauch
weniger die Menge der gebildeten PAKSs als vielmehr der Proteingehalt der Tabakbl&tter mit
der Mutagenitét des Kondensates korreierte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden

verschiedene Aminosauren und Proteine verbrannt, das mutagene Potential des Kondensates



bestimmt und nach Verbindungen gesucht, die mit dem mutagenen Potential korrelierten.
Dabel wurde 1977 von Sugimura erstmals das HAA Trp-P-1, ein Pyrolysat der Aminoséure
Tryptophan, identifiziert [10]. Es handelt sich dabei um ein Pyridoimidazol, das erst bei der
Verbrennung entsteht, wahrend ein hohes mutagenes Potential in Fleisch und Fisch schon
unter gewohnlichen Kochbedingungen zu beobachten war. Entscheidend fur die Mutagenitét
ist dabei neben der Temperatur und dem Gehat an Aminosiuren der Kreatiningehalt. In
Anwesenheit dieser Verbindungen entstehen schon ab 100°C die Aminoimidazoazaarene
(AlAs), die erstmals 1980 von Kasai et a. [11] aus gegrillten Sardinen isoliert wurden. Dabei
wurden von ihm die Imidazochinoline (IQs) 1Q und MelQ (vgl. Kap. 1.2.2, Tabelle 3)
nachgewiesen. 1981 konnte von derselben Arbeitsgruppe das Imidazochinoxalin (1Qx)

MelQx in gebratenem Rindfleisch nachgewiesen werden [12].

1.2 Eintellung und Bildung der HAAs

Die HAAs lassen sich in zwei Grundstrukturen einteilen. Es handelt sich dabei nach
Hatch et a. [13] um die Aminocarboline (Pyridoimidazole und —indole) und um die Amino-
imidazoazaarene (Imidazochinoline, -chinoxaline, und -pyridine) (Abb. 3). In Tabelle 1 wer-
den HAAs aufgefuhrt, die in Lebensmitteln oder Modellsystemen nachgewiesen werden

konnten.
HAAs
1. Aminocarboline 2. Aminoimidazoazaarene (AlAS)
Pyridoimidazole Chinoline (1Qs)
Pyridoindole Chinoxaline (IQxs)
Phenylpyridine, Carbazole, Pyridine, Furopyridine
Tetraazafluoranthene, Benzimidazole

Abb. 3 Unterteilung der HAAs



Tabelle1 Nomenklatur heterocyclischen aromatischen Amine (HAAS), diein Lebensmitteln
und Modellsystemen identifiziert wurden; * von uns untersuchte HAAs

1. Aminocarboline

Pyridoindole

AaC 2-Amino-9H-pyrido[2,3-b]indol

MeAaC* 2-Amino-3-methyl-9H-pyrido[ 2,3-b]indol

Harman* 1-Methyl-9H-pyrido[4,3-b]indol

Norharman* 9H-Pyrido[4,3-b]indol

Trp-P-1 3-Amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indol

Trp-P-2 3-Amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indol
Pyridoimidazole

Glu-P-1 2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3",2"d]imidazol
Glu-P-2 2-Aminodipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol
Phenylpyridin

Phe-P-1 2-Amino-5-phenylpyridin

Carbazol

Lys-P-1 3,4-Cyclopentenopyrido[ 3,2-a] carbazol
Tetraazafluoranthen

Orn-P-1 4-Amino-6-methyl-1H-2,5,10,10b-tetraazafl uoranthen
Benzimidazol

Cre-P-1 4-Amino-1,6-dimethyl-2-methylamino-1H,6H-pyrollo

[3,4-f]benzimidazol-5,7-dion

2. Aminoimidazoazaar ene

Chinoline

1Q* 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin

Mel Q* 2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f]chinolin
Chinoxaline

Qx* 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinoxalin
4-Mel Qx 2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f]chinoxalin
8-Mel Qx* 2-Amino-3,8-dimethylimidazo[ 4,5-f]chinoxalin

7,8-DiMel Qx* 2-Amino-3,7,8-trimethylimidazo[ 4,5-f] chinoxalin
4,8-DiMel Qx* 2-Amino-3,4,8-trimethylimidazo[ 4,5-f] chinoxalin
4,7,8-TriMelQx*  2-Amino-3,4,7,8-tetramethylimidazo[4,5-f] chinoxalin

‘I\‘/'Ig'gio'*'& 2-Amino-4-hydroxymethyl-3,8-dimethylimidazo[ 4,5-f| chinoxalin
7,9-MelgQx 2-Amino-1,7,9-trimethylimidazo[4,5-g] chinoxalin

Pyridine

PhiP* 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[ 4,5-b] pyridin

4-OH-PhIP 2-Amino-1-methyl-6-(4-hydroxyphenyl)imidazo[4,5-b] pyridin
1,6-DMIP 2-Amino-1,6-dimethylimidazo[ 4,5-b]pyridin

1,5,6-TMIP 2-Amino-1,5,6-trimethylimidazo[4,5-b] pyridin

Furopyridin

IFP 2-Amino-1,6-dimethylfuro[ 3,2-e]imidazo[4,5-b]pyridin




1.2.1 Aminocarboline (Pyridoimidazole, Pyridoindole)

In Abb. 4 werden die wichtigsten Aminocarboline, die in Lebensmitteln und
M odellmischungen nachgewiesen wurden, dargestel|t.

Aminocarboline entstehen bevorzugt bei Temperaturen oberhalb von 300°C durch
Pyrolyse von Aminosauren und Proteinen, ausgehend von einer Pyridin- bzw. Indoleinheit. Je
nach Stellung des Pyridinrings unterscheidet man in a-, B- und y-Carboline. Die y-Carboline
Trp-P-1 und Trp-P-2 entstehen aus der Pyrolyse von Tryptophan und wurden 1977 erstmals
von Sugimura [10] identifiziert. Ein Jahr spéter identifizierte Yoshida [14] erstmals die
a-Carboline AaC und MeAaC in Pyrolysaten aus Sojabohnen-Globulin. Durch Pyrolyse von
Glutaminséure wurden im selben Jahr von Y amamoto [15] die Pyridoimidazole Glu-P-1 und
Glu-P-2 erhalten. Auch durch Pyrolyse von Phenylalanin, Lysin und Ornithin konnten ent-
sprechende Produkte 1978 von Wakabayashi [16] und 1981 von Y okota [17] nachgewiesen
werden. Mit der Pyrolyse von Kreatinin wurde 1991 von Nukaya [18] mit Cre-P-1 erstmals
ein sauerstoffhaltiges Aminocarbolin charakterisiert.

Wie der genaue Bildungsweg der Aminocarboline verlauft, ist bisher nicht bekannt
[19]. Da Temperaturen von mindestens 300°C bendtigt werden, ist es wahrscheinlich, dass
radikalische Reaktionen im Vordergrund stehen, aus denen Fragmente hervorgehen, die zu
thermisch stabilen Heterocyclen reagieren.

Die B-Carboline Harman und Norharman nehmen hier eine Sonderstellung ein. Sie
sind die einzigen Carboline, bei denen keine freie Aminogruppe vorliegt. Aus diesem Grund
kann bel ihnen im Ames-Test keine Mutagenitiéat nachgewiesen werden (Kap. 1.4). Dennoch
sind sie toxikologisch von Bedeutung, da sie in Anwesenheit von Anilin Comutagene sind.
Diese beiden Verbindungen wurden in gekochtem Fleisch, Fisch, Fleischextrakten und
Bouillons nachgewiesen [19]. Hierbel sind pyrolytische Bedingungen auszuschlief3en. Diese
Verbindungen konnten auch in wassrigen Modellansétzen aus Mischungen von Aminosauren,
Kreatinin und Zuckern nachgewiesen werden [20, 21]. Durch einen fiinffachen Uberschuss
an Kreatinin gegeniber dem in Fleischextrakt enthaltenen Kreatinin konnte Skog [22] die
Harman-Bildung um bis zu 10 % unterdriicken und die Norharman-Bildung sogar halbieren.
Bel einem Tryptophaniberschuss wurde von Skog [22] unter den gleichen Bedingungen bis

zu 70mal mehr Harman und bis zu 20mal mehr Norharman nachgewiesen.
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1.2.2 Aminoimidazoazaarene (Chinoline, Chinoxaline, Pyridine)

Die Aminoimidazoazaarene (AlAs) (Tabelle 2 und Abb. 5) werden bereits unter
haushaltstiblichen Bedingungen wéhrend des Kochens und Bratens von Fleisch und Fisch
gebildet. AIAs werden auch as ,polare HAAS* bezeichnet. Je nach Struktur werden sie in
Chinoline (Aminoimidazochinoline), Chinoxaline (Aminoimidazochinoxaline), Pyridine und
Furopyridine unterschieden. Der Name ,1Q-Verbindung® kommt aus dem Englischen
(Imidazoquinoline). Die Strukturaufklarung der AlAs gestaltet sich als &ulierst schwierig, da
sie in Lebensmitteln, d.h. in komplexer Matrix, nur in sehr niedrigen Mengen von wenigen
ng/g vorkommen. Extrakte aus Lebensmitteln, die eine sehr hohe Mutagenitdt aufwiesen,
wurden fraktioniert und die Fraktionen auf ihre Mutagenitdt Uberprift, um so ene
Eingrenzung zu ermoglichen. Die Strukturaufkldrung erfolgte anschlielend mit der
Kombination aus Massenspektrometrie, Infrarot- und UV-Spektroskopie. Da sich von den
meisten AlIAs nur wenige pg unter sehr grof3em Aufwand isolieren lassen, sind
Strukturaufkldrungen mittels  Kernresonanzspektroskopie (NMR) kaum moglich.  Zur
Absicherung der Ergebnisse waren Synthesen der vermuteten Verbindungen meist
unerldsslich, damit diese in ausreichender Menge zur Verfigung standen und deren
Strukturen problemlos mit Hilfe der NMR aufgeklart werden konnten. Sowohl die
Mutagenitdt der synthetisierten Verbindungen as auch die Massen-, Infrarot- und UV-
Spektren konnten so mit den aus den Fraktionen gewonnenen Verbindungen verglichen

werden.

Tabelle2 Erstmalige Identifizierung von AlAs, * in Lebensmitteln nicht nachgewiesen

Verbindung Erstmals | dentifiziert Literatur

1Q gegrillte Sardinen Kasal et a. 1980 [11]

MelQ gegrillte Sardinen Kasa et a. 1981 [12]

1Qx Pyrolyse von Kreatinin + Serin Becher et al. 1988 [23]

Mel Qx Gebratenes Rindfleisch Kasai et al. 1981b [12]
: M odellmischung .

4,8-DiMel Qx Kreatinin + Glycin + Glucose Negishi et a. 1984 [24]
. M odellmischung __

7,8-DIMelQx Kreatinin + Glycin + Glucose Negishi etdl. 1984 [24]

. n M odellmischung

4,7.8-TriMel Qx Kreatinin + Threonin + Alanin + Glucose Skogetdl. 1992 [25]

4-MelQx Gebratenes Schweinefleisch Vah! et a. 1987 [26]

PhiP Gebratenes Rinderhack Felton et a. 1986 [27]

DMIP Gebratenes Fleisch Becher et al. 1988 [23]

TMIP Gebratenes Fleisch Becher et al. 1989 [28]

OH’-PhIP Gebratenes Rindfleisch Kurosaka et al. 1992 [29]
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Der Bildungsweg der Aminoimidazoazaarene verlauft Gber die Maillard-Reaktion.
Wie in Abb. 6 dargestellt, entsteht in den ersten Schritten der Reaktion eine Amadori-
Verbindung, die Uber die betreffenden 1,2- und 2,3-Enaminole zu den Desoxyosonen
weiterreagiert. Die Desoxyosone stellen reaktive a-Dicarbonyl-Verbindungen dar, die im
Rahmen der Strecker-Reaktion (Abb.7) mit Aminosduren kondensieren und anschlief3end zu
Aminoketonen und Ketocarbonsdauren welterreagieren. Dabei  decarboxylieren die
Ketocarbonsauren zu den Streckeraldehyden, wéhrend die gebildeten Aminoketone zu

Pyrazinen kondensieren kénnen.

R o R (’ZOO H
1 COOH 1 N
- | - H,0 ﬁ \c.: —R
+ H,N—C—R —
X 20 ] ~NH
Ry o] H Ry o)
a-Dicarbonylverbindung Aminoséaure
R COOH
1 N ‘c— r  tHO o §OoH  ~co, T
" p
/
Ketocarbonsaure Streckeraldehyd
Rq NH,
I
R5 o
Aminoketon

Abb. 7 , Strecker-Reaktion®

In Abb. 8a ist der von Jagerstad et al. [30, 31, 32] vorgeschlagene, auch als ,Las
Vegas-Hypothese" bezei chnete Bildungsweg von Aminoimidazochinolinen und -chinoxalinen
(IQ-Verbindungen) wiedergegeben. Bei diesem Bildungsweg reagieren die im Rahmen der
Maillard-Reaktion gebildeten Pyridine bzw. Pyrazine mit Strecker-Aldehyden und dem in
Fleisch und Fleischprodukten enthaltenen Kreatinin zu den ,,1Q-V erbindungen®.

Zur Bestdtigung des von Jagerstad postulierten Reaktionsweges lief3en Skog und
Jagerstad [33] C-14 markierte Glucose mit Aminosauren und Kreatinin reagieren. In alen
gebildeten 1Q-Verbindungen, bis auf PhiP, konnte C-14 nachgewiesen werden. Demnach ist
die Glucose entsprechend dem von Jégerstad postulierten Bildungsweg - mit Ausnahme von
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PhIP - am Aufbau der [1Q-Verbindungen (Aminoimidazochinoline, 1Qs und

Aminoimidazochinoxaline, 1Qxs) beteiligt.
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NH N 2
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COOH  Hooc. N.

CHs
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Maillard Strecker - H,0
Reaktion Abbau

NH.
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|+ ocH._ + o:& > |
x R N x
X N CH3 X R
Pyridin oder Aldehyd Kreatinin IQ-Verbindung
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R,XundY:HoderCH3; Z =CH oder N

Abb. 8a Bildungsweg von IQ-Verbindungen nach der , Las Vegas Hypothese* von Jagerstad (1983)
[33]
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HOOC~ _ N~
CHs CHs;

Kreatin Kreatinin

R, Xund Y = H oder CHgz; Z =CHoder N

Abb. 8b Bildungsweg von 1Q-V erbindungen nach Nyhammar (1986) [34]
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Nyhammar [34] geht davon aus, dass sich der Aldehyd zuerst mit Kreatinin umsetzt,
bevor er dann mit Methylpyridin oder Methylpyrazin zur 1Q-Verbindung weiterreagiert (Abb.
8b).

Bestétigt werden die genannten Bildungswege von Lee [35], der in erhitzten
Mischungen aus 2-Methylpyridin, Kreatinin und Acetylformaldehyd (Methylglyoxa), 1Q
nachweisen konnte.

Y oshida [36], Overik [37] und Taylor [38] beobachteten unabhangig voneinander die
Bildung von 1Q-Verbindungen in Modellen, die keinen reduzierenden Zucker enthielten.
Demnach koénnen reduzierende Zucker zwar an der 1Q-Bildung beteiligt sein, sind aber nicht
zwingend notwendig. Fur die Bildung von 1Q-Verbindungen notwendig sind aber immer
Aminosauren und Kreatin bzw. Kreatinin. Auch konnten Wang und Odell [39] bei der
Erhitzung von Aminosduren unter wasserarmen Bedingungen die Bildung von Pyrazinen
beobachten, so dass neben dem von Jagerstad vorgeschlagenen Reaktionsweg andere
Reaktionswege der 1Q- und 1Qx-Bildung méglich sind.

Um den Bildungsweg von PhIP aufzukléaren, verwendete Murcovic [40]
isotopenmarkiertes Phenylalanin und isotopenmarkierten Phenylacetaldehyd. Wie aus Abb.9
hervorgeht, verlduft der von Murcovic vorgeschlagene Bildungsweg von PhIP Uber eine
Aldolkondensation des Dimers von Phenylacetaldehyd mit Kreatinin.

COOH \
NH, o L )—NH;
O/

Phenylalanin Phenylacetaldehyd NH;

A

PhIP

Abb. 9 Bildungsweg von PhlP nach Murcovic et al. (1999) [40]

13



Das Aldolkondensationsprodukt reagiert mit einer Aminosaure, hier Phenylalanin, tber eine
Zwischenstufe zu PhiP. Auch bei diesem Weg ist Kreatin bzw. Kreatinin beteiligt.
Untersuchungen von Manabe [41] haben ergeben, dass es noch weitere Bildungswege
geben muss, daer PhiIP z. B. in Wein und in Bier nachweisen konnte. Das ist bemerkenswert,
wenn man den von Murcovic (Abb. 9) vorgeschlagenen Bildungsweg betrachtet, da die
Rohstoffe der Bier- und Weinherstellung frei von Kreatin bzw. Kreatinin sind. Manabe [42]
konnte PhIP auch in Zigarettenrauch (16,4 ng/Zigarette), in der Stadtluft von Tokyo
(254 pg/m® Luft) und in den Abgasen von Verbrennungsmotoren (14,1ng/g Russ)
nachweisen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass PhIP durch Kontamination, z.B.
Uber Verbrennungsabgase, in die Rohstoffe der Wein- und Bierherstellung gelangt ist.
Untersuchungen von Lebensmitteln, die durch Verbrennungsabgase mit PhiP kontaminiert
sein konnten, liegen kaum vor, so dass eine Abschdtzung der hiertiber aufgenommenen

Menge an PhIP schwierig ist.

1.3 Einflussvon Temperatur, Zeit, Wasser gehalt und sonstigen Faktoren

auf die Bildung von HAAs

1.3.1 Temperatur und Reaktionszeit

Der Einfluss der Temperatur scheint fur die Bildung der HAAS der Wichtigste zu sein
und wurde in Modellsystemen (Aminosaure, Zucker, Kreatinin) ausgiebig untersucht. Unter
100 °C findet fast keine Bildung von 1Q-Verbindungen statt. Bis 150 °C steigt ihre
Konzentration hingegen exponentiell an [43]; Uber 150 °C erreicht sie innerhalb weniger
Minuten ein Maximum. Ab einer Temperatur von 250 °C findet ein langsamer Abbau der 1Q-
Verbindungen statt. Die Konzentration von PhIP erreicht in Modellsystemen ihr Maximum
bei 200 °C. Bemerkenswert ist auch, dass PhIP in einem wassrigen Modellsystem aus
Glucose, Phenylalanin und Kreatinin bereits bel einer vierwdchigen Temperatureinwirkung
von 37 °C gebildet wird [44]. Manabe [45] versetzte wassrige Modellsysteme aus
Phenylalanin und Kreatinin jewells mit DNA, RNA, Adenin oder Guanin. Nach einer
vierwochigen Erhitzung auf 60 °C konnte nur in den DNA und RNA enthaltenden Modellen
PhIP nachgewiesen werden. Bei Temperaturen, die beim Kochen und Braten Ublich sind,
lasst sich die PhIP-Bildung mit dem von Murcovic vorgeschlagenen Reaktionsweg erklaren,
nicht aber unter den Bedingungen, die Manabe in seinen oben erwadhnten Untersuchungen

verwendet hat. So kann beobachtet werden, dass bei erhitzten Lebensmitteln Zuckerzusatze
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einen geringen Einfluss auf die PhiP-Bildung haben [46], wahrend bel Temperaturen unter
100 °C erst in Anwesenheit eines reduzierenden Zuckers PhIP gebildet wird. Da
Phenylalanin, Kreatinin, DNA und RNA in nahezu allen tierischen Lebensmitteln
vorkommen, ist davon auszugehen, dass Spuren an PhiP seit jeher bel langer Lagerung, auch
ohne Hitzeeinwirkung, entstehen. Aus toxikologischer Sicht ist deshalb dieses Phdnomen
wohl eher zu vernachl assigen.

Eine Verdoppelung der Reaktionszeit fuhrt nicht zu einer Verdoppelung der Menge

der gebildeten 1Q-Verbindungen, sondern hat einen geringeren Einfluss.

1.3.2 Wassergehalt

Da die Bildung von 1Q-Verbindungen tber die Maillard-Reaktion verléauft, wurde
auch der Einfluss des Wassergehaltes untersucht. Die maximale MelQx-Bildung wurde von
Schuirmann und Eichner [43] in Modellen, bestehend aus Glucose, Glycin und Kreatinin, bei
einer Wasseraktivitdt von 0,75 nachgewiesen. Demgegentber trat das Maximum der Mel Qx-
Bildung in Fleischextrakten bei einem aw-Wert von 0,23 auf und sank kontinuierlich mit
steigendem Wassergehalt. Skog [22] untersuchte wassrige und gefriergetrocknete
Fleischextrakte, wahlweise in offenen oder verschlossenen Gefdllen. Unter waéssrigen
Bedingungen in geschlossenen Gefalien wurden bevorzugt 1Qx und MelQx gebildet, wahrend
bei gefriergetrocknetem Fleischextrakt in offenen Gefél3en kein 1Qx nachweisbar war und
MelQx nur noch in Spuren gebildet wurde. Umgekehrt wurden PhiP, Harman und Norharman
bevorzugt in gefriergetrocknetem Flei schextrakt und offenen Gefélken gebildet.

1.3.3 Antioxidantien - Prooxidantien

Reduzierende bzw. antioxidative Verbindungen und Radikalfanger unterdriicken in der
Regel die Bildung der HAAs, wobei auch haufig ein ambivalentes Verhalten beobachtet
wurde, wahrend radikalbildende Verbindungen zu einer Erhéhung der gebildeten Mengen
fuhren. Bemerkenswert ist, dass Eisenionen, nicht aber Kupferionen, die HAA-Bildung
fordern [47]. Bei einem Zusatz von Antioxidantien wurde von Johansson [47] in
Modellsystemen eine erhthte Bildung von HAAS beobachtet. Die Ascorbinsdure stellt hier
eine besondere Ausnahme dar. Bei geringen Ascorbinsdurezusétzen wurde von Johansson und
Jagerstad [47] keine erhohte HAA-Bildung beobachtet, wahrend Zusdtze von 1000 ppm die
Bildung von HAAs deutlich unterdrtickten. Vollenbroker [46] beobachtete hingegen einen

fordernden Einfluss der Ascorbinsdure auf die Mel Qx-Bildung in Reaktionsaromen.
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Natives Olivendl [48] und Gewdrze [49] fUhrten zu einer Verminderung der HAA-
Bildung. Als Ursache fir die verminderte HAA-Bildung wurde auf die antioxidative Wirkung
der Inhaltsstoffe, z.B. der phenolischen Verbindungen, hingewiesen.

1.3.4 Reduzierende Zucker

Nach der ,LasVegas-Hypothese® (Abb.8a) werden fur die Bildung von HAAs
reduzierende Zucker benttigt. In Modellsystemen wurde das Maximum der HAA-Bildung bei
den molaren Verhdtnissen von Zucker zu Aminosaure zu Kreatinin von 0,5 : 1 : 1 erreicht
[50]. Hohere Zuckerkonzentrationen unterdriicken die HAA-Bildung zum Teil vollstandig.
Vollenbroker [46] stellte fest, dass ein Zusatz von nur 200 mg Xylose/g Fleischextrakt bel
65 % Wassergehalt nach einer sechsstiindigen Erhitzung auf 120°C in geschlossenen Gefél3en
zu einer volligen Unterdriickung der MelQx-Bildung fuhrte. Von Skog [50] wurde bei
Glucose eine Unterdriickung erst bei einem Zusatz von 1000 mg beobachtet. Als Grund fir
dieses Verhalten wird angenommen, dass zum einen bei einem Uberschuss an Zucker dieser
mit Kreatin reagiert und damit eine Ringbildung zu Kreatinin verhindert und zum anderen,
dass bel der Maillard-Reaktion entstehendes HMF (Abb. 6) mit Kreatinin reagiert, so dass
keine weitere Reaktion zu den 1Q-Verbindungen mehr méglich ist. Auch konnte beobachtet
werden, dass zuckerhatige Marinaden die HAA-Bildung sowohl fordern als auch
unterdriicken konnen [5].

1.4 Vorkommen von HAAsIn einzelnen L ebensmittaln

Heterocyclische aromatische Amine (HAAS) wurden in ener Vielzahl von
proteinhaltigen Lebensmitteln, die erhitzt wurden oder einer Pyrolyse unterlagen, gefunden.

Waéhrend die Carboline in zahlreichen erhitzten Lebensmitteln wie Sojabohnen,
Casein, Hefeextrakt (auch in Tabakrauch) aufgrund der Pyrolyse von Aminosduren
nachgewiesen wurden, fand man die AlAs in erhitztem Fleisch und Fisch und in
Erhitzungsprodukten auf deren Grundlage. Rohrmann und Becker [51] schétzten die téglich
aufgenommene Menge an HAAs in der BRD pro Bundesburger auf durchschnittlich 103 ng
(O - 4195 ng). Als wichtigste HAA-Vertreter werden PhiIP (63 ng/d) und MelQx (33 ng/d)
genannt. In der Tabelle 3 sind die maximal gefundenen Mengen an HAAS in verschiedenen
Lebensmitteln aufgefihrt. Insbesondere bel hocherhitzten Lebensmitteln sind die bisher
hochsten HAA-Konzentrationen ermittelt worden.
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Tabelle3 Maximal gefundene Mengen an HAAs in Lebensmitteln [5, 6, 41, 57]

Lebensmittel HAA [ng/g]
Rindfleisch 1Q 21
(gebraten-gegrillt) MelQ 0,6
Igx 1,5
MelQx 80
4,8-DiMelQx 15
7,8-DiMelQx 0,7
PhiP 182
DMIP 7,2
TMIP 15
IFP 7,6
4’-OH-PhIP 21
AoC 21
Trp-P-1 0,5
Trp-P-2 1,7
Harman 28,6
Norharman 30
Schwein IQ 10,5
(gebraten-gegrillt) MelQ 1,7
MelQx 45
4,8-DiMelQx 27
7,8-DiMelQx 0,3
PhiP 106
DMIP 37
IFP 2,5
AoC Spuren
MeAo.C 3,2
Trp-P-1 53
Trp-P-2 7,4
Harman 200
Norharman 10,6
Geflugel 1Q 5
(gebraten-gegrillt) MelQ 0,11
1Qx 0,17
MelQx 270
4,8-DiMelQx 4
7,8-DiMelQx 0,16
PhiP 480
DMIP 59
TMIP 2,9
IFP 7
AoC > 100
Trp-P-1 1,6
Trp-P-2 0,14
Harman 0,12
Norharman 0,1
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Lebensmittel HAA [ng/g]
Lamm MelQx 1,6
(gebraten-gegrillt) 4,8-DiMelQx 0,6
PhiP 11
Trp-P-1 1
Fisch 1Q 20
(gebraten-gegrillt) MelQ 20
MelQx 8,3
4,8-DiMelQx 7
7,8-DiMelQx 5,3
PhiP 73
DMIP 0,9
TMIP 2,5
IFP 2,1
Ao C 109
Trp-P-1 13,3
Trp-P-2 13,1
Harman 130
Norharman 184
Rindfleischextrakt & IQ 70,3
Reaktionsaromen MelQ 5,8
1Qx 2,1
MelQx 69
4,8-DiMelQx 11,2
7,8-DiMelQx 0,7
4-CH,0OH-8MelQx 6
7,9-DiMelgQx 53
PhiP 49
AcC 8,1
MeAoC 20,3
Glu-P-1 15,5
Trp-P-1 13
Trp-P-2 14
Harman 755
Norharman 200
Wein PhiP 65,7 ng/l
Bier PhiP 1530 ng/l
Muttermilch PhiP 59 ng/l
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Auffallig ist jedoch, dass bei Erhitzungstemperaturen von tber 200 °C die Mutagenitét
im Bratengut kaum noch mit steigender Temperatur zunimmt, wahrend sie im Aerosol des
Rauches stark ansteigt [52].

PhIP wurde von Manabe [42] als Umweltkontaminant identifiziert und kann Uber
Verbrennungsabgase in die Lebensmittel gelangen. Neben PhIP wurden aber auch AaC,
MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2, MelQx und 4,8-DiMelQx [53, 54, 55] als Umweltkontaminanten,
z.B. in Flusswasser, beschrieben. Martin et a. [56] verglichen 2001 die mutagene Aktivitét
der Muttermilch verschiedener Lander und stellten fest, dass die Milch aus Landern mit einem
hohen Brustkrebsrisiko eine hdhere Mutagenitét aufwies als die aus Landern mit einem
niedrigen Brustkrebsrisiko. DeBruins et al. [57] konnten im selben Jahr PhIP in Muttermilch,
aul3er bei der von Vegetarierinnen, nachweisen. Da PhIP auch in Urin [58] und Haaren [59]
nachgewiesen wurde und den grofden Anteil der téglich aufgenommenen Menge der
mutagenen HAAs darstellt [51], wird diskutiert, PhIP als Biomarker einzusetzen.

1.5 Mutagenitat und Carcinogenitét

151 Stoffwechsel und metabolische Aktivierung der HAAs

Abb. 10 beschreibt den Stoffwechsel der HAAs am Beispiel von 1Q. Nachdem die
HAAs Uber die Nahrung aufgenommen wurden, gelangen sie in die Leber, wo sie durch die
Oxidasen Cytochrom P 450 1A1 und 1A2 zu den entsprechenden Hydroxylaminen oxidiert
werden. Beim Uberwiegenden Anteil erfolgt eine Ringhydroxylierung [60, 61]. In einem
weiteren Schritt findet die Detoxifikation statt. Dabei werden die oxidierten HAAsS an
Glucuronsaure, Glutathion oder Sulfat gebunden und ausgeschieden [60]. In vitro konnte auch
eine direkte Bindung der exocyclischen Aminogruppe an Glucuronsaure oder Sulfat
beobachtet werden [62]. Ein Tell des Hydroxylamins wird aber durch N-Acetyltranferasen
acetyliert und kann zu einem hochreaktiven Arylnitreniumion zerfallen, welches vor allem
mit Proteinen, aber auch mit DNA Addukte bildet [62], die sowohl in vitro as auch in vivo
nachgewiesen werden konnten.

Uberwiegend wird dabei das Arylnitreniumion an die Nucleinsaure Guanin gebunden
[63], wodurch wéahrend der DNA-Replikation Rastereinschub-Fehlinformationen [64]
hervorgerufen werden. Ein weiterer Bildungsweg der Arylnitreniumionen fihrt Uber die durch
Sulfotranferase gebildeten N-Sulfatester.
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Harman und Norharman sind nicht mutagen, da sie keine exocyclische Aminogruppe
haben, so dass aus ihnen keine reaktiven Arylnitreniumionen hervorgehen konnen. Dennoch
sind beide Verbindungen toxikologisch nicht unbedenklich, da von ihnen eine comutagene
Wirkung ausgeht [65].
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Abb. 10 Metabolische Aktivierung und Ausscheidung der HAAs am Beispiel von 1Q
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152 AmesTest

Im Vergleich zu akuttoxischen Verbindungen ist die Identifizierung genotoxischer
Verbindungen ungleich schwieriger, da von ihrer Aufnahme bis zur Krebsentstehung in der
Regel ein langer Zeitraum liegt. Der Ames-Test bietet die Mdglichkeit, in sehr kurzer Zeit
Aussagen Uber die Mutagenitét einer Substanz zu erhalten.

Bem AmesTest handelt sich um enen Kurzzeitmutagenitdistest, bei dem
Histidinmangel mutanten von Salmonella typhimurium-Stdmmen, die nicht in der Lage sind,
selbst Histidin zu synthetisieren, auf histidinfreien Nahrboden als Indikatororganismen
genutzt werden. Sind Kolonienbildungen zu beobachten, handelt es sich um Revertanten, die
durch Mutation befahigt sind, selbst Histidin zu erzeugen.

Tabelle 4 Mutagene Aktivitat von HAASs gegeniiber Salmonellatyphimurium TA im Ames-
Test im Vergleich mit Aflatoxin B1 und Benz[a]pyren [66, 67, 68, 69]

Verbindung Revertanten/pg mutagener Verbindung
MelQ 661.000
1Q 433.000
7,8-DiMel Qx 163.000
4,8-DiMel Qx 183.000
Mel Qx 145.000
lgx 75.000
Glu-P-1 49.000
Trp-P-1 39.000
Glu-P-2 1.900
PhiP 1.800
Benz[ o] pyren 6.500
Aflatoxin B1 6.000

Da die HAAs im Sdugetier erst nach metabolischer Aktivierung zu wirksamen
Mutagenen werden (Kap. 1.5.1 Abb. 10), simuliert man diese durch die Zugabe von , S-9-
Mix“. Es handelt sich dabel um Rattenleberhomogenat, welches Cytochrom P 450 enthdlt, das
den Bakterien fehlt. Die so gewonnenen Mutagenitétsdaten liegen fir viele Substanzen in
relativ guter Ubereinstimmung mit den Carcinogenitétsdaten aus Tierversuchen [61]. So
gehoren die HAAs zu den Verbindungen, die im Ames-Test eine der stérksten mutagenen
Aktivitéten aufweisen (Tabelle 4) und im Vergleich zu hochmutagenen Verbindungen wie

Benz[ o] pyren und Afltoxin B1 eine bis zu 1000fach h6here Mutagenitét haben.
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In Tests mit Sdugetierzellen [70] und bei Futterungsversuchen an Mausen [71]
(Tabelle 5) traten aber im Vergleich zum Ames-Test deutlich geringere genotoxische
Wirkungen auf. Hieraus wird ersichtlich, dass der Ames-Test nur eine grobe Vorprifung
ermoglicht. Der Test kann Detoxifikationss und Reparaturmechanismen, wie sie in
Saugetieren vorkommen, nicht wiedergeben. Selbst Fitterungsversuche an Primaten [72, 73]
lassen nur eine Abschdtzung der genotoxischen Wirkung auf den Menschen zu, da der
Mensch das einzige Lebewesen ist, welches seit Jahrtausenden Lebensmittel erhitzt und sich
von ihnen ernghrt, so dass eine durch die Evolution erworbene Grundtoleranz fur die durch
Hitzeeinwirkung entstehenden HAAs nicht auszuschlief3en ist.

Tabelle5 TD50-Werte (mg/kg/d) verschiedener HAAs an Mausen

HAA TD50-Wert (mg/kg/d)
Trp-P-1 2,7
Glu-P-1 2,7
Glu-P-2 49
MeAaC 58
Trp-P-2 2,7
1Q 14,7
AaC 15,8

1.5.3 Anticarcinogene

Flavonoide [74] sind in der Lage, die Enzymaktivitdt von Cytochrom P 450 zu
minimieren, wodurch die Bildung von N-Hydroxy-AlAs unterdriickt wird. Ahnliches wird
auch bel Vitamin A und pB-Carotin beobachtet. Flavonoidhaltige Lebensmittel fihren
demzufolge zu einer Verringerung der Mutagenitét [75, 76, 77]. Neben der Inhibierung von
Cytochrom P 450 konnen auch Effekte wie die Bindung von HAAs an Chlorophyll und
Ballaststoffe, insbesondere aber an deren Carboxylankergruppen, zu einer Detoxifikation
fahren [78, 79, 80, 81, 82, 83]. Auch it eine Einlagerung von HAASs in Bakterienwande [84,
85, 86, 87] moglich. So wurde bei Ratten, deren Futter mit HAAS versetzt wurde, bei einer

mit Bifidobakterien angereicherten Di&t eine verminderte Krebsrate beobachtet [88].
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1.6 Problemstellung und Zielsetzung

Heterocyclische aromatische Amine (HAAS) gehdren zu den Verbindungen, die bel
Menschen Tumore auslésen konnen und im Ames-Test (Kap. 1.5.2, Tab. 4) eine hohe
Mutagenitét aufweisen. So wurde fur einige HAASs eine bis zu 1000fach hthere Mutagenitét
als fur Aflatoxin B1 und PAKs ermittelt. Die taglich aufgenommene Menge an HAAS in der
BRD pro Bundesbirger wird auf durchschnittlich ca. 100 ng geschétzt. Im Sinne des
vorbeugenden Verbraucherschutzes ist es notwendig, die tagliche Aufnahme der mutagenen
HAAs bestmoglich zu reduzieren.

Die Bildung der HAASs verlauft im Rahmen der Maillard-Reaktion im Verlauf von
Erhitzungsprozessen, und zwar bevorzugt in Anwesenheit von reduzierenden Zuckern,
Aminosauren und Kreatinin (Kap. 1.2.2 und 1.3). Fir die Herstellung von Reaktionsaromen
auf der Basis von Fleischextrakt liegen gemald der gangigen Bildungshypothese optimale
Bedingungen fir die Bildung von HAAs vor. Unser priméares Ziel ist es, Méglichkeiten fir
die Reduzierung der HAA-Bildung zu finden.

Vollenbroker [46] untersuchte die unterdriickende Wirkung von Xylose auf die
Bildung von heterocyclischen aromatischen Aminen (HAAS) in enem wassrigen
Reaktionsaroma, welches er unter Laborbedingungen selbst hergestellt hat. Ausgehend von
diesem Ergebnis wollen wir diesen Einfluss der Xylose auch in wasserarmen
Reaktionsaromen untersuchen, zumal sich die Ergebnisse verschiedener Autoren u.a
beziglich des Einflusses der Wasseraktivitdt (aw-Wert) auf die HAA-Bildung in
Fleischextrakt widersprechen (Kap. 1.3.2). Da bisher zum Reaktionsverhaten der Xylose
bezlglich der HAA-Bildung kaum Untersuchungen vorliegen, soll in vereinfachten, Xylose
als reduzierenden Zucker enthaltenden Modellen der Einfluss der Reaktionsbedingungen auf
die HAA-Bildung untersucht und mit dem Verhalten von Glucosemodellen, die beztglich der
HAA-Bildung ausgiebig untersucht wurden, verglichen werden. Die dabel erhaltenen
Ergebnisse sollen anschlief3end auf reelle Reaktionsaromen Ubertragen werden. Ein weiters
Ziel ist es, durch den Einsatz von Xylose die HAA-Bildung in Reaktionsaromen zu reduzieren
und zu ermitteln, unter welchen Bedingungen eine Verminderung der HAA-Bildung zu
realisieren ist, zumal der Gesetzgeber den Einsatz von Xylose bel der Herstellung von
Reaktionsaromen nicht beschrankt.

Wir gehen davon aus, dass andere Pentosen den gleichen Einfluss auf die HAA-
Bildung haben wie die Xylose. Es soll deshalb generell die Reaktivitdt von Hexosen und
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Pentosen miteinander verglichen werden, um abschétzen zu kénnen, ob eine Reduzierung der
HAA-Bildung durch die Verwendung einer Pentose allgemein moglich ist.

Nach der gangigen, von Jagerstad [33] aufgestellten ,LasVegas-Hypothese"
(Kap. 1.2.2, Abb. 8a) sind Pyrazine und Aldehyde, die wahrend der Maillard-Reaktion aus
reduzierenden Zuckern und Aminosduren gebildet werden, fur die Bildung der
Aminoimidazoazaarene (AlAs), ener Untergruppe der HAAs verantwortlich. Zur
Bestétigung, dass im Verlauf der Maillard-Reaktion gebildete o-Dicarbonylverbindungen
gemald der Las-Vegas-Hypothese bel der Bildung von AlAs eine wichtige Rolle spielen, sollte
zum Vergleich auch der Einfluss von 2-Desoxyzuckern, aus denen a-Dicarbonylverbindungen
zumindest nicht direkt hervorgehen konnen (vgl. Kap. 1.2.2, Abb. 6), auf die Bildung von
HAAs untersucht werden.

Y oshida [36], Overik [37] und Taylor [38] konnten beobachten, dass AIAs entgegen
der Hypothese von Jagerstad in wasserarmen Modellsystemen auch unter Abwesenheit eines
reduzierenden Zuckers gebildet werden. Auch konnten in Fleischextrakt, der frei von
reduzierenden Zuckern war, durch Erhitzung AlAs gebildet werden [43]. Aus diesem Grund
soll neben dem Einfluss verschiedener reduzierender Zucker auf die HAA-Bildung auch die
Moglichkeit der Bildung von AlAsin zuckerfreien Modellen untersucht werden.

Man geht davon aus, dass die Art der gebildeten AlAs durch die vorliegende
Aminosaure bestimmt wird. Dennoch sind in verschiedenen Modellsystemen zumindest
Spuren von AlAs (Kap. 3.1, Tab. 8) gefunden worden, die sich mit dem von Jagerstad
postulierten Reaktionsweg (Kap. 1.2.2 Abb. 8a) nicht erklaren lassen. Alternative
Reaktionswege, bei denen AlAs entstehen kénnen, sind also nicht auszuschliefZen.

Schuirmann [43] verwendete in seinen wasserarmen Modellsystemen als Aminosaure
ausschliefdlich Glycin, das gemal der ,Las-Vegas-Hypothese® an der Bildung von MelQx
beteiligt ist. In den von ihm untersuchten, Glucose und Glycin enthaltenden Modellsystemen
konnte er in Ubereingtimmung mit der ,Las-Vegas-Hypothese® neben MelQx auch 7,8-
DiMelQx nachweisen. In Fleischextrakt und Reaktionsaromen konnte von anderen Autoren
aber auch 4,8-DiMelQx nachgewiesen werden [46]. Die Bildung dieser Verbindung verlauft
gemald der ,LasVegas-Hypothese" Uber den Strecker-Abbau von Alanin zum Acetaldehyd.
Um neben dem Einfluss von reduzierenden Zuckern auch den Einfluss von Aminosauren auf
die Bildung von MelQx und 4,8-DiMelQx zu untersuchen, sollen in wasserarmen
Modellsystemen als Reaktionspartner die Aminosauren Glycin und Alanin eingesetzt werden.

Die von Jagerstad (Kap. 1.2.2 Abb. 8a) und Nyhammar (1.2.2 Abb. 8b) postulierten
Reaktionswege wurde von Lee et al. (Kap. 1.2.2) [35] verifiziert, indem sie in erhitzten
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Mischungen aus 2-Methylpyridin, Kreatinin und Acetylformaldehyd (Methylglyoxal) 1Q
nachweisen konnten. Die Verifizierung erfolgte also nicht Uber einen direkten Umsatz von
Methylpyridinen bzw. Methylpyrazinen mit dem durch die Strecker-Reaktion gebildeten
Formaldehyd bzw. Acetaldehyd. Zur Bestétigung sollen verschiedene Methylpyridine bzw.
Methylpyrazine zusammen mit Formaldehyd bzw. Acetadehyd und Kreatinin in
Modellsystemen erhitzt und auf ihren Einfluss auf die AlAs-Bildung untersucht werden.

Bel den von Jégerstad und Nyhammar postulierten Reaktionswegen liegt Kreatinin
schon zu Beginn der Reaktion im Uberschuss vor, wahrend Methylpyridine bzw.
Methylpyrazine und Streckeraldehyde erst im Rahmen der Maillard-Reaktion kontinuierlich
gebildet werden. Somit ist es wahrscheinlich, dass die reaktiven Aldehyde in stérkerem Male
mit dem im Uberschuss vorliegenden Kreatinin reagieren as mit den Methylpyridinen bzw.
Methylpyrazinen, die erst wahrend der Reaktion in geringen Mengen gebildet werden. Da
sich die Reaktionswege von Jagerstad und Nyhammar dahingehend unterscheiden, dass bei
dem von Nyhammar postulierten Reaktionsweg der gebildete Streckeraldehyd zuerst mit dem
Kreatinin reagiert, sollen zum Vergleich in einer Versuchsreihe die Methylpyridine bzw.
Methylpyrazine, Formaldehyd bzw. Acetaldehyd und Kreatinin direkt in der Mischung und in
einer weiteren Versuchsreihe die Aldehyde zuerst mit Kreatinin und dann mit den
Methylpyridinen bzw. Methylpyrazinen umgesetzt werden.

In der Literatur [46] wird auch die Bildung von AlAs in kreatinin- bzw. kreatinfreien
Lebensmitteln beschrieben. Es wird deshalb diskutiert, ob neben Kreatinin auch andere
Verbindungen, insbesondere Arginin, die Bildung von AlAs fordern kénnen. In unseren
Untersuchungen soll deshalb der Einfluss von Arginin auf die Bildung dieser Verbindung in
vereinfachten Modellsystemen untersucht werden.

Ascorbinsdure findet bei der Herstellung von Reaktionsaromen Verwendung und darf
bei Fleischerzeugnissen als Zusatzstoff eingesetzt werden. Da die Bildung von HAAs Uber
radikalische Zwischenstufen  verlauft, wurde von Johansson [47] der Einfluss der
Ascorbinsaure als Antioxidationsmittel im Modellsystem untersucht (Kap. 1.3.3).
Ascorbinsaure unterdriickte die Mel Qx-Bildung, wahrend andere Antioxidantien sie zum Tell
deutlich forderten. Dass somit die reduzierende Wirkung der Ascorbinsdure die Hauptursache
far die Unterdrickung der AIA-Bildung sein soll, erscheint somit als fragwirdig. Vergleicht
man diese Ergebnisse mit denen von Vollenbroker (Kap. 1.3.3), bei denen en
Ascorbinsaurezusatz zu Fleischextrakt zu einer deutlichen Forderung der MelQx-Bildung

fuhrte, ergeben sich zudem Widerspriiche.
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In dem von Vollenbroker untersuchten Reaktionsaroma war jedoch im Vergleich zu
den Modellen von Johansson kein reduzierender Zucker vorhanden. Reduzierende Zucker
verhalten sich bel der AlA-Bildung ambivalent und bei einem molaren Verhdltnis der
reduzierenden Zucker zu Aminosaure zu Kreatinin von 0,5 : 1 : 1 liegt das Maximum ihrer
Bildung vor (Kap. 1.3.4) [50]. Die Ascorbinsdure verhdlt sich bel hohen Temperaturen
innerhalb der Maillard-Reaktion ahnlich wie reduzierende Zucker [52] und bildet
Folgeprodukte [134, 141], aus denen nach der gangigen Hypothese (Kap. 1.2.2 Abb. 8a) AlAs
entstehen konnen. Wir vermuten, dass die antioxidative Wirkung der Ascorbinsdure fur das
ambivalente Verhalten bel der Bildung von AlAs von untergeordneter Bedeutung ist und der
Hauptgrund fir die reaktionsfordernde Wirkung der Ascorbinsédure die unter der
Hitzeeinwirkung entstehenden Folgeprodukte sind. Unser Zidl ist es, diesen ambivalenten
Charakter der Ascorbinsdure auf die Bildung von AlAs zu untersuchen.

Da wir die HAA-Bildung in Modellen insbesondere unter den Bedingungen einer
Hocherhitzung (Uber 150 °C) untersuchen wollen, ist es notwendig, ausgehend von den in der
Literatur beschriebenen Methoden, Aufarbeitungsmethoden weiterzuentwickeln und zu
optimieren, die es uns ermdglichen, diese Verbindungen auch in hocherhitzten, ein
komplexeres Produktspektrum aufweisenden Modellen nachzuwei sen und zu bestimmen.

Die HAAS liegen in Reaktionsaromen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vor,
wobel die Nachweisgrenzen bel der Verwendung eines DADs oder elektrochemischen
Detektors stark von der vorliegenden Matrix abhangig sind (Kap. 2.1, Tabelle 6). Da uns
selbst keine LC-MS-Anlage zur Verflgung steht, soll in Zusammenarbeit mit dem
» Staatlichen Veterinér- und Chemischen Landesuntersuchungsamt (CVUA) in Munster eine
LC-MS-Methode entwickelt werden, die es uns ermoglicht, die HAAs auch in hocherhitzten

Reaktionsaromen nachzuweisen und quantitativ zu bestimmen.
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2  Analytik von heterocyclischen aromatischen Aminen (HAAS)

2.1 Einleitung

Wéhrend der Maillard-Reaktion entstehen neben den HAAs eine Vielzahl anderer
Substanzen, die zudem in deutlich htheren Konzentrationen auftreten und eine storende
Matrix darstellen. Da die HAAs nur im unteren ng/g Bereich vorliegen, ist eine Abtrennung
der stérenden Begleitsubstanzen aus einer komplexen Matrix, bei gleichzeitiger Anreicherung
der zu untersuchenden HAAS, unabdingbar.

Die Analysenschritte lassen sich folgendermal3en gliedern:

1. Extraktion

2. Reinigung des Rohextraktes

3. Chromatographische Trennung
4. Detektion

Betrachtet man die Struktur der HAAs (Kap. 1, Abb.4 und Abb.5), ist es naheliegend,
ihren basischen bzw. aromatischen Charakter zu nutzen und Uber den pH-Wert jeweils die
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften zu steuern, um so eine effiziente Extraktion,
Isolierung und Reinigung zu ermdglichen.

Bel den HAAs handelt es sich aufgrund ihrer aromatischen Ringstruktur um UV-
aktive Verbindungen, die mittels UV-Detektor oder DAD detektiert werden konnen. Des
Weiteren besteht fur einige HAAs die Mdglichkeit, diese mittels eines Fluoreszenzdetektors
nachzuweisen [29, 89, 90, 91, 92].

Auch konnen elektrochemische Detektoren (ELCDs) verwendet werden [42, 89, 93,
94], da hier in einem Zweizellen-Gerét die freiliegende Aminogruppe erst oxidiert und die
oxidierte Form wieder reduziert werden kann. Von Schuirmann [42] und Nutt [89] wurde
beobachtet, dass stérende Matrixbestandteile hingegen meist irreversibel oxidiert werden.
Zwar werden viele koeluierende Matrixbestandteile weder oxidiert noch reduziert, was zu
einer hohen Empfindlichkeit und Selektivitdt der Methode fihrt [42, 89], dennoch gestaltet
sich das Arbeiten mit einem ELCD als &ulerst schwierig, da bel einer Gradientenelution ein
starkes Driften der Basislinie vorliegt [89]. Aufgrund der unterschiedlichen Polaritét der
HAAs st eine isokratische Trennung dieser Verbindungen, insbesondere bei einer gleichzeitig

vorliegenden komplexen Matrix, nahezu unmdglich.
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Als Methode der Wahl etabliert sich aber immer mehr die LC-MS [91, 95 - 106], die
durch ihre hohe Empfindlichkeit und Selektivitédt besticht. AufRerdem konnen
isotopenmarkierte Standards verwendet werden, wodurch die Ergebnisse eine hohe
Zuverlassigkeit haben.

Alternativ werden auch GC/MS-Methoden beschrieben [92,107 - 113]. Wahrend sich
die unpolaren HAAs (Aminocarboline, Kap. 1.2.1 Abb. 4) sehr einfach trennen lassen [114],
gilt dieses nicht fur die polaren HAAs (Aminoimidazoazaarene, Kap. 1.2.2 Abb. 5). Eine
geeignete Derivatisierung vor der Durchfihrung der GC zur Verbesserung der Peaksymmetrie
ist somit zwingend notwendig.

Die Kapillarelektrophorese (CE) stand uns in unseren Untersuchungen nicht zur
Verfigung. Diese Methode soll an dieser Stelle aber nicht unerwédhnt bleiben. Die
Trennleistung und Empfindlichkeit entspricht derjenigen der HPLC-DAD; der Aufwand der
Probenaufbereitung ist identisch.

In Tabelle 6 sind die gangigen Anaysenmethoden zum Nachweis und zur
Bestimmung der HAAs in Lebensmitteln aufgefihrt, so dass sich in Verbindung mit Tabelle 3
(Kap. 1.4) die Einwaage abschétzen lasst, die fir einen Nachweis und eine Bestimmung der
HAAsim Lebensmittel bendtigt wird.

Tabelle6
Methoden zum Nachweis und zur Bestimmung von HAAs in Lebensmitteln [5, 6]
M ethode Detektor NEETE Vorteile Nachteile
grenze [ng/g]
) i Identifizierung Uber das Zeitaufwendige I solierung
HPLC UV-DAD 0,02 - 50 UV- Spektrum & Reinigung
Hohe Empfindlichkeit .
ELCD 0,05-2 und Selektivitat Isochratisch
Hohe Empfindlichkeit - .
Fluoreszenz 0,03-3 und Selektivitit Nur einige HAAs fluoreszieren
Hohe Empfindlichkeit
und Selektivitét,
MS 0,01-2 Verwendung Hohe Kosten
isotopenmarkierter
Standards
CE UV, ED, MS 35_50 Hohe Trennleistung, Zatayfyvendlge Isolierung
geringe Kosten & Reinigung
GC MS 0,01-0,2 Hohe Trennleistung Geeignete Derivatisierung

Monaoclonale Antikdrper sind
ELISA 1 Simpel nur fir eine begrenzte Anzahl
HAAs erhdltlich
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2.2 Extraktion

Daes sich bel den HAAs um basische Aromaten handelt, haben sich fir die Extraktion
polare organische Extraktionsmittel wie Methanol [98], Dichlormethan [115, 116] und n-
Butanol [98, 117] bewahrt. So werden mit Methanol die HAAS hervorragend gel 6st, wahrend
die hohermolekularen Anteile in Methanol unléslich bleiben. Durch anschliefRende
Zentrifugation werden die unléslichen Bestandteile abgetrennt und saubere Rohextrakte
erhalten. Alternativ zu den organischen LoOsungsmitteln verwendete Felton [118] 0,1 N
Salzsdure zur Extraktion von PhIP aus Rindfleisch.

Vollenbroker [46] dotierte in seinen Untersuchungen Bier mit PhlP (100 ng/ml) und
untersuchte die Proben nach dem Gefriertrocknen. Obwohl die zugesetzte Menge an PhiP
deutlich tGber den in Lebensmitteln Ublichen Konzentrationen lag, konnte er bei VVerwendung
verschiedener organischer Losungsmittel selbst nach mehrstiindigem Erhitzen unter Rickfluss
und Rahren nahezu kein PhIP aus dem Trockenriickstand herausl0sen. Bel Verwendung von
verdunnter Natronlauge als Extraktionsmittel schwankte die Wiederfindung zwischen 20 und
50 Prozent. Erst bel Verwendung von verdinnter Salzsdure, d.h. im protonierten Zustand,
konnte das zugesetzte PhIP fast vollstandig wiedergefunden werden.

Zwar stellt gefriergetrocknetes Bier kein fur Lebensmittel relevantes Substrat dar,
doch ist auch bei sprih- und gefriergetrockneten Reaktionsaromen mit Rehydratisierungs-
und Extraktionsproblemen zu rechnen. Nutt [89] verwendete bel ihrer Entwicklung einer
Methode zur Bestimmung von HAAs in Reaktionsaromen Methanol als Extraktionsmittel und
konnte damit nur Wiederfindungsraten von bis zu 10 Prozent erreichen.

Aus den oben genannten Grinden setzten auch wir fir die Extraktion der zu
untersuchenden getrockneten Produkte verdiinnte Salzséure ein.

Die Zusammensetzung und Herstellung von Reaktionsaromen ist ein von der Industrie
streng gehutetes Geheimnis. In unseren Untersuchungen haben wir deshalb unter
vereinfachten Bedingungen verschiedene Fraktionen von Standardmelanoidinen, die von B.
Brand [119] hergestellt wurden, auf ihre HAA-Bindeféhigkeit untersucht. Melanoidine
entstehen bel Erhitzung im Rahmen der Maillard-Reaktion. Je nach Art der eingesetzten
chemischen Verbindungen und der Reaktionsbedingungen konnen dabei Melanoidine
unterschiedlichen Molekulargewichts entstehen. Mit Hilfe von Verfahren wie Diayse und
Gelpermeationschromatographie lassen sich die Melanoidine nach ihrem Molekulargewicht
fraktionieren [119]. Die so gewonnenen melanoidinhaltigen Fraktionen wurden von uns mit
den HAAs 1Q, MelQ, 1Qx, MelQx, 7,8-DiMelQx, 4,8-DiMelQx, 4,7,8-TriMelQx, Harman,
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Norharman, PhIP und MeAaC in entsprechenden geringen Mengen versetzt und
gefriergetrocknet.  Insbesondere  bei  hochmolekularen  Melanoidinfraktionen — mit
Molekulargewichten von mehr als 100000 Dalton konnte bei der Verwendung von Methanol
als Extraktionsmittel so gut wie kein Harman, Norharman, PhIP und MeAaC aus den
Trockenrickstdnden herausgelost werden. Die Wiederfindungsrate der Ubrigen HAAS
schwankte bei Anwesenheit hochmolekularer Melanoidine zwischen 5 und 30 Prozent im
Vergleich zu einem melanoidinfreien Kontrollmodell. Aufgrund der von Vollenbroker
durchgefiihrten Untersuchungen  extrahierten wir die HAAs dternativ mit verdinnter
Salzsaure. Sowohl bel Verwendung von 0,1 N Salzsdure als auch von 1 N Salzsdure konnten
wir nach vierstindigem Ruhren die HAAs 1Q, MelQ, 1Qx, MelQx, 7,8-DiMelQx, 4,8-
DiMelQx, 4,7,8-TriMelQx und PhIP nahezu vollstandig wiederfinden. Einzig bei Harman
und Norharman lag die Wiederfindungsrate unter Verwendung hochmolekularer
Melanoidinfraktionen lediglich zwischen 20 und 40 Prozent im Vergleich zum
melanoidinfreien Kontrollmodell. Erst nachdem die Proben mindestens 12 Stunden Uber
Nacht in 1 N Sazsdure gerthrt worden waren, konnten alle HAAsS nahezu vollstandig
extrahiert werden, so dass wir in unseren Untersuchungen 1N Salzsdure al's Extraktionsmittel

verwendet haben.

1. gfg - 5-10g Probe 4. (\w
- -100 I IST \ !’d \
- Ruhrfisch
-30ml 1 N Salzsaure )
- Durch Filter
(Schlitzsiebnutsche) i |‘
2. ) . in Schutteltrichter ﬁ \\
-Zentrifugenglas dekantieren
-‘ verschlieen ~3xinje 10 m 1N
t/ -12hrihren Salzsaure \:@/

suspendieren,

3 zentrifugieren,

-Zentrifugieren

durch Filter dekantieren
‘ 3000 U/min; 10 min

Abb. 11 Aufarbeitungsschema Extraktion
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In Abb. 11 wird die Extraktion schematisch wiedergegeben. Fur die Durchfihrung der
Untersuchungen werden 5 bis 10 g Fleischextrakt, Reaktionsaroma oder Modellsystem in
desaktivierte Zentrifugenglaser eingewogen, mit internem Standard und 30 ml 1 N Salzsdure
versetzt und Uber Nacht gertihrt. Anschlief3end wird 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert
und durch ein Filter dekantiert. Der Ruckstand wird 3 weiter Male mit je 10 ml Salzséure
suspendiert, zentrifugiert und durch einen Filter dekantiert. Erst wahrend des letzten Schrittes
wird bei 4000 U/Minute zentrifugiert, da sonst die Proben so sehr verklumpen, dass ein

Suspendieren nahezu unméglich ist.

2.3 Reinigung des Rohextraktes

2.3.1 Flussig-Flussig-Verteilung mit Dichlormethan

Bewahrt hat sich eine Flissig-Flissig-Extraktion des gewonnenen Rohextraktes mit
Dichlormethan. Bei pH < 2 liegen die HAAS protoniert vor und sind wasserlslich, wéhrend
sie bei pH > 10 deprotoniert vorliegen und in Dichlormethan 16dlich sind. Es wurden aber
auch Chloroform und n-Butanol as nicht oder nur begrenzt mit Wasser mischbare
Extraktionsmittel verwendet. Fir unsere Untersuchungen haben wir uns fir die FUssig-
Flussig-Extraktion mit Dichlormethan entschieden, da hiermit eine Emulsionsbildung, die
durch das Schitteln entstehen kann, am geringsten ist.

Die zu untersuchenden waéssrigen Extrakte werden mit Salzsaure auf einen pH < 1
eingestellt und dreimal mit je 50 ml Dichlormethan in desaktivierten Schutteltrichtern
ausgeschittelt. Eine Desaktivierung der Schutteltrichter ist notwendig, um eine bessere
Phasentrennung zu erreichen, da die beim Ausschitteln entstehenden Emulsionen sonst an der
Glasoberflache haften bleiben. Die neutralen und die sauren Verbindungen gelangen in die
Dichlormethanphase, wahrend die HAASs in der wassrigen Phase verbleiben. Dieser Schritt ist
insbesondere bei hocherhitzten und fetthaltigen Proben unerl&sslich. Anderenfalls sind bei den
hocherhitzten Proben trotz weiterer Aufarbeitungsschritte die Chromatogramme von
Storpeaks Uberlagert und bel hohen Fettgehalten ist die Reinigung der Rohextrakte an
Festphasen kaum noch moglich. Die Dichlormethanphase wird verworfen.

Bel der anschlief3enden Alkalisierung wurde der Einsatz von Ammoniak von Iwaoka
[120] als kritisch angesehen, da bei der Extraktion unter Anwesenheit von Ammoniumionen

mutagene Artefakte entstehen wirden. Aus diesem Grund wird der pH-Wert mit Natronlauge
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auf > 12 eingestellt und anschlief3end dreimal mit je 50 ml Dichlormethan ausgeschiittelt. Die
HAAs gelangen nun in die Dichlormethanphase. Bel einer starken Emulsionsbildung wird
mindestens 15 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert.

Da fur die folgenden Schritte der Festphasenextraktion die HAAs von urspringlich
60 ml wassrigen, salzsauren Extrakts bzw. 5 bis 10 g Probe auf 0,1 ml konzentriert werden
mussen, um die HAAs erfassen zu konnen, haben auch nur geringste, durch eine unsaubere
Phasentrennung verursachte Verunreinigungen aus der wassrigen Phase fatale Folgen bei der
gpateren chromatographi schen Trennung und Detektion. Der Grund hierfir ist, dass die HAAs
nur im oberen pg bis unteren ng/g in erhitzten Lebensmitteln entstehen, wahrend
Stdrsubstanzen in 1000mal hoherer Konzentration entstehen kdnnen. Zur weiteren Reinigung
werden deshalb die vereinigten Dichlormethanphasen noch einmal mit Ammoniakldsung
(Wasser + konz. Ammoniak 9+1) bel einem pH > 10 ausgeschittelt. Alternativ zum
Ausschitteln mit Ammoniak haben wir versucht, die Dichlormethanphase mit Natriumsulfat
zu trocknen. Die Chromatogramme von Extrakten, die tber Natriumsulfat getrocknet wurden,
insbesondere von Extrakten, bei denen eine starke Emulsionsbildung erfolgte, und von
solchen, die aus hocherhitzten Proben gewonnen wurden, waren im Vergleich mit den
Chromatogrammen von Extrakten, die durch das Ausschitteln mit Ammoniakldsung
gewonnenen wurden, von ener groleren Anzahl an Storpeaks Uberlagert. Die
Dichlormethanphase wird anschliefiend am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt.
Abb. 12 gibt schematisch die von uns angewandte Fllssig-FlUssig-Extraktion mit

Dichlormethan wieder.

1. 2. 3. -1 x100 ml
NH,- Lsg.
AR AR pH>10

-pH>12 - CH,CI, Phase
-3x50ml auffangen
CH,CI, - Zur Trockene

-pH<1 \\ CH,CI, Phase \\ einengen

-3 x50ml auffangen \\
CH,CI, >

- CH,CI, Phase
verwerfen v

Abb. 12 Aufarbeitungsschema Fliissig-Fl Ussig-Extraktion mit Dichlormethan
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Der durch die Fuissig-Flissig-Verteilung mit Dichlormethan erzielbare
Reinigungsschritt geht aus den Abb. 16 und 18 (Schritt 1) hervor. Der anschlief3ende durch
die FlUssig-Flussig-Verteilung mit Ammoniak erzielbare Reinigungsschritt geht aus den Abb.
16 und 18 (Schritt 2) hervor.

2.3.2 Flussig-Flussig-Vertellung an Extrelut

Da einige Proben, insbesondere Fleischextrakt, zu starker Emulsionsbildung neigten,
haben wir fur die Flussig-FlUssig-Extraktion Diatomeenerde (Extrelut) as eine Art Schwamm
verwendet, bei dem die flUssige Phase quasi stationar gebunden wird, wéhrend die HAAs im
Alkalischen mit Dichlormethan eluiert werden konnen. Diese aternative Methode wurde
bereits 1992 von Gross und Griter [90] entwickelt; sie eignet sich besonders fur die
Aufarbeitung von Fleischextrakt. Es handelt sich hierbed um ene Tandem-
Festphasenextraktion. Dabei wird die wassrige, alkalische Probe im ersten Schritt auf
Diatomeenerde gebunden und mit Dichlormethan einer Flissig-FlUssig-Extraktion
unterzogen. Der so gewonnene, in der Regel bereits farblose Rohextrakt enthét aber in den
meisten Fallen noch eine Vielzahl an Stérsubstanzen (vgl. Kap. 2.4 Abb.17 und 19). Welitere
Reinigungsschritte sind somit zwingend notwendig. In der Methode von Gross und Griiter
wird deshalb der Dichlormethanextrakt auf eine Propylsulfonsiure-Festphase gegeben. Da es
sich hierbel um einen stark sauren Kationentauscher handelt, werden die HAAs an die

Festphase gebunden. Sie lassen sich in polare und apolare HAAs unterteilen (Abb. 13).

HAAS
Polare HAAs Apolare HAAs
IQ, MelQ, 1Qx, MelQXx, 4,8-DiMelQXx, Trp-P-1, Trp-P-2, AaC, MeAoC,
7,8-DiMelQx, 4,7,8-TriMelQx, PhIP, Harman, Norharman
Glu-P-1, Glu-P-2

Abb. 13 Unterteilung der HAAsin polare HAAs und apolare HAAS

Zuerst werden die ,, apolaren HAAS' mit Methanol/Salzséure eluiert, wahrend die ,, polaren
HAAS' von der Propylsulfonsdure-Festphase reteniert werden. Die mit Methanol/Salzsdure

eluierten ,,apolaren HAAS* werden an einer C,g-Festphase mit verdinnter Ammoniaklésung
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gereinigt und mit methanolischem Ammoniak eluiert. Die noch an der Festphase der
Propylsulfonsdure-Kartusche  gebundenen  ,polaren HAAS' werden nun  mit
Ammoniumacetatl 6sung direkt auf eine Cyg-Festphase eluiert. Die Reinigung und Elution der
»polaren HAAS" erfolgt wie bei den ,,apolaren HAAS" mit verdinnter Ammoniakldsung und
methanolischem Ammoniak.

Um die bel der Detektion stérenden koeluierenden Matrixbestandteile zu entfernen,
fuhrten Gross und Griter einen weiteren Reinigungsschritt an einer TSK CM650 Festphase
durch. Diese von Gross und Griter beschriebene Methode stellt Ausgangspunkt und
Grundlage fur die meisten Aufarbeitungsmethoden zur HAA-Analytik dar.

Wie von einigen Autoren [121, 122] beschrieben, reicht eine vereinfachte
Aufarbeitung mittels Festphasenextraktion meist aus. Dabel werden die HAAS direkt von der
Propylsulfonsdure-Festphase eluiert und die so gewonnenen Eluate nicht mehr an einer C18-
Festphase gereinigt.

Nutt [89] beschrieb, dass die Isolierung der zuvor aus der Flissig-Flussig-Verteilung
gewonnenen HAAs aus Reaktionsaromen und erhitzten Lebensmitteln an Festphasen, im
krassen Gegensatz zu reinen Standards, kaum madglich war. Als Grund hierfr postulierte Nutt
die Bildung von lonenpaaren bzw. Komplexen der HAAs mit der stérenden Begleitmatrix, so
dass diese dann an den Festphasen der Kationenaustauscher nicht hinreichend reteniert
werden. Ahnliches konnte auch von Vollenbroker [46] bei der Isolierung von PhiP aus Bier
beobachtet werden. Ausgehend von den Untersuchungen von Manabe [41] konnte Nutt durch
Einstellen eines sauren pH-Wertes und Verwendung von Anionenaustauscherkartuschen die
von ihr postulierten Komplexe z.T. brechen und so aus Reaktionsaromen die
Wiederfindungsrate steigern.

Um die von Nutt postulierten Komplexe zu brechen, versuchte Vollenbroker, das
Problem dadurch zu lésen, dass er den aus der FlUssig-FlUssig-Verteilung gewonnenen
Dichlormethanextrakt auf Kieselgel auftrug, um anschlief3end die enthaltenen HAAS mit
methanolischer Salzsdure zu eluieren. Auf diese Weise konnte Vollenbroker in hocherhitzten
Proben und Reaktionsaromen eine Wiederfindung von etwa 35 % erreichen.

In unseren Untersuchungen werden 2 bis 3 g der Probe in ein verschraubbares
Zentrifugenglas eingewogen, mit internem Standard und 10 ml 1 N Salzsdaure versetzt und
dann mindestens 12 h Uber Nacht gertihrt. Die saure Suspension wird mit 2 ml Kalilauge
(14 N) auf einen pH > 12 eingestellt, 10 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert und durch
einen Faltenfilter auf die Extrelut-Phase (15 g) aufgegeben. Die Extrelut-Kartusche wird auf

eine zuvor konditionierte Kieselgelkartusche gesteckt und dreimal unter Nachspilen des



Zentrifugenglases mit 25 ml Dichlormethan extrahiert. Im Alkalischen werden die HAAs an
das Kieselgel gebunden. Die Extrelut-Kartusche wird verworfen. Anschlief3end wird die
Kieselgelkartusche dreima mit je 3 ml HPLC-reinem Dichlormethan gewaschen. Nach dem
Trockensaugen der Kieselgelkartusche wird mit 0,1 N methanolischer Salzsdure eluiert und
der methanolische Extrakt am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Abb. 14 gibt
die von uns angewandte Flussig-Flissig-Extraktion an Extrelut wieder. Der durch Extrelut
erzielbare Reinigungsschritt geht aus den Abb. 17 und 19 (Schritt 1) hervor.

- Rihrfisch

1. ¢ 6 - 2-3g Probe 4,
4 1 -100 pl IST \\!N \\/
-10 ml 1 N Salzsaure
- Auf Extrelut auftragen

- 3 x 25ml CH,Cl,

2. Vi - Zentrifugenglas - Waschen:
verschlieRen 3 x3 ml CH.Cl, yiss
- 12h riihren Eluieren:
- 3x3ml0,1lN Salzsaure
3.k -2 ml KOH, pH>12

- Zentrifugieren
4000 U/min; 10 min

_ B
"

Abb. 14 Aufarbeitungsschema Fliissig-Fl Ussig-Extraktion an Extrelut

24 Festphasenextraktion

Mit der Flissig-Flussig-Extraktion lassen sich die Extrakte schon sehr gut reinigen
(Abb. 16-19). Da die HAAs aber nur im Spurenbereich vorliegen, ist insbesondere fir
komplexe Matrizes eine weitere Aufarbeitung notwendig. In der Literatur wurden eine
Vielzahl von Aufarbeitungen mit Hilfe der Festphasenextraktion beschrieben.

Neben den bel der Methode von Gross und Griter beschriebenen Propylsulfonséure-
Ankergruppen, die als Kationenaustauscher fungieren, hat man auch ,Blue Cotton*,
bestehend aus Cellulose, Baumwolle oder Sephasorb, an die Trisulfo-Kupfer-Phthalocyanin
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kovalent gebunden ist, verwendet [143,144,145]. Durch die planare Strukur der HAAS
konnten diese hervorragend reteniert werden. Mit dieser Methode werden von Takahashi [83]
Wiederfindungsraten von bis zu 83 % erreicht. Der Nachtell dieses Verfahrens ist, dass
mehrfach mit ,,Blue Cotton® extrahiert werden muss und dass die M ethode sehr zeitaufwendig
ist.

Die planare Struktur der HAAs wurde ebenfalls fur eine Reinigung und Isolierung an
Aktivkohle bzw. Graphit genutzt [81,113].

Wir haben uns in unseren Untersuchungen fur die Aufarbeitung mit SCX-Kartuschen
(strong cationic exchange) entschieden. Bei den SCX-Kartuschen handelt es sich um eine
Benzylpropylsulfonsdurephase. Das Prinzip der Festphasenextraktion verlauft hier ahnlich
wie bei der von Gross und Griter verwendeten Propylsulfonsdure-Festphase auf Basis eines
Kationenaustauschers, ist aber aufgrund des Phenylrings lipophil modifiziert. Neben den
polaren HAAS lassen sich deshalb in einem Schritt zusétzlich die apolaren HAAs Harman,
Norharman und MeAaC isolieren. Ein grofRes Problem ist aber, dass im Fale von
Reaktionsaromen bei einer direkten Aufarbeitung an einer SCX-Kartusche haufig kaum noch
HAAs wieder zu finden sind. Schuirmann arbeitete seine Extrakte mit einer semipréparativen
HPLC an einem Polypropyl-Sulfonsdure-Kationenaustauscher auf und erreichte gute
Ergebnisse bel Modellansétzen und Fleischextrakten. Wie bereitsin 2.2.1 beschrieben, konnte
mit dieser Aufreinigungsmethode Nutt bel Reaktionsaromen jedoch nur Wiederfindungsraten
von maximal 10 % erreichen. Vollenbroker nutzte als weiteren Aufreinigungsschritt eine
Kieselgelphase unter Verwendung von methanolischer Salzsaure. Die Wiederfindungen der
HAAs erhohten sich deutlich auf 35 %, da offenbar die von Nutt postulierten Komplexe im
Sauren aufgebrochen werden. Anstatt wie bei Vollenbroker Kieselgel einzusetzen, haben wir
den Ruckstand aus der Flissig-Flissig-Extraktion in 12 ml heif3er Salzsaure aufgenommen
und nach dem Abkihlen auf eine zuvor konditionierte SCX-Kartusche gegeben. Die
Kartusche wird erst mit 30 ml 0,1 N Salzsdure und im folgenden Waschschritt dreimal mit
3 ml Wasser gewaschen. Eluiert wird 2mal mit je 3 ml methanolischem Ammoniak (50 + 2).
Der so gewonnene methanolische Extrakt wird im Spitzkolben am Rotationsverdampfer bis
zur Trockene eingeengt. Der trockene Ruckstand wird in Methanol aufgenommen und
anschlief3end mit einer K olbenhubpipette in ein Autosamplergléschen Uberfihrt.

Der so gewonnene Extrakt kann wahlweise mittels HPLC, GC-MS oder LC-MS
untersucht werden. Die Wiederfindung liegt je nach Matrix zwischen 50 und 75 Prozent.
Abb. 15 beschreibt die von uns durchgefiihrte Festphasen-Extraktion auf schematische Weise.
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Der durch die Festphasenextraktion erzielbare Reinigungsschritt geht aus den Abbildungen
16 bis 19 (Schritt 3) hervor.

Ein einzelner Reinigungsschritt ist bei gleichzeitig vorliegenden hocherhitzten
Matrixbestandteilen nicht moglich, zumal wahrend der Maillard-Reaktion eine Vielzahl an
Storsubstanzen in deutlich héheren Konzentrationen als die HAASs gebildet werden. Um eine
effiziente Reinigung und Konzentrierung der zu untersuchenden HAAs zu ermdglichen, muss
die Reihenfolge der Reinigungsschritte Extraktion, FUssig-Flussig-Vertellung und
Festphasenextraktion eingehalten werden. So wirde ein direktes Auftragen von 5 bis 10 g
hocherhitzter, z.T. fetthaltiger Probe auf die SCX-Kartusche zwangdaufig zu einer
Uberlastung der Festphase fuhren, da die Kapazitdt der Festphase fir eine derartige
Anwendung nicht ausreicht. Auch kénnten die von Nutt postulierten Komplexe vorher nicht

gebrochen werden, so dass die HAASs nicht wiedergefunden werden kénnen.

1. Ruckstand aus Flussig-Flissig-Verteilung
in 12 ml 0,1 N heif3er Salzséure aufnehmen

2. Salzsaureextrakt auf SCX-Kartusche auftragen

3. - Waschen : 30 ml 0,1 N Salzsé&ure; 3 x 3 ml Wasser
- Eluieren : 2 x 3 ml methanolischer Ammoniak

4. Zur Trockene eindampfen

5. Rlckstand in Methanol aufnehmen &

<> % *</ *</ i

Abb. 15 Aufarbeitungsschema Festphasen-Extraktion

Um die Effizienz der Aufarbeitungsschritte zu Uberprifen, haben wir verschieden hergestellte,
keine HAAs erhatende Reaktionsaromen mit dem in Lebensmitteln nicht vorkommenden
4,7,8-TriMelQx (80ng/g) dotiert und nach den von uns entwickelten Methoden aufgearbeitet
(s. Abb. 16-19). Die das TriMel Qx enthaltende Fraktion wurde mittels DAD analysiert. In den
Abbildungen 16 bis 19 ist die Effizienz der einzelnen hintereinander geschalteten
Reinigungsschritte dargestellt.
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Die Aufnahme des Chromatogramms bei einer feststehenden Wellenlénge kann, wie
aus den Abbildungen 16 bis 19 hervorgeht, zu Fehlinterpretationen fuhren, da selbst bei einer
geringen Anzahl an Storpesks eine Uberlagerung durch UV-aktive Storsubstanzen nicht
ausgeschlossen werden kann. Der DAD erlaubt die Aufnahme eines kontinuierlichen
Spektrums und ermdglicht somit deutlich mehr Informationen zum vorliegenden Peak.
So haben wir in den Chromatogrammen bel der Retentionszeit von 4,7,8-TriMel Qx das dabei
aufgenommene kontinuierliche Spektrum mit dem der Reinsubstanz von 4,7,8-TriMelQx
verglichen. Wie aus den Abbildungen 16 bis 19 hervorgeht, nimmt mit jedem
Reinigungsschritt sowohl die Zahl der Stérpeaks ab als auch die Reinheit von 4,7,8-TriMel Qx

ZUu.

Niedertemper atur -langzeiter hitztes Reaktionsaroma:

Schritt 1: Flussig-Flussig-Verteilung mit Dichlormethan (Kap. 2.3.1)

4,7,8-TriMelQx

Schritt 2: Flussig-Flissig-Verteilung mit Ammoniak (Kap. 2.3.1)

4,7,8-TriMelQx

Schritt 3: Festphasenextraktion an SCX (Kap.2.4)

4,7,8-TriMelQx

0 — spektrum — min TriMelQx ------- 50

Abb. 16 Reaktionsaroma L angzeit-Nieder temperatur: Xylose/Fleischextrakt 1: 1, aw =0,52, T=110°C,6 h
HPL C-Chromatogramm mit 4,7,8-TriMel Qx dotiert; Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01
m TEAP (pH 2,8) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B:

Start: 96 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min: 10 + 90; 50 min: 10 + 90; 55 min: 96 + 4; 70 min: 96 + 4;
Flussrate: 0,3 ml/min; Detektion DAD (265 nm)
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Schritt 1: Flussig-Flissig-Verteilung an Extrelut (Kap. 2.3.2)

4,7,8-TriMelQx

_J

Schritt 2: Festphasenextraktion an Kieselgel (Kap. 2.3.2)

~ 4,7,8-TriMelQx

A

Schritt 3: Festphasenextraktion an SCX (Kap.2.4)

4,7,8-TriMelQx

0 —— Spektum — min TriMelQx ------- S0

Abb. 17 Reaktionsar oma L angzeit-Niedertemper atur: Xylose/Fleischextrakt 1: 1, aw = 0,52, T =110°C,6 h
HPL C-Chromatogramm mit 4,7,8-TriMel Qx dotiert; Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01
m TEAP (pH 2,8) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B:

Start: 96 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min: 10 + 90; 50 min: 10 + 90; 55 min: 96 + 4; 70 min: 96 + 4; Flussrate:
0,3 ml/min; Detektion DAD (265 nm)

In den Abbildungen 16 und 17 wurde schrittweise die Effizienz der jeweiligen
Extraktion und der nachfolgenden Reinigungsschritte an einem niedertemperatur-
langzeiterhitzten, mit 4,7,8-TriMelQx dotierten Reaktionsaroma mit einem Zusatz von 1 g
Xylose pro g Feischextrakt untersucht. Der aw-Wert wurde auf 0,52 eingestellt. Die
Erhitzungstemperatur betrug 110 °C bei einer Erhitzungsdauer von 6 Stunden. Wie aus den
Abbildungen 16 und 17 hervorgeht sind beide, jeweils aus mehreren aufeinanderfol genden
Reinigungsschritten bestehenden Methoden geeignet, die Extrakte aus dem von uns

hergestellten niedertemperatur-langzeiterhitzten Reaktionsaroma wirkungsvoll zu reinigen.
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Hochtemper atur-kur zzeiter hitztes Reaktionsar oma:

In den Abbildungen 18 und 19 wurde wiederum schrittweise die Effizienz der
jeweiligen Extraktions- und Reinigungsmethoden an einem hochtemperatur-kurzzeiterhitzten,
ebenfalls mit TriMelQx dotierten Reaktionsaroma mit einem Zusatz von 1 g Xylose pro g

Fleischextrakt untersucht.

Schritt 1: Flussig-Flussig-Verteilung mit Dichlormethan (Kap. 2.3.1)

220 nm 400

M

—— Spektum —— min- TriMelQx ------- 50

0

Abb. 18 Reaktionsaroma Kurzzeit-Hochtemperatur: Xylose/Fleischextrakt 1: 1, aw =0,52, T =150 °C, 1 h

HPL C-Chromatogramm mit 4,7,8-TriMel Qx dotiert; Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01
m TEAP (pH 2,8) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B:

Start: 96 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min: 10 + 90; 50 min: 10 + 90; 55 min: 96 + 4; 70 min: 96 + 4; Fussrate:
0,3 ml/min; Detektion DAD (265 nm)

Der aw-Wert wurde auf 0,52 eingestellt. Die Erhitzungstemperatur betrug 150 °C bei einer
Erhitzungsdauer von 1 Stunde. Wie aus den Abb. 18 und 19 hervorgeht, sind beide M ethoden
geeignet, die Extrakte aus dem von uns hergestellten hochtemperatur-kurzzeiterhitzten

Reaktionsaroma wirkungsvoll zu reinigen.
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Schritt 1: Flussig-Flussig-Verteilung an Extrelut (Kap. 2.3.2)

4,7,8-TriMelQx

400

AR

_

Schritt 2: Festphasenextraktion an Kieselgel (Kap. 2.3.2)

4,7,8-TriMelQx

,
.
\ H
"/ \ n

Schritt 3: Festphasenextraktion an SCX (Kap.2.4)

4,7,8-TriMelQx

220 nm 400

0 —— spektrum —— mn e TriMelQx ------- 50

Abb. 19 Reaktionsaroma Kurzzeit-Hochtemperatur: Xylose/Fleischextrakt 1: 1, aw =0,52, T =150 °C, 1 h

HPL C-Chromatogramm mit 4,7,8-TriMel Qx dotiert; Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01
m TEAP (pH 2,8) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B:

Start: 96 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min: 10 + 90; 50 min: 10 + 90; 55 min: 96 + 4; 70 min: 96 + 4; Fussrate:
0,3 ml/min; Detektion DAD (265 nm)

Modellsysteme:

Schuirmann beobachtete einen exponentiellen Anstieg der HAA-Bildung in
wasserarmen Modellsystemen aus Glucose, Glycin und Kreatinin bis 150 °C [43], wahrend
andere Arbeitsgruppen den Einfluss der Temperatur auf die HAA-Bildung auch Uber 150 °C
untersuchten (Kap. 3.1, Tabelle 8) und dabei feststellten, dass die HAA-Bildung bel htheren
Temperaturen innerhalb kurzer Zeit ein Maximum erreicht. Ausgehend von den
Modellsystemen von Schuirmann wollen wir den Einfluss der Temperatur, auch tber 150 °C,
auf die HAA-Bildung bel Verwendung von Xylose untersuchen und mit dem Einfluss der

Glucose auf die HAA-Bildung vergleichen. Dabei war zu beobachten, dass mit steigender
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Temperatur die Anzahl der Stérpeaks zunimmt. Aus Abbildung 20 wird ersichtlich, dass uns
die beschriebenen Aufarbeitungsmethoden es ermoglichen, reine Extrakte selbst fir
wasserarme Modellsysteme, die einer Temperatur von 200 °C ausgesetzt wurden, zu
gewinnen.

Die genaue Zusammensetzung und die verwendeten Reaktionsbedingungen der in der
Abbildung 20 untersuchten Modellsysteme wird in Kapitel 3.2.2 beschrieben.

Bel beiden Extraktionsmethoden lag die Wiederfindungsrate der von uns untersuchten
HAAs, in Abhangigkeit von der Matrix, mal3geblich in Abhangigkeit von der
Erhitzungstemperatur (Abb. 20), zwischen 35 bis 80 %. Zum Vergleich: Bel der Verwendung
von HAA-Standardlosung (Kap. 7.1) lag die Wiederfindungsrate der HAAs zwischen 60 und
80 %.

IST

Glucose 120 °C

Glucose 200 °C

IST

Xylose 120 °C

1 3
2

IST

Xylose 200 °C

0 min 55

Abb. 20 Modellsysteme, red. Zucker : Glycin : Kreatinin in den Molmengenverhéltnissen 0,5: 1: 1 auf
Avicel; aw = 0,75, Erhitzungstemperaturen: 120 und 200 °C, Erhitzungsdauer 1 Stunde

HPL C-Chromatogramm: MelQx (1), 7,8-DiMelQx (2), 4,8-DiMelQx (3), 4,7,8-TriMelQx (IST), Supersphere
RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m Ammoniumformiat (pH 3,2) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m
Ammoniumformiat (pH 3,2) 50 + 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B : Start: 90 + 10; 30 min: 45 + 55; 40 min:
0 + 100; 55 min: 0 + 100; 60 min: 90 + 10; 80 min: 90 + 10; Flussrate: 0,3 ml/min; UV-Detektion (DAD):
265 nm
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2.5 Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)

2.5.1. Auswahl des Sdulenmaterials und der Flief3mittel

Die meisten Untersuchungen der HAAs erfolgten mittels der HPLC, so dass diese als
etabliert angesehen werden kann. Der Vortell gegentber der GC ist, dass sich ale HAAS,
sowohl polare als auch apolare HAAS, problemlos trennen lassen. Bei den HAAS handelt es
sich um basische Aromaten, deren Polaritédt stark vom pH-Wert abhangt (Kap. 2.1, 2.3). Als
stationdre Phasen finden bevorzugt Reversed Phase-Materidien (RP), selten
Kationenaustauscher Anwendung. Wir haben uns deshab fur den Einsatz von RP as
stationére Phase entschieden.

Bis auf Harman und Norharman besitzen die von uns untersuchten HAAs ene
exocyclische Aminogruppe, die mit freien OH-Gruppen der RP-Phase Uber
Wasserstoffbriickenbindung eine Wechselwirkung eingehen kann, so dass deshalb eine starke
Bandenverbreiterung und unsymmetrischen Peaks die Folge sind. Dieses wirde zu einer
erhebliche EinbuRe der Trennleistung und Empfindlichkeit fahren, was in den von uns
untersuchten Konzentrationsbereichen innerhalb der vorliegenden komplexen Matrices dazu
fuhren wurden, dass die HAAS nicht mehr detektierbar sind. Um dieses zu vermeiden, werden
verschiedene Strategien angewandt.

Die noch freien OH-Gruppen der RP-Phase werden durch chemische Modifizierung
(Endcapping) passiviert, so dass nur noch eine geringe Restaktivitét vorliegt. Eine sterische
Abschirmung der OH-Gruppen kann mit Hilfe von Isopropylseitenketten erzielt werden. Als
sehr effektiv hat sich der Einsatz eines ,Modifiers* bewéhrt. Hierbei wird ein Amin im
Uberschuss zur mobilen Phase gegeben, welches dann die freien OH-Gruppen der RP-Phase
belegt. Wahlweise kann man hierfir Triethylamin, Ammoniumacetat oder Ammoniumformiat
einsetzen. Bel der Verwendung von Triethylamin l&ésst sich mit Phosphorsdure der
gewlnschte pH-Wert einstellen, so dass man einen Puffer erhédlt. Bei der Verwendung von
Ammoniumacetat erfolgt die Einstellung des pH-Wertes mit Essigsdure und bel
Ammoniumformiat mit Ameisensaure als korrespondierende Saure. Liegt der pH-Wert unter
3,5, werden die freien OH-Gruppen vollstandig protoniert, was zu einer Erhdhung der
Peaksymmetrie fuhrt.

Da die Polaritédt der von uns untersuchten HAAs zum z.T. sehr unterschiedlich ist
(Kap 2.4 Abb. 13), ist eine isokratische Trennung unmdglich. Stattdessen erfolgte die
Trennung durch Gradientenelution unter Verwendung eines polaren organischen
Losungsmittels. Neben Methanol hat sich dabei besonders Acetonitril bewdahrt. In unseren
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Untersuchungen standen uns RP-select b, RP-18e und Phenylphasen zur Verfigung. Im Zuge
der stetigen Entwicklung effizienter stationdrer Phasen sollen pentafluorierte Phenylphasen,
die routinemaldig in der Drogenanaytik zur Trennung von aromatischen Aminen eingesetzt
werden, nicht unerwahnt bleiben. Zum einen liegt hier ein aromatisches, planares System vor,
welches die planaren HAAS hervorragend reteniert. Des Weiteren werden im Vergleich zu
Phenylphasen die Wasserstoffatome durch Fluoratome ausgetauscht, so dass das freie
Elektronenpaar des Stickstoffs nicht mehr mit dem Wasserstoff Wasserstoffbriicken-
bindungen eingehen kann. Beide Ursachen fihren zu einer hohen Peaksymmetrie und somit
zu einer verbesserten Trennleistung und Empfindlichkeit.

Bereits Schuirmann [43] verwendete eine LiChrospher 60 RP select b-Saule
(250 x 4 mm, Korngrof3e 5 um) in Verbindung mit einem Triethylammoniumphosphat-Puffer
(TEAP), der auf einen pH-Wert von 3 eingestellt wurde, als mobile Phase. Um die
Trennleistung zu optimieren, nutzte er eine Gradientenelution mit Acetonitril und erzielte
damit gute Trennleistungen (Abb. 21). In unseren Untersuchungen wurde hingegen neben den
von Schuirmann untersuchten HAAs auch 1Qx, Harman, Norharman und MeAaC untersucht,
was dazu fihrte, dass mit der von Schuirmann entwickelten Methode sowohl 1Qx von 1Q als
auch Norharman von 4,8-DiMel Qx nicht ausreichend getrennt wurden. Um eine Trennung zu
ermoglichen, wurde der von Schuirmann entwickelte Lauf modifiziert. Durch eine
geringfuigige Erhdhung des pH-Wertes auf 3,1 und durch die Verwendung eines steileren
Gradienten war es uns maoglich, alle 11 HAAs problemlos mit derselben Sdule und derselben
stationdren Phase zu trennen (Abb. 22).

Um eine weitere Absicherung der Ergebnisse zu ermdglichen, kann die Polaritét der zu
untersuchenden HAAs Uber den pH-Wert variiert werden. Des Weiteren verschiebt sich das
Absorptionsmaximum der HAAs mit dem pH-Wert, so dass neben einer zweiten
Retentionszeit die Wellenlangenverschiebung zur Absicherung der Ergebnisse herangezogen
werden kann (Kap. 2.5.2).

Vollenbroker [46] entwickelte aus diesem Grunde einen weiteren HPLC-Lauf bel einem
pH-Wert von 7 (Abb. 23). Dabel éndert sich die Polaritdt der HAAs derart, dass sich die
Reihenfolge, mit der sie von der stationaren Phase eluiert werden, im Vergleich zum pH-Wert
von 3 (Abb. 21), verandert. Der entscheidende Nachteil dieser Methode ist aber, dass die
HAAs 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx nicht getrennt werden. Da sich unsere
Untersuchungen auch eingehender mit der Bildung von 7,8-DiMelQx neben 4,8-DiMel Qx
beschéftigten, war eine Optimierung des von Vollenbroker entwickelten HPLC-Laufs

zwingend notwendig.
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Abb. 21 HPLC-Chromatogramm von 1Q (1), MelQ (2), MelQx (3), 7,8-DiMelQx (4), 4,8 DiMelQx (5), 4,7,8-
TriMelQx (6) und PhIP (7);

LiChrospher 60 RP-select b (5 um) 250 x 4 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 3,0); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m
TEAP (pH 3,0) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 90 + 10; 20 min: 50 + 50; 25 min 10 + 90; 27 —
40 min: 90 + 10; Flussrate: 1 ml/min; UV -Detektion: 265 nm

Absorption 265 nm
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Abb. 22 HPLC-Chromatogramm von 1Q (1), 1Qx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMelQx
(6), Norharman (7), 4,7,8-TriMel Qx (8), Harman (9), PhlP (10) und MeAo.C (11).

LiChrospher 60 RP-select b (5 um) 250 x 4 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 3,1); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m
TEAP (pH 3,1) 50 / 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 90 + 10; 20 min: 10 + 90; 25 min: 10 + 90;
27 min: 90 + 10; 40 min: 90 + 10 Flussrate: 1 ml/min; UV-Detektion: 265 nm
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Abb. 23 HPLC-Chromatogramm von 1Q (1), MelQ (2), MelQx (3), 7,8-DiMelQx (4), 4,8-DiMel Qx (5), 4,7,8-
TriMelQx (6) und PhIP (7).

Zorbax SP-Phenyl (5 um) 250 x 4 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 7); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 7)
50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start 70 + 30, 12 min: 70 + 30; 33 min: 0 + 100; 43 min: 0 + 100;
45 min: 70 + 30, 55 min: 70 + 30; Flussrate: 1 ml/min; UV-Detektion: 273 nm

273 nm

Absorption

14 Minuten 22

Abb. 24 HPLC-Chromatogramm von 1Qx (1), MelQx (2), 7,8 DiMelQx (3), 4,8-DiMelQx (4) und 4,7,8-
TriMelQx (5).

LiChrospher 60 RP-select b; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 7); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 7) 50 / 50
(v/v); Gradient, Teile A + Teile B : Start: 90 + 10, 25 min: 10 + 90; 30: min 10 + 90; 35 min: 90 + 10; 48 min:
10 + 90; Flussrate: 1 ml/min; UV-Detektion: 273 nm
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Vollenbroker verwendete eine Saule, die mit Zorbax SP-Phenyl als stationére Phase
befullt war, wahrend wir a's stationdre Phase LiChrosphere 60 RP select b verwendeten. Des
Weiteren wurden von uns die Trennbedingungen so gewahlt, dass wir mit dem Start der
Gradientenelution bei niedrigeren Acetonitrilgehalten as Vollenbroker begonnen haben und
der Gradient steiler verlief. Wie aus der Abb. 24 hervorgeht, kann durch die beschriebene
Modifizierung der Trennbedingungen eine gute Trennung von 7,8-DiMelQx und 4,8-
DiMelQx erzielt werden. Mit der Trennung beider HAAS bei einem pH-Wert von 7 war somit
eine Absicherung der Ergebnisse durch einen zweiten HPLC-Lauf mdglich.

In den letzten Jahren haben sich die Saulendurchmesser und die PartikelgroRe der
stationdgren Phasen in der HPLC verkleinert, so dass bel ener gleichzeitig erhohten
Trennleistung Uber die vergroRRerte Oberflache die Flussrate vermindert und damit auch der
L 6sungsmittel verbrauch deutlich reduziert werden kann.

Als Trennsdule verwendeten wir eine Narrowborsdule mit 2 mm Durchmesser und
einer Lange von 250 mm sowie a's stationare Phase Supersphere RP-select b einer Korngroéfie
von 4 um. Durch die kleinere Kornung im Vergleich zu der vorher verwendeten Kérnung von
5 um liegt eine grofRere Oberflache vor, so dass sowohl die Trennleistung as auch die
Peaksymmetrie zunimmt, was auch zu einer Steigerung der Empfindlichkeit fuhrt. Durch
Flussraten von 0,2 ml/min konnten wir den L 6sungsmittelverbrauch um 80 % reduzieren.

Von Nachteil war aber, dass der HPLC-Lauf bei Flussraten von 0,2 ml/min mit der von
uns verwendeten HPLC-Anlage deutlich stéranfélliger war als bei einer Flussrate von
1 ml/min, unter Verwendung der herkémmlichen Sdulendurchmesser, wodurch sich 1Q und
IQx nicht optimal trennen lief3en (Abb. 25).

Es war somit naheliegend, Saulen mit einem Durchmesser von 3 mm zu verwenden,
um sowohl den Lésungsmittelverbrauch zu reduzieren as auch die Trennleistung zu
optimieren. Alle von uns untersuchten 11 HAAs lief3en sich mit einer mit Supersphere RP-
select b (4 um) gefillten 250 mm langen Saule von 3 mm Durchmesser sowohl bei einem
pH-Wert von 2,8 (Abb. 26) as auch von 7 (Abb.27) problemlos trennen.
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Abb. 25 HPL C-Chromatogramm von 1Q (1), 1Qx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMel Qx (6),
Norharman (7), 4,7,8-TriMelQx (8), Harman (9), PhIP (10) und MeAo.C (11).

Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 2 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 3,1) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP
(pH 3,1) 50 / 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 90 + 10; 20 min: 10 + 90; 35 min: 10 + 90; 37 min:
90 + 10; 50 min: 90 + 10; Flussrate: 0,2 mi/min; UV-Detektion (DAD): 265 nm

Absorption (265 nm)
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Abb. 26 HPLC-Chromatogramm von 1Q (1), 1Qx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMelQx
(6), Norharman (7), 4,7,8-TriMelQx (8), Harman (9), PhIP (10) und MeAo.C (11).
Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 2,8); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP
(pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 96 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min 10 + 90; 50 min: 10 +
90; 55 min: 96 + 4; 70 min: 96 + 4; Flussrate: 0,3 ml/min; UV-Detektion: 265 nm
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Abb. 27 HPLC-Chromatogramm von 1Q (1), 1Qx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMelQx
(6), Norharman (7), 4,7,8-TriMel Qx (8), Harman (9), PhlP (10) und MeAo.C (11).

Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 7,0); Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP
(pH 7,0) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 80 + 20; 20 min: 0 + 100; 50 min 0 + 100; 55 min: 80
+ 20; 75 min: 80 + 20; Flussrate: 0,3 ml/min; UV-Detektion: 265 nm

Es konnte beobachtet werden, dass bei der Verwendung von TEAP as Puffer die
Peaksymmetrie mit steigender Anzahl der HPL C-L&ufe abnahm [43, 89]. Diese Beobachtung
konnte auch von uns bestétigt werden. Als Folge musste die Saule nach 30 bis 50 HPLC-
Laufen konditioniert werden, was bei den niedrigen Flussraten sehr zeitaufwendig war. Mit
einem von uns an Stelle des TEAP-Puffers eingesetzten Ammoniumformiatpuffer blieb die
Trennleistung der Saule einen langeren Zeitraum (mindestens 1 Jahr) erhalten. Ein weliterer
Vorteil des Ammoniumformiatpuffers gegeniiber dem TEAP-Puffer war seine nahezu

unbegrenzte Lagerstabilitat.

2.5.2 Detektion

2.5.2.1 Photodiodenarray-Detektor (DAD)

UV-Vis Detektoren finden in der HAA-Analytik praktisch keine Anwendung mehr
und sind fast vollsténdig durch den Einsatz von DADs verdréangt worden. Ein entscheidender
Nachteil der UV-Vis-Detektoren ist, dass die Detektion nur bel einer konstanten Wellenlénge
erfolgt. Fir die routineméllige Analytik von Verbindungen mit einem hohen molaren
Extinktionskoeffizienten im Konzentrationsbereich von wenigen pg/g bis mg/g liefert der
UV-Vis Detektor auch meist zufriedenstellende Ergebnisse.
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Abb. 28 UV-Absorptionsspektren verschiedener HAAS

Die von uns untersuchten HAAS liegen aber nur im Konzentrationsbereich von wenigen pg
bisng/g in einer komplexen Matrix vor (Kap. 1.4, Tabelle 3). Stérpeaks kdnnen so nicht von
HAAs unterschieden werden, was zwangslaufig zu Fehlinterpretationen fuhrt. Der DAD

ermoglicht eine Lichtabsorptionsmessung in einem definierten Wellenlangenbereich. Neben

50



der Retentionszeit kann somit das UV-Spektrum zur Absicherung der Ergebnisse
herangezogen werden, was zu einer Erhohung der Zuverlassigkeit der Ergebnisse fuhrt (Kap.
2.4, Abb. 16 - 19, UV-Spektrum von 4,7,8-TriMelQx). Wie aus Abbildung 28 hervorgeht,
haben die von uns untersuchten HAAs charakteristische UV-Spektren, die vom pH-Wert
abhangen. Wahrend die Chinoline 1Q und MelQ sowohl bei einem pH-Wert von 3 als auch
von 7 ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 265 nm haben, liegt das
Absorptionsmaximum der Chinoxaline bei einem pH-Wert von 3 bel 265 nm und bei einem
pH-Wert von 7 bei 273 nm. Eine Abhangigkeit des UV-Spektrums vom pH-Wert ist auch bei

Harman, Norharman, PhlP und MeAaC zu beobachten.

2.5.2.2 Elektrochemischer Detektor

Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse kann ein elektrochemischer Detektor
verwendet werden. Er besticht durch eine hohe Selektivitdt und Empfindlichkeit. Das
Potential kann im Bereich von - 1,2 bis + 1,4 V variiert werden; unterhalb dieses Intervalls
erfolgt eine Zersetzung des Wassers und oberhalb des Intervalls eine Oxidation des gelOsten
Sauerstoffs. Durch das Anlegen einer entsprechenden Spannung kénnen die HAAS, die eine
exocyclische Aminogruppe enthalten, oxidiert werden. Demzufolge ist die Oxidation aller
von uns untersuchten HAAS bis auf Harman und Norharman (Kap. 1.2) im Prinzip moglich.
Beim Messprinzip kann in amperometrische und coulometrische Detektion unterschieden
werden. Bei der amperometrischen Detektion erfolgt ein Stoffumsatz im Bereich von 10 %,
wahrend er bel der coulometrischen Detektion bis zu 100 % betragen kann, da die Umsetzung
an einer vergrofRerten Elektrodenoberflache aus pordsem Graphit erfolgt. Daraus ergibt sich
aber keine zehnfache Empfindlichkeit gegentiber der amperometrischen Detektion, da bei der
coulometrische Detektion auch das Untergrundsignal verstérkt wird. Ein entscheidender
Vorteil der coulometrischen Detektion ist aber, dass hier die oxidierten HAAS in einer
zweiten Zelle wieder reduziert werden konnen, wahrend die meisten bereits oxidierten
Stdrsubstanzen nicht mehr reduziert werden. Erst durch die Peakflachenverhaltnisse der durch
die Oxidation und Reduktion gewonnenen Chromatogramme kann eine Absicherung erfolgen,
ob es sich tatsichlich um die gesuchte Verbindung handelt. Um die Empfindlichkeit zu
steigern, ist das Vorschalten einer Zelle, deren Potential so eingestellt wird, dass nur die die
Storsubstanzen und nicht die HAAs oxidiert werden, sinnvoll. Durch die vergrof3erte
Oberflache der Messelektrode ergibt sich bel der coulometrischen Detektion ein erheblicher
Vordruck, der ein Vorschalten eines DAD unmaéglich macht, da sonst die DAD-Zelle durch

den Druck zerstort wirde. Ein Nachschalten des DADSs hinter eine coulometrische Messzelle
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ist unglnstig, da durch eine Bandenverbreiterung die Empfindlichkeit beeintrachtigt wird. Um
eine parallele Detektion der HAAs mit dem DAD und mit dem elektrochemischen Detektor
zu ermdglichen, haben wir uns fir die amperometrische Detektion entschieden. Die aleinige
Detektion der HAAs mit einem ELCD bietet, anders as bei einem DAD, (Kap. 2.5.2.1) nicht
die Moglichkeit, abzuschétzen, ob es sich bel dem vorliegenden Peak tatsachlich um die
vermutete Verbindung handelt.

Das elektrochemische Potential, welches fir die Oxidation der HAASs benétigt wird,
ist vom pH-Wert abhangig. Bei einem pH-Wert von 3 erfolgt die Oxidation bei 1,05 V,
wahrend sie bei einem pH-Wert von 7 bei einem Potential von 0,75 V efolgt, was zur
weiteren Absicherung genutzt werden kann.

Bereits Schuirmann [43] und Nutt [89] setzten elektrochemische Detektoren in ihren
Untersuchungen zu den HAAs ein. Da bei beiden die Trennung der HAAs durch
Gradientenelution erfolgte, war ein z.T. starkes Driften der Basidinie zu beobachten. In
unseren Untersuchungen wurden anders as bei Schuirmann nicht nur 7 HAAS getrennt
sondern 11, so dass die Gradientenelution zur besseren Trennleistung steiler verlaufen musste.
Demzufolge ergab sich in unseren Untersuchungen ein noch stérkeres Driften der Basislinie,
was die Auswertung erschwerte. Des Weiteren kénnen, wie bereits erwdhnt, Harman und
Norharman nicht elektrochemisch detektiert werden. Diese beiden Verbindungen konnten
aber in z.T. erheblichen Mengen in Rindfleischextrakt und Reaktionsaromen nachgewiesen
werden (Kap. 1.4, Tabelle 3). Auch standen uns am Ende unserer Untersuchungen eine
verlassiche GC- [123] und LC-MS-Methode zur Verfigung, so dass die Absicherung der
Ergebnisse durch die wesentlich aussagekraftigeren Massenspektren (Mutter- und
Tochterionen) erfolgen konnte.

2.5.2.3 Fluor eszenzdetektor

Als weitere Moglichkeit der Detektion bietet sich fur Harman, Norharman, PhiP und
MeAaC die Fluoreszenz an. Uber die delokalisierten n-Elektronensysteme der HAAs wird
Lichtenergie absorbiert. Typisch fir diese starren Strukturen ist das Phanomen der
Fluoreszenz, wo die Energie in Form von Licht niedrigerer Energie a's die durch Absorption
aufgenommene Energie wieder abgegeben wird. Bei den Chinolinen und Chinoxalinen ist
eine Fluoreszenzmessung bei der HPLC nicht moglich, da das Absorptionsspektrum und das
Emissionsspektrum zu eng zusammen liegen [89]. Ein erheblicher Vorteil ist jedoch die hohe
Selektivitat und Empfindlichkeit.
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In komplexer Matrix ist Fluoreszenzl 6schung nicht auszuschlief3en; weiterhinist in der
Spurenanalytik bei dem derzeitigen Stand der Technik eine Wiederfindung von 100 %
utopisch. Aus den oben genannten Grinden ist somit eine quantitative Bestimmung der
Analyten Uber die Verwendung des internen Standards 4,7,8-TriMelQx nicht mdglich. Die
Gehalte der gesuchten Verbindung missen daher Uber eine wesentlich ungenauere externe
Kaibrierung ermittelt werden. Alternativ kann die Genauigkeit der quantitativen Bestimmung
Uber das zeitaufwendige Standardadditionsverfahren gesteigert werden. Die Identifizierung
der HAAs kann aber in den meisten Féllen einfach tiber die Peakflachenverhaltnisse aus DAD
und Fluoreszenzdetektion abgesichert werden.

Bei der fluorimetrischen Detektion der genannten, fluoreszenzaktiven HAAS erfolgt
die Anregung bei einer Wellenlange von 333 nm und die Emission bel einer Wellenlange von
388 nm. Im Vergleich zum DAD ist die Empfindlichkeit bei PhIP etwa um drei
Zehnerpotenzen und for Harman, Norharman und MeAaC um bis zu 2 Zehnerpotenzen
grof3er.

Zusammenfassend werden die beschriebenen Detektionsmethoden in den Abbildungen

29 und 30 dargestellt.
Bel einem pH-Wert von 2,8 (Abb. 29) kbénnen alle 11 HAAs mit dem DAD quantitativ
bestimmt und Uber das UV-Spektrum identifiziert werden (Kap. 2.5.2.1, Abb. 28). Zu
beriicksichtigen ist, dass das in Abbildung 29 dargestellte Chromatogramm bel einer
konstanten Wellenlange von 265 nm, also im Absorptionsmaximum der Chinoline und
Chinoxaline, aufgenommen wurde.

Bei der elektrochemischen Detektion ist durch das Driften der Basidinie ene
empfindliche Detektion nur bei MeAoC, 1QX, 1Q, MelQx und MelQx mdglich. Da bei der
el ektrochemischen Detektion vom internen Standard 4,7,8-TriMelQx nur ein sehr schwaches
Signal ausgeht, ist hier eine quantitative Bestimmung der HAAs mit Hilfe des ELCD mit
grofRen Fehlern behaftet, zumal der interne Standard sich bezliglich des Responsefaktors
nahezu identisch verhalten sollte wie die zu quantifizierenden Verbindungen. Eine
guantitative Bestimmung mit Hilfe des ELCDs wére also nur bel einer isokratischen
Trennung mdglich, die aber aufgrund der Trennanspriiche, die in unseren Untersuchungen
gestellt werden, nicht zu realisieren ist. Wie zu erwarten, sind keine Signale von Harman und
Norharman zu beobachten.
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Abb. 29 Gegenlberstellung verschiedener Detektionsmethoden bei der HPLC-Trennung von HAAS bel
pH 2,8: 1Q (1), IQx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMelQx (6), Norharman (7), 4,7,8-
TriMelQx (8), Harman (9), PhIP (10) und MeAo.C (11). Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A:
0,01 m TEAP (pH 2,8) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP (pH 3,2) 50/ 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B:

Start: 90 + 4; 30 min: 50 + 50; 40 min 10 + 90; 50 min: 10 + 90; 55 min 96 + 4; 70 min 96 + 4 Flussrate: 0,3
ml/min
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Abb. 30 Gegenlberstellung verschiedener Detektionsmethoden bei der HPLC-Trennung von HAAS bel
pH 7,0: 1Q (1), IQx (2), MelQ (3), MelQx (4), 7,8 DiMelQx (5), 4,8-DiMelQx (6), Norharman (7), 4,7,8-
TriMel Qx (8), Harman (9), PhIP (10) und MeAoaC (11).

Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m TEAP (pH 7,0) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m TEAP
(pH 7,0) 50 / 50 (v/v); Gradient, Teile A + Teile B: Start: 80 + 20; 20 min: 0 + 100; 50 min: 0 + 100; 55 min:
80 + 20; 75 min: 80 + 20; Flussrate: 0,3 ml/min
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Die Fluoreszenzdetektion stellt insbesondere fur PhIP eine sehr empfindliche
Detektionsmethode dar, wahrend bei der selben Verbindung im ELCD nur ein sehr schwaches
Signal zu beobachten ist. Diese Methode ist auch sehr gut geeignet fur die Detektion von
MeAaC, Harman, eingeschrankt auch fir Norharman.

Die quantitative Bestimmung erfolgt in unseren Untersuchungen Uber den DAD.
Hierbei muss aber berticksichtigt werden, dass die Extrakte ausreichend rein sein missen, da
sonst die Nachweisgrenze (Kap. 2.1, Tabelle 6) moglicherweise hoher ist as die Gehalte an
HAASs in der zu untersuchenden Probe. In Tabelle 7 wird das Detektionslimit (absolut) der
HAAs aufgefuhrt. Definitionsgemald handelt es sich hierbei um das dreifache Signal-
Rauschverhdltnis bei der Verwendung eines Standards. Mit Hilfe der Tabelle 7 l1&sst sich
ermitteln, wie viel Probe mindestens eingewogen werden muss, um eine Detektion der HAAS

zu ermdglichen, und wie viel interner Standard dabel bendtigt wird.

Tabelle 7 Detektionslimit (absolut) der HAAs mit dem DAD; pH 2,8

HAA Detektionslimit [ng] Wellenlange
1Q 0,2 265
MelQ 0,2 265
Igx 0,2 265
Mel Qx 0,2 265
7,8-DiMel Qx 0,2 265
4,8-DiMel Qx 0,2 265
4,7,8-TriMel Qx 0.2 265
Harman 0,3 250
Norharman 0,3 250
PhIP 1,2 315
MeAoC 0,4 357

Auch bei einem pH-Wert von 7,0 (Abb. 30) konnen alle 11 HAAs (IQ und
4,8-DiMelQx durch Féllung des Lotes) mit dem DAD quantitativ bestimmt und Uber das UV -
Spektrum identifiziert werden (Kap. 2.5.2.1, Abb. 28). Die Trennleistung bel einem pH-Wert
von 7 ist aber der Trennleistung bei einem pH-Wert von 2,8 unterlegen, da die Peaks der
HAAs 1Q und 4,8-DiMelQx nicht vollstandig aufgelost werden. Sie lassen sich  jedoch
problemlos bel unterschiedlichen Wellenlangen von 273 nm und 265 nm voneinander
unterscheiden, da beide Verbindungen bei einem pH-Wert von 7 ein unterschiedliches
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Absorptionsmaximum haben. So liegt bei einem pH-Wert von 7 das Absorptionsmaximum
der Chinoline bei 265 nm, wéahrend das Absorptionsmaximum der Chinoxaline bei 273 nm
liegt. Neben einer Verschiebung der Retentionszeit wird zudem das Absorptionsmaximum,
bis auf das von 1Q und MelQ, verschoben, was zur einer weiteren Absicherung der
Ergebnisse fuhrt.

Zur weiteren Absicherung der durch den DAD gewonnenen Ergebnisse stellt die
Fluoreszenzdetektion bel einem pH-Wert von 7 eine Erganzung fur den Nachweis von PhiIP,

MeAaC, Harman und Norharman dar.

2.6 Gaschromatographie

Mit der von Frandrup-Kuhr [123] entwickelten GC-Methode zur Trennung von HAAS
stand uns zur Absicherung der aus der HPLC gewonnenen Ergebnisse eine weitere Methode
zur Verfuigung (Abb. 31). Da die Trennung der von uns untersuchten HAAs bel der GC
vorwiegend Uber den Siedepunkt und nicht wie bei der HPLC vorwiegend Uber die Polaritét
verlauft, handelt es sich hier nicht nur um eine Alternative, sondern um ein vollig anderes
physikalisches Trennprinzip. Wie bereits erwahnt, gestaltet sich die Trennung der polaren
HAAs mit der Kapillar-GC auf3erst schwierig, da diese zu einer Bandenverbreiterung neigen,
wodurch die Empfindlichkeit erheblich beeintréchtigt wird. Somit war es fir Frandrup-Kuhr
entscheidend, ein geeignetes Derivatisierungsmittel fur die polaren HAAS zu finden. Hierfur
hat sich, aus der Aminosaureanaytik abgeleitet, eine 1 %ige Losung aus tert-
Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) in N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)-
trifluoracetamid (MTBSTFA) bewéhrt. Ein entscheidender Vortell besteht darin, dass im
SIM-Modus unerwiinschte Stérsubstanzen quas ,, ausgeblendet® werden konnen. Eine hohe
Empfindlichkeit von nur wenigen ng/g ist mit dieser Methode auch in komplexer Matrix wie
Reaktionsaromen zu realisieren (Abb. 31).
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Abb. 31 GC-MS-Chromatogramm von 1Qx (1), MelQx (2), 7,8-DiMelQx (3), 4,8-DiMelQx (4), 4,7,8-
TriMelQx (5), PhIP (6) nach Derivatisierung mit TBDM SCI.

Kapillar-Saule J&W DB-1, 60,0 m x 0,25 mm, 0,25 um; Positive Chemische lonisation: Cl-Gas: Ammoniak 3,8
W, 0,9 ml/min Direkteinlass, SIM-Modus (jeweils [M + H]"); Inlet: Pulsed Splitless, 300 °C; Initial Temp: 180
°C; min: 5,235 °C; min: 6, 270 °C; min: 16, 300 °C; min: 41, 320 °C; min: 66, 340 °C

2.7 Hochdruckflissigkeitschromatographie - M assenspektrometrie

(LC-MS)

In den letzten Jahren hélt die LC-MS zunehmend Einzug in die Analytik der HAAs
[91, 95 - 106]. Die massenspektrometrische Detektion hat eine hohe Selektivitdt und
Empfindlichkeit. Hierbei werden die Molekilmassen der ionisierten HAASs detektiert. Durch
Fragmentierung des ,, Mutterions* entstehen in der Regel eine Vielzahl an Tochterionen, die
wie en ,Fingerabdruck® zur Absicherung der Ergebnisse herangezogen werden konnen
(Anlage Massenspektren). Als bevorzugte lonisierungstechniken haben sich die Thermospray-
Elektrospray (ESI)- und die ,, Atmospheric Pressure Chemical ionization® (APCI-Interface-
lonisation) etabliert.

Bei der Thermospray-lonisation werden Molekulionen [M+H]+ gebildet. Ein Vorteil
ist, dass man mittels isotopenmarkierter Standards die Genauigkeit der Ergebnisse im
Vergleich zu klassischen Detektionsmethoden wie der HPLC-DAD deutlich steigern kann. Da
es sich bei den HAAs um stabile Verbindungen handelt, wird eine Bildung von Fragmenten
kaum beobachtet.

Die Elektronenspray-lonisierung (ESI) gehort zu den sanften lonisierungsmethoden,
bei denen die HAAs as protonierte lonen in die Gasphase gelangen. In unseren

Untersuchungen haben wir in Zusammenarbeit mit T. Bernsmann vom ,, Chemischen Landes-
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und Staatlichen V eterindruntersuchungsamt” (CVUA) in Minster und mit O. Frandrup-Kuhr
von der Universitdt Minster eine LC-MS Methode zur Absicherung unserer Ergebnisse
entwickelt, die diese Art der lonisierung nutzt. Zwar konnte auch von uns beobachtet werden,
dass die HAAs kaum Fragmente bilden, dennoch lagen neben dem Mutterion (Molekulion)
weitere Tochterionen vor (Anlage Massenspektren), die zur Absicherung der Ergebnisse

herangezogen werden konnten.

NH, H*

m/z 214

Mutterion
- CH3

m/z 199
Tochter 1

- HCN C3H3
H transfer

NH,

N:<N+ N:< N§<NH2

N % - CH,CN f N f N
.
HsC m/z 173 H m/z 131 HNZ m/z 146

Tochter 2

Abb. 32 Fragmentierung der AIAs am Beispiel von MelQx [124]

In den Abbildungen 32 und 33 wird die Fragmentierung der A1As am Beispiel von
MelQx dargestellt. Der erste Schritt der Fragmentierung erfolgt hierbei durch das Abspalten
einer CHs-Gruppe. In einem weiteren Fragmentierungsschritt wird HCN abgespalten, so dass
von uns neben dem Mutterion zwei weitere Tochterionen zur ldentifizierung verwendet
werden konnten (Abb. 32).

In Abbildung 34 werden die Hauptspuren der AlIAs 1Qx, 1Q, MelQx, MelQ, 7,8-
DiMelQx, 4,8-DiMelQx (beide tber den Massenzahlen 213 und 160 detektierbar) und 4,7,8-
TriMelQx dargestellt.
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Abb. 33 Massenspurender Tochterionen 1 und 2 von Mel Qx

HPLC-Chromatogramm: MelQx Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m
Ammoniumfomiat (pH 3,2) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m Ammoniumformiat (pH 3,2) 50 + 50 (v/v); Gradient,
Teile A + Teile B: Start: 90 + 10; 30 min: 45 + 55; 40 min: 0 + 100; 55 min: 0 + 100; 60 min: 90 + 10; 80 min:
90 + 10; Flussrate: 0,15 ml/min; ES|
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Abb. 34 Hauptspuren der AIAs1Qx, 1Q, MelQx, MelQ, 7,8-DiMel Qx, 4,8-DiMelQx und 4,7,8-TriMel Qx
HPLC-Chromatogramm: MelQx Supersphere RP-select b (4 um) 250 x 3 mm; Lsg. A: 0,01 m
Ammoniumformiat (pH 3,2) Lsg. B: Acetonitril / 0,01 m Ammoniumformiat (pH 3,2) 50 + 50 (v/v); Gradient,
Teile A + Teile B: Start: 90 + 10; 30 min: 45 + 55; 40 min: 0 + 100; 55: min 0 + 100; 60 min: 90 + 10; 80 min:
90 + 10; Flussrate: 0,15 ml/min; ES|
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Anders asim Scan-Modus werden durch den (SIM)-Modus (Selected lon Monitoring,
S. Abb. 32) nur die Massen der jewells interessierenden Verbindungen detektiert. Dieses fuhrt
weitestgehend zu einem ,, Ausblenden® stérender Matrixbestandteile und somit zu einer hohen
Selektivitat und Empfindlichkeit.

In unseren Untersuchungen verwendeten wir die multidimensionale Massen-
spektrometrie in Form der Hochdruckfl Uissi gkeitschromatographi e/Elektrospray-Tandem-M S-
Kopplung (HPLC/ESI-MS-MS). So lag in unseren Untersuchungen der HAAS in
Reaktionsaromen die Nachweisgrenze bei der LC-MS zwischen 0,02 und 0,1 ng pro g,
wahrend sie bei der HPLC-DAD zwischen 0,5 und 50 ng pro g lag.

Insbesondere fur die Spurenanalytik in komplexer Matrix, in unserem Fall die
Analytik der HAAs in Reaktionsaromen, ist die LC-MS die Methode der Wahl, zumal die
Ergebnisse aus der HPLC-DAD (Kap. 2.3) und LC-MS nahezu deckungsgleich sind, wahrend
die Ergebnisse aus der HPLC-DAD und GC-MS (Kap. 2.4) z.T. voneinander abweichen

konnen.
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3  Untersuchungen zur Bildung von HAAsin M odellsystemen

3.1 Einletung

311 Allgemeines

Lebensmittel unterliegen zum Teil deutlichen biologischen Schwankungen, auch sind
die Rezepturen zusammengesetzter Lebensmittel und die genauen Bedingungen bei ihrer
Verarbeitung und Lagerung im Einzelnen meist unbekannt. Durch die Komplexitdt der
Lebensmittel lassen sich klare Zusammenhénge, ob deren Zusammensetzung oder die
gewdhlten Bedingungen wahrend der Lebensmittelzubereitung und Verarbeitung die
Hauptrolle bei der Bildung von HAASs spielen, nur schwer abschétzen. Inwieweit sich die
Vielzahl der bekannten und unbekannten Parameter sogar wechselseitig chemisch und
physikalisch beeinflussen, ist schwer vorhersehbar. In erhitzten Lebensmitteln werden HAAS
in Konzentrationen im Bereich von pg/g bis ng/g gebildet, wahrend eine unuberschaubare
Anzahl von Storsubstanzen in Folge der Maillard-Reaktion in deutlich hoheren
K onzentrationen entstehen, was die Analytik erheblich erschwert.

Bel Modellsystemen sind die Zusammensetzung und die Bedingungen, denen sie
ausgesetzt wurden, hinreichend bekannt und Uberschaubar, so dass reproduzierbare
Ergebnisse erreicht werden konnen und durch ene gezielte Verdnderung der
Zusammensetzung und der Reaktionsbedingungen die daraus resultierenden Ergebnisse
miteinander vergleichbar sind. Da schon Untersuchungen mit Modellsystemen durchgefiihrt
wurden (Kap 3.1.1 Tabelle 8), unter anderem auch, um die Bildungswege von HAAs
aufzuklaren [33, 34, 35] (Kap. 1.2.2), hat man auch die Moglichkeit, diese miteinander zu
vergleichen und den Nachweis zu erbringen, ob eine bestimmte Verbindung unter definierten
Bedingungen in der Lage ist, die Bildung von HAAs im Besonderen zu férdern oder zu
unterdricken.

In den Modellsystemen sind die gebildeten Mengen an HAAs in der Regel bel
geeigneten Reaktionsbedingungen deutlich groBer as die in erhitzten Lebensmitteln
gebildeten Mengen, was die Analytik erleichtert.

Der Vortell der Modellsysteme ist auch gleichzeitig deren Nachteil. Ein Modellsystem
kann nur einen Tellaspekt darstellen und nicht die komplexen Verhdtnisse in einem
Lebensmittel. Aus diesem Grund ist es notwendig, Ergebnisse, die aus den Modellsystemen
gewonnen wurden, gezielt auf Lebensmittel, in unserem Fall auf Reaktionsaromen, zu

Ubertragen.
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Da die Mengen der gebildeten HAASs in Modellsystemen deutlich groRer sind as die

in Lebensmitteln, sind weniger die absoluten Mengen von Interesse, sondern der Vergleich

der verwendeten Reaktanden und der gewéhlten Bedingungen miteinander.

Tabelle8 HAA-Bildung in Modellsystemen auf der Basis von Aminosauren und Kreatin(in)
mit und ohne Zusatz von Zucker [47]

Amino-

nmol HAA pro

HAA Siure Zucker mmol K reatinin Bedingungen Autor Jahr
IQ Gly Fru 1 Rickfluss Grivaset a. 1986
Ser 3,7 Trocken Knizeet al. 1988

Phe 3 Trocken Felton & Knize 1990

Phe Glc 135 Trocken Felton & Knize 1990

Pro 04 Trocken Yoshidaet a. 1984

MelQ Ala Fru nicht bestimmt Ruickfluss Grivaset a. 1985
1Qx Gly Glc 31+0,8 Wasser Johansson et al. 1995
Ala Glc 50 Wasser Johansson et al. 1995

va Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Leu Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Ser 2,7 Trocken Knize et al. 1988

Ser Glc 6,5 Wasser Johansson et al. 1995

Thr Glc nicht bestimmt Wasser Skog & Jagerstad 1993

Thr Glc 45 Wasser Johansson et al. 1995

Asp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Asn Glc 2,9 Wasser Johansson et al. 1995

Gln Glc 1,4 Wasser Johansson et al. 1995

Lys Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Arg Glc 3,7+0,3 Wasser Johansson et al. 1995

His Glc 1,8 Wasser Johansson et al. 1995

Phe Glc 15+03 Wasser Johansson et al. 1995

Tyr Glc 26+23 Wasser Johansson et al. 1995

Trp Glc 0,7 Wasser Johansson et al. 1995

Cystin Glc 0,1 Wasser Johansson et al. 1995

Met Glc 0,9 Wasser Johansson et al. 1995

M el Qx Gly Glc 44 Ruickfluss Jagerstad et al. 1984
Gly Fru 6,0-7,0 Rickfluss Grivaset a. 1986

Gly Glc 4 DEG Skog & Jégerstad 1990

Gly Glc max 7,8 Avicel Schuirmann & Eichner 1992

Gly Fru max 7,8 Avicel Schuirmann & Eichner 1992

Gly Glc 7,0-10,0 Wasser Skog & Jégerstad 1993

Gly Glc 36+1,2 Wasser Johansson et al. 1995

Gly Glc max 1,5 Avicel Goldbeck & Eichner 2003

Gly Fru max 1,5 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly Rib 0,3-0,5 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
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HAA Agllj?g' Zucker ;mg‘ ';':‘e';ﬁ:i?] Bedingungen Autor Jahr
M el Qx Gly Ara 0,3-05 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly Xyl 0,3-05 Avicel Goldbeck & Eichner 2003
Gly Z'Dafxy' 01-05 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly Z'DF?SXV' 01-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly 0,1-0,3 Avicel Goldbeck & Eichner 2003
Ala Glc 0,9 Ruckfluss Muramatsu & Matsushima 1985
Ala Rib 1,8 Rickfluss Muramatsu & Matsushima 1985
Ala nicht bestimmt Riickfluss Overik et al. 1989
Ala Glc 54+51 Wasser Johansson et al. 1995
Ala Glu 04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Ala Xyl 0,3 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Val Glc 47+35 Wasser Johansson et al. 1995
Leu Glc 24 Wasser Johansson et al. 1995
lle Glc 2,7+0,7 Wasser Johansson et al. 1995
Ser nicht bestimmt Trocken Overik et a. 1989
Ser Glc 30+17 Wasser Johansson et al. 1995
Thr Glc nicht bestimmt Ruckfluss Negishi et al. 1985
Thr Glc 9 Wasser Skog & Jégerstad 1993
Thr Glc 92+21 Wasser Johansson et al. 1995
Asp Glc 0,8+0,6 Wasser Johansson et al. 1995
Asn Glc 15 Wasser Johansson et al. 1995
GIn Glc 0,6 Wasser Johansson et al. 1995
Lys Rib 4,2 Ruickfluss Muramatsu & Matsushima 1985
Lys Glc 7,7+3,7 Wasser Johansson et al. 1995
Arg Glc 41+0,7 Wasser Johansson et al. 1995
His Glc 34+32 Wasser Johansson et al. 1995
Phe Glc nicht bestimmt DEG Skog & Jégerstad 1991
Phe Glc 1,9+0,7 Wasser Johansson et al. 1995
Tyr nicht bestimmt Trocken Overik et al. 1989
Tyr Glc 36+21 Wasser Johansson et al. 1995
Trp Glc 50+35 Wasser Johansson et al. 1995
Cys Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
Cystein Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
Met Glc 2,7+05 Wasser Johansson et al. 1995
4,8-DiM el Qx Gly Glc nicht bestimmt DEG Skog & Jagerstad 1990
Gly Glc 0-05 Avicel Goldbeck & Eichner 2003
Gly Fru 0-05 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly Rib 02-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly Ara 02-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Gly Xyl 02-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2003
Gly Z'D;fgxy' 0-01 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Ala Fru 19-26 Ruckfluss Grivaset al. 1985
Ala Glc 4.2 Rickfluss Muramatsu & Matsushima 1985
Ala Rib 15 Rickfluss Muramatsu & Matsushima 1985
Ala Glu 1,1 Ruckfluss Johansson et al. 1995



HAA Agllj?g' Zucker ;mg‘ ';':‘e';ﬁ:i?] Bedingungen Autor Jahr
4,8-DiM el Qx Ala Glu 0,1-02 Avicel Goldbeck & Eichner 2004
Ala Xyl 02-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Thr Glc nicht bestimmt Rickfluss Negishi et al. 1985

Thr Glc 30 Wasser Skog & Jagerstad 1993

Thr Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Lys Rib 26,1 Ruckfluss Muramatsu & Matsushima 1985

Lys Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Phe Glc nicht bestimmt DEG Skog & Jagerstad 1991

Phe Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Met Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

7,8-DiM el Qx Gly Glc 1,1 Rickfluss Negishi et al. 1984
Gly Glc nicht bestimmt DEG Skog & Jagerstad 1990

Gly Glc nicht bestimmt Avicel Schuirmann & Eichner 1992

Gly Fru nicht bestimmt Avicel Schuirmann & Eichner 1992

Gly Glc 0,3 Wasser Johansson et al. 1995

Gly Glc nicht bestimmt Rickfluss Leeetd. 1992

Gly Glc 01-15 Avicel Goldbeck & Eichner 2003

Gly Fru 0,1-08 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly Rib 01-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly Ara 0,1-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly Xyl 0,1-0,7 Avicel Goldbeck & Eichner 2003

Gly Z'Dafxy' 01-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly Z'DF?SXV' 01-04 Avicel Goldbeck & Eichner 2004

Gly 0,05-0,2 Avicel Goldbeck & Eichner 2003

Ala Glc 0,7 Wasser Johansson et al. 1995

Val Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Leu Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Ser Glc 0,1 Wasser Johansson et al. 1995

Thr Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Asn Glc 0,2 Wasser Johansson et al. 1995

Gln Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Lys Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Arg Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

His Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Phe Glc 0,1 Wasser Johansson et al. 1995

Tyr Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Trp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Met Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Pro Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

7,9-DiM el gQx Thr Glc nicht bestimmt 200°C/5h Nukayaet al. 1994
Trﬁq g'QX AlaThr  Glc 6 DEG Skog et dl. 1992
PhIP Leu nicht bestimmt Trocken Overik et al. 1989
Phe Glc 3,6 Rickfluss Shioyaet a. 1987
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nmol HAA pro

HAA Siure Zucker mmol K reatinin Bedingungen Autor Jahr
PhIP Phe 735 Trocken Negishi et al. 1985
Phe Glc nicht bestimmt Trocken Overik et a. 1989

Phe Glc 20,9 DEG Skog & Jégerstad 1991

Phe Glc 7,3+4,2 Wasser Johansson et al. 1995

Phe nicht bestimmt DEG* Knizeet al. 1994

Phe Glc 0,0061 - 0,9 60°C Manabe et al. 1992

Phe Gal 0,0012 - 0,008 60°C Manabe et al. 1992

Phe Rib 0,0101 - 0,0203 60°C Manabe et al. 1992

Phe Ara 0,0096 - 0,0235 60°C Manabe et al. 1992

Phe Ery 0,06 - 0,07 60°C Manabe et al. 1992

Phe Glyc 0,02 - 0,04 60°C Manabe et al. 1992

Phe Glc 0002 e Manabe et 4. 1992

Phe Rib 0,01 i Manabe et 4. 1992

Phe DNA 0,005 50° C\://\ﬁlavs\s;gchen Manabe et al. 1993

Phe  RNA 0001 e Manabe et al. 1993

Phe Rickfluss Murcovic et al. 1998

Phe Glc 16 Avicel Vollenbrocker & Eichner 2000

Phe 110 Avicel Vollenbrocker & Eichner 2000

lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Tyr Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Trp-P-1 Trp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Trp-P-1 Trp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
Norharman lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
Arg Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Phe Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Trp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Tyr Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Harman lle Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995
Arg Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Phe Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Trp Glc nicht bestimmt Wasser Johansson et al. 1995

Aminosaur en:

Zucker:

Bedingungen:

Gly = Gycin, Ala= Alanin, Vd = Valin, Leu = Leucin, lle = Isoleucin, Pro = Prolin,

Phe = Phenylalanin, Trp = Tryptophan, Met = Methionin, Ser = Serin, Thr = Threonin,
Cys= Cystein, Tyr = Tyrosin, Asn = Asparagin, GIn = Glutamin, Asp = Asparaginsaure,
Glu = Glutaminsdure, Lys = Lysin, His = Histidin, Arg = Arginin

Glc = Glucose, Fru = Fructose, Gal = Galactose, Rib = Ribose, Ara = Arabinose, Xyl = Xylose, Ery =

Erythrose, Glyc = Gycerinal dehyd, 2-Desoxy-Glc = 2-Desoxy-Glucose,

2-Desoxy-Rib = 2-Desoxy-Ribose

Ruckfluss : Ruckflussin Diethylenglykol/Wasser (5:1), 125 - 128°C, 2 h

Wasser : Geschlossene Gefalle, Wasser bei 180°C, 10 min

DEG : Geschlossene Geféf3e, Diethylenglykol/Wasser (5:1) , 180 °C, 10 min

Trocken : Trocken bei 180 °C, 10 min

Avicel : Geschlossene Geféfde, Reaktanden auf Avicel aufgetragen, Wasseraktivitét
aw =0,33-0,88, 100 °C - 200°C,10 min—10h

DEG! : 80 % Diethylenglykol, 150 — 200 °C, 10 — 30 min
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3.1.2 Zusammensetzung der Modellsysteme

Bei den gangigen Modellsystemen ist die Zusammensetzung der eingesetzten
Reaktanden maglichst einfach gehalten. Als Grundlage werden Aminosauren verwendet. Aus
diesen koénnen aber erst bel sehr hohen Temperaturen, unter Pyrolyse, Aminocarboline
gebildet werden. Erst bei der zusétzlichen Verwendung von Kreatin bzw. Kreatinin ist es
moglich, dass Aminoimidazoazaarene unter |ebensmitteltechnologisch relevanten
Bedingungen entstehen. Reduzierende Zucker verhalten sich bei der Entstehung der HAAS
ambivalent. Dass der von Jagerstad [33] vorgeschlagene, die Anwesenheit von reduzierenden
Zuckern voraussetzende Bildungsmechanismus nicht als einziger Reaktionsweg in Frage
kommt, sieht man daran, dass auch ohne Zuckerzusatz bereits die Bildung von HAAS
beobachtet werden kann (Tabelle 8). Werden reduzierende Zucker verwendet, steigt die
HAA-Bildung deutlich an und erreicht bei einem Molmengenverhdtnis des reduzierenden
Zuckers zur Aminosaure und zum Kreatinin von 0,5 : 1 : 1 ihr Maximum [50]. Bel héheren
Zuckeranteilen ist eine Abnahme der Bildung von HAAs zu beobachten. Reduzierende
Zucker beeinflussen zwar die Bildung der HAAs mal3geblich, sind aber fur ihre Bildung nicht
zwingend erforderlich.

Reaktionsaromen dirfen gemald der Aromenverordnung [125] aus reduzierenden
Zuckern, Aminosauren, Proteinhydrolysaten, Fleisch-, Hefe- und Pflanzenextrakten unter
Hitzeeinwirkung hergestellt werden. Die grofdten Mengen an Aminoimidazoazaarenen werden
bei der Verwendung von Fleischextrakt gebildet, da hier eine Kreatin/Kreatinin-Quelle
vorliegt. Zwar lassen sich gréfere Mengen an Aminoimidazoazaarenen dadurch vermeiden,
dass man auf den Einsatz von Fleischextrakt verzichtet, doch dieses wirkt sich meist
ungunstig auf den Geruch und Geschmack des Reaktionsaromas aus; so kann z.B. bei der
Verwendung von Hefeextrakt ein bitterer Beigeschmack entstehen. Des Weiteren werden
hierbei anstelle der AlAs in grofReren Mengen Harman und Norharman gebildet.

Die in Modellsystemen eingesetzten Reaktionspartner haben wir weitgehend auf
reduzierende Zucker, Aminosauren und Kreatinin beschrankt.

Die Moddlsysteme lassen sich in stark wasserhaltige und wasserarme Modelle
unterscheiden. Haufig findet man in der Literatur, dass in Diethylenglykol-Wasser-Gemischen
unter RUckfluss erhitzt wird; auf diese Weise kann die gewinschte Temperatur exakt
eingehalten werden. Fir die Herstellung wasseramer Modellsysteme wird der
Reaktionsansatz im allgemeinen gefriergetrocknet; anschlief?end werden die Modelle in
geschlossenen Geféllen erhitzt und ggf. vorher an bestimmte Gleichgewichtsfeuchtigkeiten

(Wasseraktivitéten) angeglichen. Je nachdem, ob es sich bel Reaktionsaromen um wassrige
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oder um wasserarme Ansdtze handelt, entstehen unterschiedliche Aromanoten, die bei
wasserreichen Ansétzen bouillonartig sind und bel wasserarmen Ansédtzen dem Charakter von
Bratenaroma entsprechen.

Bel vielen Arbeiten wurde in einer Diethylenglykol-Wasser-Mischung unter Ruckfluss
erhitzt. Wir haben uns dafir entschieden, neben wassrigen Systemen insbesondere
wasserarme Systeme zu betrachten, da Reaktionsaromen von der Industrie meist unter
wasserarmen Bedingungen hergestellt werden. Als Tragermatrix fur die wasserarmen
Systeme haben wir mikrokristalline Cellulose (Avicdl) verwendet. Mikrokristalline Cellulose
wurde bereits von Schuirmann [43] eingesetzt, um den Einfluss des aw-Wertes, der
Reaktionstemperatur und der Reaktionszeit auf die Bildung von HAAS in wasserarmen
Modellsystemen zu untersuchen. Mikrokristalline Cellulose ist nicht quellfahig, chemisch
inert und wurde bereits in zahlreichen Untersuchungen Uber die Bildung von
Maillardprodukten in wasserarmen Modellsystemen verwendet [43, 46, 89]. Fur die
Herstellung dieser Modellsysteme werden die Reaktanden zunachst in Wasser geldst und mit
Avicd unter kréftigem Ruhren zu einem Brel vermischt; die Mischung wird nach dem
Gefriertrocknen fein gemahlen und die gewlnschten Gleichgewichtsfeuchtigkeiten
eingestellt. Die so hergestellten Modellmischungen werden in verschliefRbaren, desaktivierten
Zentrifugenglasern verschlossen, gegebenenfalls mit Zusitzen versehen, im Trockenschrank

erhitzt und entsprechend aufgearbeitet.

3.1.3 Einstellung der Gleichgewichtsfeuchtigkeiten

Definierte  Gleichgewichtsfeuchtigkeiten der Modellsysteme lassen sich gemai
Rockland [126] dadurch einstellen, dass man trockene Proben in Vakuumexsikkatoren tber
geséttigten Salzl6sungen lagert (Tabelle 9).

Tabelle9 Relative Luftfeuchtigkeit verschiedener geséttigter Salzldsungen bei 20°C

Relative L uftfeuchtigkeit : Wasser gehalt [%] der
St bei 20 °C [%] aw-\ert bel 20°C M odellsysteme

Lithiumchlorid 12 0,12 04
Kaliumacetat 23 0,23 11
Magnesiumchlorid 33 0,33 21
Kaliumcarbonat 14 0,44 29
Magnesiumnitrat 52 0,52 4,0
Natriumchlorid 75 0,75 8,5

Kaliumchromat 88 0,88 18,4
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Die Sazlésungen stehen mit bestimmten relativen Luftfeuchtigkeiten im Gleichgewicht, so
dass sich die Proben entlang ihrer Sorptionsisothermen auf die entsprechenden
Gleichgewichtfeuchtigkeiten bzw. Wasseraktivitdten (aw) einstellen lassen, wobel bestimmte,
den jeweiligen Sorptionsisothermen zu entnehmende Wassergehalte erreicht werden. Die
Wassergehalte werden kontinuierlich durch Differenzwagung ermittelt. Anschlief3end werden
die sich ergebenden Wassergehalte durch Vakuumtrocknung und Karl-Fischer-Titration
abgesichert. Die aw-Werte werden zudem durch ein aw-Meter bestimmt.

3.2 Einflussder Reaktionspartner auf die HAA-Bildung

3.2.1 Einflussder Molmengenver héltnisse der Reaktionspartner

Dasin Kapitel 1.3.4 beschriebene ambivalente Verhalten der reduzierenden Zucker bei
der Bildung von HAAs geht auf Beobachtungen von Jagerstad und Skog [50] zurtick. Dabei
liegt das Maximum der MelQx-Bildung bei einem Molmengenverhéltnis der reduzierenden
Zucker zu Aminosaure und Kreatinin von 0,5 : 1 : 1. Dies konnte auch von Vollenbroker bei
der Verwendung von Xylose als reduzierendem Zucker beobachtet werden.

Vollenbroker [46] beobachtete weiterhin eine vollige Unterdriickung der MelQx-

Bildung bei einem Zusatz von 200 mg Xylose pro Gramm Fleischextrakt, was einem
Molmengenverhdtnis von drei Mol Xylose zu einem Mol Kreatinin entspricht. Bei der
Verwendung von Glucose konnte demgegentiber Skog [50] erst ab einem Zusatz von 1000 mg
pro Gramm Fleischextrakt eine vollige Unterdriickung der MelQx-Bildung beobachten, was
einem Molmengenverhdtnis von 12 Mol Glucose zu einem Mol Kreatinin entspricht.
Diese Beobachtungen bilden den Ausgangspunkt unserer vergleichenden Untersuchungen des
Reaktionsverhaltens dieser beiden Zucker. Dabel ist zu bemerken, dass der Gesetzgeber fir
die Verwendung von Xylose bei der Herstellung von Reaktionsaromen keine
Zulassungsbeschrankung erlassen hat. Andererseits ist die Verwendung von Xylose bei der
Herstellung von Reaktionsaromen in der Literatur noch nicht beschrieben worden.

Deshalb war es fur uns von Interesse, auch den Einfluss von Xylose bei der
Herstellung von Reaktionsaromen naher zu untersuchen, insbesondere unter dem
Gesichtspunkt, dass im Vergleich zur Glucose bereits relativ geringe Mengen an Xylose
auszureichen scheinen, um die HAA-Bildung zu unterdriicken. Von Interesse war dabei auch
die Aufkléarung der hierbei zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen.

Zunéchst ist festzuhalten, dass die von Vollenbroker untersuchten Reaktionsaromen

im waéssrigen Medium hergestellt und untersucht wurden. Dabel wurde ein von Vollenbroker
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selbst hergestelltes, Fleischextrakt enthaltendes Reaktionsaroma mit verschiedenen
Xylosemengen versetzt, auf einen Wassergehalt von 65 % eingestellt und 6 Stunden bei
120 °C erhitzt. Demgegeniber haben wir es uns zum Ziel gesetzt, das Reaktionsverhalten von
Xylose unter wasserarmen Bedingungen zu untersuchen.

Die allgemeine Herstellungsweise der von uns verwendeten, auf der Tréagermatrix
Avicel aufbauenden, Reaktionsaromen simulierenden wasserarmen Modellsysteme wurde
bereits im Abschnitt 3.2.1 beschrieben. Die genaue Zusammensetzung der Modellsysteme ist
im Abschnitt 7 (Arbeitsvorschriften) wiedergegeben.

Da bel der Herstellung von Reaktionsaromen héufig Glucose verwendet wird und
diese somit eine zentrale Rolle einnimmt, untersuchten wir neben wasserarmen Xylose-
M odellsystemen auch entsprechende wasserarme Glucose-Modellsysteme, um so eine bessere
Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Zudem wurden schon zahlreiche Untersuchungen mit
Glucose in trockenen Systemen beschrieben (Kap. 3.1.1, Tabelle 8).

Die Mengen an reduzierenden Zuckern wurden zunadchst in den von Vollenbroker in
seinen Versuchen mit Reaktionsaromen verwendeten molaren Verhaltnissen der Zucker zu
Kreatinin eingesetzt, da wir hier von einem &hnlichen Verhalten wie in den wassrigen
Systemen ausgingen. Da in den Reaktionsaromen beispielhaft der Verlauf der MelQx-Bildung
untersucht werden sollte, haben wir as Aminoséure Glycin eingesetzt, die nach der ,Las
Vegas-Hypothese” (Kap. 1.2.2, Abb. 8a) Uber die Strecker-Reaktion Methanal bildet, welches
mit dem im Rahmen der Maillard-Reaktion gebildeten 2-Methylpyrazin und Kreatinin zu
MelQx reagiert.

Wie aus den Abbildungen 35 und 36 hervorgeht, wurde bel den Glucosemodellen die
Bildung von MelQx und 7.8-DiMelQx beobachtet. Die Bildung beider HAAs kann durch den
von Jagerstad (Kap. 1.2.2, Abb. 8a) postulierten Reaktionsweg erklart werden.

Wie die Abbildungen 35 und 36 zeigen, liegt das Maximum der Bildung dieser beiden
HAAs — selbst bel unterschiedlichen Erhitzungsbedingungen und Wassergehalten — im
Bereich eines Molmengenverhdtnisses von Glucose zu Glycin zu Kreatinin von 0,5 : 1 : 1,

was in Ubereinstimmung mit den Literaturangaben steht.
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Molmengenverhéltnis Glucose : Kreatinin

B MelQx @ 7,8-DiMelQx

nmol HAA / mmol Kreatinin

Abb. 35 Einfluss der molaren Verhdltnisse Glucose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem
wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 120 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,52;
verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen
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nmol HAA / mmol Kreatinin
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0,000 0,125 0,250 0,375 0,500 0,625 0,750 1,000 1,250 1,500 3,000

Molmengenverhaltnis Glucose : Kreatinin

B MelQx @ 7.8 DiMelQx
Abb. 36 Einfluss der molaren Verhdltnisse Glucose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem

wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75 ;
verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen
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Abb. 37 Einfluss der molaren Verhdtnisse Xylose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem
wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 120 °C; 6 h im Trockenschrank ; aw=0,52;
verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen
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Abb. 38 Einfluss der molaren Verhdtnisse Xylose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem

wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75;
verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen
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Aus den Abbildungen 37 und 38 geht hervor, dass bei den Xylosemodellen die
gebildeten Mengen an MelQx deutlich niedriger liegen as bel den Glucosemodellen.
Aufféllig ist hier, dass beim Einsatz von Xylose das im gleichen Bereich wie bei der
Verwendung von Glucose liegende Maximum der Bildung von HAAs im Vergleich zur
Glucose wesentlich schwécher ausgepragt ist und flacher verlauft.

Wie aus den Abbildungen 35 und 37 hervorgeht, kbnnen bei einem aw-Wert von 0,52
und einer Temperatur 120 °C sowohl beim Einsatz von Glucose as auch von Xylose bel
einem Molmengenverhdtnis von reduzierendem Zucker zu Kreatinin von 1,75 keine HAAsS
mehr nachgewiesen werden. Bei einem aw-Wert von 0,75 und einer Temperatur von 125 °C
war hingegen die gebildete Menge an HAAS deutlich grof3er als unter den oben genannten
Bedingungen und erst bei einem Molmengenverhéltnis von reduzierendem Zucker zu
Kreatinin von 3 : 1 waren keine HAAs mehr nachweisbar, wie die Abbildungen 36 und 38
zeigen.

Bemerkenswert ist, dass bel der Verwendung von Xylose neben der Bildung von
MelQx und 7,8-DiMelQx (wie beim Einsatz von Glucose) auch die Bildung von 4,8-
DiMel Qx beobachtet werden konnte.

Gemal3 der ,LasVegas-Hypothese wird MelQx aus den Zwischenstufen 2,5-
Dimethylpyrazin, Kreatinin und aus dem Strecker-Abbau von Glycin hervorgehendem
Formaldehyd (Abb. 39a), 7,8-DiMelQx aus den Zwischenstufen 2,3,5-Trimethylpyrazin,
Kreatinin und Formaldehyd (Abb. 39b) gebildet. Das beim Einsatz von Xylose hier wider
Erwarten gebildete 4,8-DiMelQx entsteht dagegen — entsprechend der ,Las-Vegas
Hypothese" — aus 2,5-Dimethylpyrazin, Kreatinin und Acetaldehyd (Abb. 39c), der durch den
Strecker-Abbau von Alanin gebildet wirde.

NH2
N_ CH3
H)I\ N—C Hy —— \[
2,5-Dimethylpyrazin  Formaldehyd Kreatinin MelQx

Abb. 39a MelQx-Bildung
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| + + _
T 2 e
HsC CHs H HsC

2,3,5-Trimethylpyrazin  Formaldehyd Kreatinin 7,8-DiMelQx

Abb. 39b 7,8-DiMelQx-Bildung

Hz
H2
+ +
N—CHs —> \[ |
NS
CH rj\CHg o > CHs

2,5-Dimethylpyrazin  Acetaldehyd Kreatinin 4,8-DiMelQx

Abb. 39¢c 4,8-DiMelQx-Bildung

Eine Erklérung fur die Entstehung von 4,8-DiMelQx in Gegenwart von Xylose und
Glycin kann an dieser Stelle nicht gegeben werden. Es soll aber darauf hingewiesen werden,
dass sowohl durch unsere Untersuchungen (Kap. 3.2.1 Abb. 35 — 38) als auch durch die
Untersuchungen von Y oshida[36], Overik [37] und Taylor [38] festgestellt wurde, dass auch
unter Ausschluss eines reduzierenden Zuckers, also nur in Anwesenheit einer Aminosaure
und von Kreatinin, Uber einen noch nicht aufgeklarten Bildungsweg bereits HAAs gebildet
werden kdnnen.

Wir untersuchten anschlief3end, wie sich ein wasserarmes Glucose-Modellsystem
verhélt, wenn es mit Xylose versetzt wird. Wie aus Abbildung 40 ersichtlich, wurden die
molaren Verhédtnisse in einem Modellsystem aus Glucose, Glycin und Kreatininvon 0,5: 1 :
1 so gewahlt, dass die HAA-Bildung im Maximum lag. Wie zu erwarten, wurde die HAA-
Bildung durch den Zusatz von Xylose stérker unterdriickt as durch die gleichen molaren
Mengen an Glucose (vgl. Abb. 36).
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Des Weiteren setzte durch den Xylosezusatz die Bildung von 4,8-DiMelQx ein,
wenngleich in geringerem Umfang als in den Modellen, in denen ausschliefdlich Xylose as
reduzierender Zucker verwendet wurde (vgl. Abb. 38).
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0,50 ~

nmol HAA / mmol Kreatinin

0,00 -
0,000 0,250 0,500 0,750 1,000 2,500

mmol Xylosezusatz / mmol Kreatinin

B MelQx @ 7,8-DiMelQx [14,8-DiMelQx

Abb. 40 Einfluss der Xylose auf die HAA-Bildung in einem wasserarmen Modellsystem; Glucose :
Glycin : Kreatinin; 05 : 1 : 1, 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75; verschraubbare
Zentrifugengl&ser 80 ml; verschlossen
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3.2.2 Einflussder Temperatur auf die HAA-Bildung

Bel unseren Untersuchungen des Einflusses der Molmengenanteile von Glucose und
Xylose in wasserarmen Modellsystemen, die Glycin und Kreatinin in dguimolaren Mengen
enthielten, wurde festgestellt, dass die Bildung der HAASs bei einem aw-Wert von 0,75 und
einer Temperatur von 125 °C grof3er ist als bel einem aw-Wert von 0,52 und einer Temperatur
von 120 °C.

Es sollte daher getrennt der Einfluss der Temperatur und des aw-Wertes auf die HAA-
Bildung untersucht werden. Die molaren Verhaltnisse der Glucose bzw. der Xylose zu Glycin
und Kreatinin wurden dabei so gewahlt, dass sie bei 0,5 : 1 : 1 und somit im Maximum der
HAA-Bildung lagen (Kap 3.2.1). Als Erhitzungszeit wurde einheitlich 6 Stunden gewahlt, as
aw-Werte 0,52 und 0,75.

In den von uns untersuchten Modellen zum Einfluss der Temperatur auf die HAA-
Bildung konnte die Bildung von MelQx, 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMel Qx beobachtet werden,
nicht aber die Bildung anderer HAAS.

1,50

1,00 -

0,50 -

nmol HAA / mmol Kreatinin

0,00 - _‘

90 100 105 115 120 125 150 160

Temperatur (°C)
B MelQx @7,8-DiMelQx [04,8-DiMelQx

ADbb. 41 Einfluss der Temperatur auf die Bildung von HAAS in einem wasserarmen Modellsystem aus
Glucose, Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdltnissen 0,5 : 1: 1; aw=0,52; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 6 h
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Aus Abb. 41 geht hervor, dass die HAA-Bildung in einem glucosehaltigen Modell erst
bei einer Temperatur von 100 °C mit einer Gesamtmenge aller nachgewiesener HAAS von
0,6 nmol pro mmol Kreatinin einsetzt und bis 160 °C kontinuierlich auf eine Gesamtmenge
der unter diesen Bedingungen auftretenden HAAS von 2,0 nmol pro mmol Kreatinin ansteigt.
Bis 125 °C wird neben MelQx nur 7,8-DiMelQx gebildet, wobel eine Gesamtmenge an
HAAsvon 1,2 nmol pro mmol Kreatinin entsteht. Ab einer Temperatur von 150 °C setzt dann
zusétzlich die Bildung von 4,8-DiMelQx ein. Skog und Jagerstad [140] (vgl. Kap. 3.1.1,
Tabelle 8) haben in einem Modellsystem aus Glucose, Glycin und Kreatinin nach Erhitzen in
einem Diethylenglykol-Wasser-Gemisch (5 : 1) bei ener Temperatur von Uber
150 °C bis zu 4 nmol MelQx pro mmol Kreatinin nachgewiesen. Unter diesen Bedingungen
wurde 4,8-DiMelQx von den genannten Autoren jedoch nur in Spuren, die unterhalb der
Bestimmungsgrenze lagen, nachgewiesen. Erst bei der Verwendung von Alanin anstelle des
Glycins neben Glucose und Kreatinin wurden von Matsushima [137] (vgl. Kap. 3.1.1, Tabelle
8) biszu 4,2 nmol 4,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin festgestellt. Aufgrund der beschriebenen
Ergebnisse haben Skog und Jégerstad der Bildung von 4,8-DiMelQx bel Verwendung von

Glycin als Aminosaure nur eine untergeordnete Rolle bei der Bildung der HAAs bei gemessen.
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Abb. 42 Einfluss der Temperatur auf die Bildung von HAASs in einem wasserarmen Modellsystem aus
Xylose, Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5: 1: 1; aw=0,52; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 6 h
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Anders als bel Skog und Jagerstad werden bel unseren wasserarmen Modellen mit
Glucose oder Xylose, Glycin und Kreatinin nicht nur Spuren an 4,8-DiMelQx, sondern
Mengen um bis zu 0,2 nmol pro mmol Kreatinin gebildet (vgl. Abb. 41 und 42).

In weiteren Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf die HAA-Bildung
haben wir anstelle der Glucose unter den gleichen Bedingungen Xylose verwendet. Wie die
Abbildung 42 verdeutlicht, setzt auch bei der Verwendung von Xylose die HAA-Bildung bel
100 °C mit einer Gesamtmenge aller HAAs von etwa 0,3 nmol pro mmol Kreatinin ein; bei
einer Temperatur von 125 °C wird eine Gesamtmenge von 0,7 nmol pro mmol Kreatinin
erreicht.

Bel hoheren Temperaturen werden bei den Xylosemodellen die Chromatogramme so
stark von Storpeaks Uiberlagert, dass sie nicht mehr auszuwerten sind.

Reaktionsaromen lassen sich in Langzeit-Niedertemperatur- und Kurzzeit-
Hochtemperatur-Reaktionsaromen unterteilen. Bei den von uns untersuchten langzeiterhitzten
Modellen (Abb. 41 und 42) war eine Auswertung der Chromatogramme bel hoheren
Temperaturen erschwert und bel der Verwendung von Xylose ab einer Temperatur von
125 °C nicht mehr mdglich. Des Weiteren erreichten die Mengen an HAAS bei dem zunéchst
gewdhlten aw-Wert von 0,52 und Temperaturen um 125 °C nicht die Mengen an HAAs wie
in den Versuchen zum Einfluss der Molmengenverhdtnisse bei gleicher Temperatur und
einem aw-Wert von 0,75 (vgl. Kapitel 3.2.1, Abb. 35 - 38). Somit entschieden wir uns, den
aw-Wert der Modelle in einer weiteren Versuchsreihe auf 0,75 einzustellen und diese nur fir
eine Stunde im Trockenschrank zu erhitzen.

Unter den hier gewahlten Bedingungen nahm die Anzahl der Stérpeaks bel hoheren
Temperaturen zwar zu (Kap 2.4, Abb. 20), dennoch waren die Chromatogramme im
Gegensatz zu den langzeiterhitzten Modellsystemen bis 200 °C problemlos auswertbar.
Neben der Detektion mit dem DAD wurden die Ergebnisse mittels LC-MS und nach
Derivatisierung mittels GC-M S abgesichert (Kap. 2.6 und 2.7).

In den auf einen aw-Wert von 0,75 eingestellten Glucose- und Xylosemodellen kann
MelQx bereits bei einer Temperatur von 100 °C in Spuren, die unterhalb der

Bestimmungsgrenze liegen, nachgewiesen werden (Abb. 43 und 44).
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Abb. 43 Einfluss der Temperatur auf die Bildung von HAAs in einem Modellsystem aus Glucose,
Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdltnissen 0,5 : 1. 1; aw=0,75; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 1 h
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Abb. 44 Einfluss der Temperatur auf die Bildung von HAAs in eéinem Modellsystem aus Xylose ,

Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdltnissen 0,5 : 1. 1; aw=0,75; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 1 h
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Abbildung 43 beschreibt bei dem hier eingestellten aw-Wert von 0,75 den Verlauf der
HAA-Bildung bel Verwendung von Glucose a's reduzierenden Zucker im Bereich zwischen
100°C und 200°C.

Bereits bel einer Temperatur von 100 °C kann MelQx in Spuren nachgewiesen
werden. Bel 140 °C steigt die HAA-Bildung sprunghaft an und erreicht eine Gesamtmenge
aller nachgewiesener HAAs von 1,47 nmol pro mmol Kreatinin. Hier kann bereits das
Einsetzen der Bildung von 4,8-DiMelQx beobachtet werden. Die Mengen liegen dabei
zunéchst maximal bei 0,02 nmol pro mmol Kreatinin. Bei einer Temperatur von 160 °C
erreicht die MelQx-Bildung mit 1,32 nmol pro mmol Kreatinin ihr Maximum. Bis 200 °C
bleibt dann die MelQx-Bildung nahezu unverandert, wéhrend 7,8-DiMelQx erst bel einer
Temperatur von 180 °C mit 1,44 nmol pro mmol Kreatinin das Bildungsmaximum erreicht;
die Menge des gebildeten 4,8-DiMelQx steigt dagegen mit Erhéhung der Temperatur
kontinuierlich an und erreicht bei 200 °C einen Wert von 0,41 nmol pro mmol Kreatinin bei
einer Gesamtmenge aller nachgewiesener HAAs von 3,10 nmol pro mmol Kreatinin.

Schuirmann  stellte  unter den gleichen Bedingungen in  Glucose- und
Fructosemodellsystemen im Temperaturbereich von 100 °C bis 110 °C nur einen sehr
geringen Zuwachs der MelQx-Bildung fest [43].

Erst ab einer Temperatur von 125 °C wurde von ihm ein exponentieller Anstieg der
MelQx-Bildung bis 150°C beobachtet. Die HAAs 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx wurden
bei diesen Versuchen nicht von ihm ewdhnt. Es war ihm jedoch mit seinen
Untersuchungsmethoden nicht méglich, in Modellen, die bei einer htheren Temperatur als
150 °C erhitzt wurden, die HAA-Bildung zu untersuchen, da die HAAs in den
Chromatogrammen zu stark von Stérpeaks Uberlagert wurden.

In Abbildung 44 wird der Temperatureinfluss auf die HAA-Bildung unter
Verwendung von Xylose anstelle von Glucose beschrieben. Die Bedingungen sind identisch
mit denen in den Glucosemodellen. Bei einer Temperatur von 120 °C werden MelQx, 7,8-
DiMelQx und 4,8-DiMelQx mit einer Gesamtmenge von 0,20 nmol pro mmol Kreatinin
gebildet; sie ist damit nur um 10 % niedriger als bei Verwendung von Glucose. Schon bel
einer Temperatur von 140 °C erreicht die MelQx-Bildung mit 0,32 nmol pro mmol Kreatinin
ihr Maximum; bei Verwendung von Glucose wird demgegentiber unter gleichen Bedingungen
etwa die vierfache Menge an MelQx erreicht.

Wird die Temperatur auf 200 °C erhoht, kdnnen sogar nur noch 0,05 nmol MelQx pro
mmol Kreatinin nachgewiesen werden, was einem Anteil von lediglich 4 % des bei

Verwendung von Glucose erreichten Wertes entspricht. Das Maximum der Bildung von
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7,8-DiMelQx liegt wie bei der Verwendung von Glucose bei einer Temperatur von 180 °C
und betrégt 0,66 nmol pro mmol Kreatinin. Die Gesamtmenge aller HAAs ist bel dieser
Temperatur bel Verwendung von Xylose mit 1,37 nmol pro mmol Kreatinin ebenfalls am
groften, wahrend die Bildung von 4,8-DiMelQx weiterhin bis zu einer Temperatur von
200 °C auf 0,46 nmol pro mmol Kreatinin ansteigt.

Haufig wird in der Literatur nur MelQx als Bewertungsgrundlage zur Beurteilung der
HAA-Bildung herangezogen. Dies kann aber bel der Verwendung von Xylose zwangslaufig
zu einer fehlerhaften Interpretation fihren. Wie aus den dargestellten Ergebnissen hervorgeht,
ist die MelQx-Bildung bei Verwendung von Xylose deutlich geringer as bel Verwendung
von Glucose. Legt man aber beim Vergleich der Xylose bzw. Glucose enthaltenden
Modellsysteme die Summe der gebildeten HAASs zugrunde, sind die Unterschiede zwischen
den beiden Modellen nicht mehr so grol3 wie bel der Verwendung von MelQx als
Vergleichsgrundlage. Trotzdem ist klar zu erkennen, dass sich durch einen Austausch der
Glucose durch Xylose und bei der Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen die HAA-Bildung
insgesamt deutlich verringern | &sst.
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3.2.3 Einflussder Wasseraktivitét auf die HAA-Bildung

Bereits Schuirmann konnte in Glucose enthaltenden Modellen nachweisen, dass bel
einem aw-Wert von 0,44 bereits deutliche Mengen an MelQx gebildet werden und bel einem
awv-Wert von 0,75 ein Maximum der MelQx-Bildung vorliegt [43]. Unter wasserarmen
Bedingungen (Kap. 3.2.2) konnten wir auch die Bildung von 4,8-DiMelQx nachweisen,
welches in den Arbeiten von Schuirmann nicht erwdhnt wurde. Zwar wurde von Schuirmann
7,8-DiMelQx in wasserarmen Modellsystemen nachgewiesen, doch Angaben Uber die
gebildeten Mengen liegen nicht vor. Der Einfluss des aw-Wertes auf die Bildung von 7,8-
DiMelQx und 4,8-DiMelQx ist deshalb bisher ungeklart geblieben. In Weiterfihrung der
Arbeiten von Schuirmann wollten wir nun unterschiedliche wasserarme Modellsysteme
daraufhin untersuchen, welchen Einfluss die Gleichgewichtsfeuchtigkeit bzw. der aw-Wert
generell auf die Bildung der HAAS hat.

Bel Untersuchungen zum Temperatureinfluss auf wasserarme Modellsysteme (aw-
Wert 0,52) bei sechsstiindiger Erhitzung von 90 ° bis 160 °C (Kap. 3.2.2) stellten wir fest,
dass bei Temperaturen Uber 125 °C die Chromatogramme der Xylosemodelle nicht mehr
auswertbar waren. Diese Hochtemperatur-L angzeit-Bedingungen wéren fir Reaktionsaromen
auch unredlistisch. Da die Bildung der 1Q-Verbindungen bei einer Temperatur von 100°C
beginnt, ab 120 °C exponentiell ansteigt und ab 150 °C ein Maximum der MelQx-Bildung
bereits bei einer Erhitzungsdauer von weniger as einer Stunde erreicht wird, haben wir uns
dafir entschieden, Modelle auf der Basis von Niedertemperatur-Langzeit- und
Hochtemperatur-K urzzeit-Reaktionsaromen zu untersuchen. Unter diesen Bedingungen waren
ale Chromatogranme problemlos auswertbar. Fir Modelle auf der Basis von
Reaktionsaromen, die unter den Bedingungen einer Niedertemperatur-Langzeit-Erhitzung
hergestellt wurden, wurde beispielhaft eine Temperatur von 100 °C (Beginn der HAA-
Bildung, s. Kap. 3.2.2) und eine Erhitzungsdauer von 6 Stunden gewahlt; fir die Bedingungen
einer Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung wurden die Modelle einheitlich eine Stunde bei
160 °C erhitzt.

Die eingesetzten Mengen von reduzierenden Zuckern, Glycin und Kreatinin in den
Modellsystemen wurden so gewahlt, dass ein Molmengenverhédltnisvon 0,5: 1 : 1 vorlag, da
hier die maximale Bildung von MelQx erfolgt (Kapitel 3.2.1).

Wie die Abbildungen 45 und 46 zeigen, kann bel aw-Werten zwischen 0,33 und 0,88
in  den Niedertemperatur-Langzeit- und Hochtemperatur-Kurzzeit-Modellen  unter

Verwendung von Glucose MelQx und 7,8-DiMel Qx nachgewiesen werden.
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Abb. 45 Einfluss der Wasseraktivitdt auf die Bildung von HAAs in eéinem Modellsystem aus Glucose,
Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5 : 1: 1; T=100 °C; Trockenschrank;
1,50
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Abb. 46 Einfluss der Wasseraktivitdt auf die Bildung von HAAs in eéinem Modellsystem aus Glucose,
Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5 : 1. 1; T=150 °C; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 1 h
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4,8-Di-MelQx wird bei Verwendung von Glucose nur im Hochtemperatur-Kurzzeit-Model |
gebildet (Abb. 46). Bel den Glucosemodellen ist bis zu einer Wasseraktivitdt von 0,75 ein
kontinuierlicher Anstieg der HAA-Bildung mit steigendem aw-Wert zu beobachten (Abb. 45
und 46). Das Maximum der HAA-Bildung wird bei eéinem aw-Wert von 0,75 beobachtet. In
den Glucosemodellen werden unter den Bedingungen der Niedertemperatur-Langzeit-
Erhitzung (Abb. 45) maxima 1,0 nmol HAAs pro mmol Kreatinin und unter den
Bedingungen der Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung 2,1 nmol HAAs pro mmol Kreatinin
nachgewiesen (Abb.46).

Bel Anwesenheit von Xylose als Reaktionspartner konnen bel aw-Werten zwischen
0,33 und 0,88 sowohl in den Niedertemperatur-Langzeit- als auch in den Hochtemperatur-
Kurzzeit-Modellen (Abb. 47 und 48) MelQx, 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx nachgewiesen
werden.

In den in den Abbildungen 47 und 48 gezeigten Xylosemodellen ist ein Maximum der
HAA-Bildung im Bereich von aw-Werten zwischen 0,75 und 0,88 zu beobachten. Unter den
Bedingungen der Niedertemperatur-Langzeiterhitzung (Abb. 47) werden maximal 0,54 nmol
HAAs pro mmol Kreatinin nachgewiesen; unter den Bedingungen der Hochtemperatur-
Kurzzeiterhitzung (Abb. 48) betréagt die maximale Menge aler nachgewiesenen HAAS

0,7 nmol pro mmol Kreatinin.
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Abb. 47 Einfluss der Wasseraktivitét auf die Bildung von HAAs in einem Modellsystem aus Xylose,
Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5 : 1: 1; T=100 °C; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 6 h
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Abb. 48 Einfluss der Wasseraktivitét auf die Bildung von HAAs in einem Modellsystem aus Xylose,
Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5 : 1. 1; T=150 °C; Trockenschrank;
Erhitzungsdauer 1 h

Sowohl in den Glucose als auch Xylose enthaltenden Modellen ist mit dem Anstieg
des aw-Wertes von 0,33 bis 0,75 ein Anstieg der Gesamtmenge aller nachgewiesener HAAS
verbunden. Bel einer weiteren Steigerung des aw-Wertes auf 0,88 ist kaum noch eine
Anderung zu beobachten.

Zum Vergleich haben wir ein wassriges Modellsystem mit einem Wassergehalt von
65 % untersucht. Nach sechsstiindiger Erhitzung bei 100 °C unter Verwendung von Glucose
werden gerade einma 0,23 nmol MelQx pro mmol Kreatinin, bei der Verwendung von
Xylose nur 0,08 nmol MelQx pro mmol MelQx nachgewiesen. Die Bildung anderer HAAs
kann im wassrigen Modellsystem nicht beobachtet werden.

Zwar Uberwiegt der Einfluss der Temperatur gegentiber dem Einfluss der relativen
Luftfeuchtigkeit, doch wasserarme und wassrige Modellsysteme unterscheiden sich deutlich
voneinander. Unter wasserarmen Bedingungen sind sowohl die Mengen der nachgewiesenen
HAAs a s auch das Produktspektrum deutlich grof3er als im wassrigen Medium.
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3.24 Einflussder Reaktionszeit auf die HAA-Bildung

3.24.1Einfluss der Erhitzungsdauer auf die HAA-Bildung bel Niedertemperatur-

Langzeit-Erhitzung

Die Abbildungen 49 und 50 zeigen den Einfluss der Reaktionszeit auf die Bildung von
HAAs in Modellen, die unter den Bedingungen der Niedertemperatur-Langzeiterhitzung
hergestellt wurden. Einheitlich wurden eine Temperatur von 100 °C und ein aw-Wert von
0,75 gewahlt. Die molaren Verhaltnisse von reduzierendem Zucker zu Glycin und Kreatinin
lagen bel 0,5: 1: 1 entsprechend dem Maximum der HAA-Bildung (vgl. Kap. 3.2.1).

Bel der Verwendung von Glucose steigt die nachgewiesene Menge der HAAS,
bestehend aus MelQx und 7,8-DiMelQx, kontinuierlich nach 10 Stunden auf 1,42 nmol pro
mmol Kreatinin an (Abb. 49). Dennoch ist ein Abflachen der Zunahme der HAAs mit

zunehmender Reaktionszeit zu beobachten.
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Abb. 49 Einfluss der Erhitzungstemperatur auf die Bildung von HAAs in einem Glucose, Glycin und
Kreatinin enthaltenden Modellsystem mit den molaren Verhdltnissen 05 : 1. 1, aw = 0,75;
Erhitzungstemperatur 100 °C; Trockenschrank
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Wie zu erwarten ist bei Verwendung von Xylose anstelle von Glucose der Anstieg der
nachgewiesenen Mengen an HAAsS mit der Reaktionszeit deutlich geringer (Abb. 50). Nach
6 Stunden betragt die Gesamtmenge der HAAS, bestehend aus MelQx, 7,8-DiMelQx und 4,8-
DiMelQx, 0,52 nmol pro mmol Kreatinin. Bei einer [angeren Reaktionszeit nimmt die Menge
der nachgewiesenen HAAs kaum noch zu und erreicht nach 10 Stunden eine Gesamtmenge

von 0,64 nmol pro mmol Kreatinin.
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Abb. 50 Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Bildung von HAAs in einem Xylose, Glycin und
Kreatinin enthaltenden Modellsystem mit den molaren Verhdltnissen 05 : 1. 1, aw = 0,75
Erhitzungstemperatur 100 °C; Trockenschrank

3.2.4.2Einflussder Erhitzungsdauer auf die HAA-Bildung bel Hochtemperatur -
Kurzzeit-Erhitzung
Die Abbildungen 51 und 52 zeigen den Einfluss der Reaktionszeit auf die Bildung von
HAAs in den Modellen unter den Bedingungen der Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung.
Einheitlich wurde eine Temperatur von 150 °C und ein aw-Wert von 0,75 gewdhit. Die
molaren Verhdltnisse waren identisch mit denen in den unter den Bedingungen einer
Niedertemperatur-Langzeit-Erhitzung hergestellten Modellen (Kap. 3.2.4.1).
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Abb. 51 Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Bildung von HAAs in einem Glucose, Glycin und
Kreatinin enthaltenden Modellsystem mit den molaren Verhdltnissen 05 : 1. 1, aw = 0,75
Erhitzungstemperatur 150 °C; Trockenschrank
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Abb. 52 Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Bildung von HAAs in einem Xylose, Glycin und
Kreatinin enthaltenden Moddlsystem mit den molaren Verhdltnissen 05 : 1. 1; aw=0,75;
Erhitzungstemperatur 150 °C; Trockenschrank
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Aus Abb. 51 geht hervor, dass bel Verwendung von Glucose nach 20 Minuten Mel Qx
und 7,8-DiMelQx mit einer Gesamtmenge von 0,36 nmol pro mmol Kreatinin gebildet
werden. Bereits nach 40 Minuten kann neben MelQx und 7,8-DiMelQx auch 4,8-DiMel Qx
nachgewiesen werden; damit erreichen ale nachgewiesenen HAAs eine Gesamtmenge von
1,81 nmol pro mmol Kreatinin. Nach 60 Minuten erhéht sich die gebildete Menge aller
nachgewiesenen HAAS nur noch geringfugig auf 2,0 nmol pro mmol Kreatinin. Der Vergleich
mit Abbildung 49 ergibt, dass unter den hier herrschenden Bedingungen deutlich groi3ere
Mengen an HAAs gebildet werden als unter den Bedingungen der Niedertemperatur-
Langzeit-Erhitzung.

Aus Abbildung 52 geht hervor, dass bei VVerwendung von Xylose nach 20 Minuten bel
150 °C MelQx, 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx mit einer Gesamtmenge von nur 0,12 nmol
pro mmol Kreatinin gebildet werden. Nach 40 Minuten steigt die Gesamtmenge auf 0,62 nmol
pro mmol Kreatinin an. Wird die Reaktionszeit auf 60 Minuten erhdht, kann keine weitere
Zunahme der HAA-Bildung beobachtet werden.

Von Frandrup—Kuhr [123] wurde bel Untersuchungen der Reaktionswege der
Maillard-Reaktion beobachtet, dass eine Vielzahl an reaktiven Zuckerabbauprodukten die
Bildung der HAAs maldgeblich beeinflussen. Insbesondere bei der Verwendung von
Methylglyoxal wurde beziiglich der HAA-Bildung kein ambivalentes Verhalten wie bei der
Verwendung von reduzierenden Zuckern beobachtet (Kapitel 3.2.1). Stattdessen stellte
Frandrup-Kuhr fest, dass mit steigenden Mengen an Methylglyoxal ein kontinuierlicher
Anstieg der MelQx-Bildung zu beobachtet ist.

Mit fortschreitender Reaktionszeit und Erhéhung der Temperatur werden die Zucker
zunehmend zu reaktiven Vorstufen der HAA-Bildung abgebaut. Vollenbroker [46] fuhrte
Untersuchungen an wasserarmen Avicel-Modellsystemen, die Glucose, eine Aminosaure und
Kreatinin in den molaren Verhdtnissen 0,5 : 1 : 1 enthielten, durch. Dabei beobachtete er,
dass bei einem aw-Wert von 0,52 und einer Temperatur von 140 °C die Glucose bereits nach
10 Minuten um mehr al's 95 % abgebaut wird. Esist naheliegend, dass auch die von Frandrup-
Kuhr untersuchten Vorstufen kontinuierlich mit der Reaktionszeit und der Erhéhung der
Temperatur weiterreagieren, wahrend sie in immer geringerem Umfang nachgebildet werden,
da die Menge an reduzierendem Zucker wahrend der Reaktion rasch abnimmt. So kénnen z.B.
einige der beim Abbau der Glucose bzw. Xylose gebildeten Vorstufen mit Aminosduren
Pyrazine bilden, die gema? der ,LasVegas-Hypothese® (Kap. 1.2.2) zu HAAs
weiterreagieren. Heinzler [127] untersuchte die Bildung von Pyrazinen aus Amadori-

Verbindungen, die aus reduzierenden Zuckern und Aminosauren gebildet werden und die die
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erste Stufe der Maillard-Reaktion darstellen. Bel hdheren Temperaturen reagieren diese unter
Wasserabspaltung und Fragmentierung rasch zu den von Frandrup-Kuhr untersuchten
Zuckerabbauprodukten weiter. Mit zunehmender Temperatur nimmt dabei auch die Anzahl
der Abbau- und Folgeprodukte der Maillard-Reaktion zu. Heinzlers Untersuchungen belegen,
dass die Bildung der Pyrazine parallel zum Abbau der Amadoriverbindungen erfolgt. Unter
Réstbedingungen wurde von Heinzler aber auch dann noch eine Zunahme der Pyrazine
beobachtet, als die Amadori-V erbindungen schon abgebaut waren.

Des Weiteren wird fur die Bildung der HAAs Stickstoff aus einer Aminosaure, in
unseren Modellen Glycin, benétigt. Glycingebundener Stickstoff und reduzierende Zucker
konnen aber bel fortschreitender Reaktionszeit zu stabileren Verbindungen, z.B.
Melanoidinen welterreagieren, die nicht mehr in der Lage sind, zur HAA-Bildung
bei zutragen.

Betrachtet man die Reaktionsbedingungen Temperatur, aw-Wert und Reaktionszeit, so
ist die Temperatur bei der Bildung der HAAs sowohl in den Glucose als auch Xylose
enthaltenden Modellsystemen von grofter Bedeutung. Andererseitsist der Temperatureinfluss
und die Wirkung anderer reaktionsbeschleunigender Einflussgréf3en bel der Verwendung der

Xylose deutlich geringer as bei der Verwendung von Glucose.

Hieraus ergeben sich bisher folgende Uberlegungen zur Verringerung der HAA-Bildung:

1. Bei der Zubereitung von Lebensmitteln und bei der Herstellung von Reaktionsaromen
wére zwar eine Verringerung der HAA-Bildung grundséizlich durch eine Erniedrigung
der Temperatur mdglich. Die Begrenzung dieser Mal3nahme liegt jedoch darin, dass erst
erst bei Temperaturen von Uber 170 °C Grill- und Bratenaromen in grof3eren Mengen
gebildet werden; bei diesen Temperaturen erreicht jedoch die HAA-Bildung ihr Maximum

in nur wenigen Minuten.

2. Fur die Bildung der spezifischen Aromakomponenten in Fleisch sind in erster Linie die
Aminosdurezusammensetzung und die Temperatur verantwortlich. Zu hohe
Zuckermengen wirden zu fehlerhaften Aromanoten wie z.B. sUf3 und karamélartig
flhren. Bei sehr hohen Temperaturen, unter Rostbedingungen, kann das Rostprodukt unter
Verwendung von sehr hohen Zuckermengen sogar ,verbrannt® schmecken. Bei einem
mindestens dreifachen molaren Zuckeriiberschuss zum vorliegenden Kreatinin ist zwar

mit einer verminderten HAA-Bildung zu rechnen, das dabel entstehende Aroma hingegen
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kann bei derartigen Zuckermengen vom Verbraucher als negativ empfunden werden.

3. Beim Einsatz von Xylose wurden in wasserarmen Modellen unter allen untersuchten
Bedingungen immer deutlich weniger HAAs gebildet as bel der Verwendung von
Glucose. Die Verwendung von Xylose anstelle von Glucose wére somit eine Alternative

zur Vermeidung der HAA-Bildung bei der Herstellung von Reaktionsfleischaromen.

4. Da der Kreatin(in)gehalt entscheidend fir die gebildete Menge an HAAs ist, sind

Fleischextrakte mit niedrigem Kreatin(in)gehalt bevorzugt zu verwenden.

3.25 Vergleich der Reaktionsweisereduzierender Zucker bei der HAA-Bildung

Aufgrund der bisherigen Untersuchungsergebnisse stellte sich uns die Frage, wie die
HAA-Bildung bel der Verwendung anderer reduzierender Monosacharide als Glucose und
Xylose erfolgen wirde. Unsere bisherigen Untersuchungen haben ergeben, dass eine Pentose
(Xylose) deutlich weniger HAASs bildete al's eine Hexose (Glucose). Des Weiteren gingen wir
davon aus, dass unter den von uns gewahlten wasserarmen Reaktionsbedingungen neben der
Aminosdure auch die Kettenldnge des Zuckers dafur verantwortlich ist, welche HAASsS
gebildet werden, dain unseren Untersuchungen bel Verwendung von Xylose a's Pentose und
Glucose a's Hexose unterschiedliche Produktspektren an HAAs entstehen (Kap. 3.2.1 Abb. 35
bis 38), obwohl gemal der géngigen , Las-Vegas-Hypothese* (Kap. 1.2.2, Abb. 8a) lediglich
die Aminoséuren fur das Produktspektrum der gebildeten HAASs verantwortlich sein sollten.
In den meisten Untersuchungen (Kap. 3.1.1; Tabelle 8) wurde Glucose as reduzierender
Zucker in Kombination mit verschiedenen Aminosauren verwendet. In den Untersuchungen
von Nyhammar [34] zu den Reaktionswegen der HAA-Bildung und denjenigen von
Schuirmann [43] zu den EinflUssen der Reaktionsbedingungen auf die HAA-Bildung wurde
neben der Glucose auch Fructose eingesetzt. Dabel wurde festgestellt, dass sich beide Zucker
bei der HAA-Bildung nahezu identisch verhalten. Folglich scheint es unerheblich fir die
HAA-Bildung zu sein, ob es sich bei dem verwendeten Zucker um eine Aldose oder eine
Ketose handelt. Da Schuirmann in seinen Untersuchungen zwar die Bildung von MelQx
beschrieben hat, aber auf die Bildung von 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx nicht néher
einging, wollten wir neben der Glucose den Einfluss der Fructose auf die Bildung

unterschiedlicher HAAs in wasserarmen Systemen untersuchen.
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Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dass die Kettenlénge des an der HAA-
Bildung beteiligten Zuckers einen erheblichen Einfluss auf die HAA-Bildung hat. Diese
These sollte in den folgenden Versuchen bestétigt werden, indem wir neben der Xylose die
Diasteromeren Arabinose und Ribose als Edukte zur HAA-Bildung einsetzten. Da in den
ersten Schritten der Maillard-Reaktion a-Dicarbonylverbindungen in  Form von
Desoxyosonen gebildet werden (Kap. 1.2.2, Abb. 6), Uber die der Strecker Abbau der
Aminosduren erfolgt (Kap. 1.2.2, Abb. 7), haben wir zum Vergleich auch das
Reaktionsverhalten von 2-Desoxyzuckern hinsichtlich der HAA-Bildung untersucht. Hierbei
verwendeten wir 2-Desoxyglucose und 2-Desoxyribose, da diese keine a-Dicarbonylstruktur
bilden kénnen und damit keine Strecker-Reaktion mit Aminosduren eingehen kénnen. Durch
diese Untersuchungen sollte die Bedeutung des Strecker-Abbaus von Aminosduren fir die
HAA-Bildung unterstrichen werden.

Des Weiteren entstehen wahrend des Strecker Abbaus Aminoketone (Kap. 1.2.2,
Abb. 7), die zu Pyrazinen weiterreagieren konnen. Pyrazine und Streckeral dehyde bilden dann
bei Anwesenheit von Kreatinin nach der Las-Vegas-Hypothese" die entsprechenden HAAS
(Kap. 1.2.2, Abb.8a)

Die verwendeten Mengen an reduzierenden Zuckern, von Glycin und Kreatinin
wurden in den von uns hergestellten Modellsystemen wiederum so gewdhlt, dass sich ein
Molmengenverhdtnisvon 0,5 : 1: 1 ergab, da hier die maximale Bildung von MelQx erfolgt
(Kapitel 3.2.1). Einheitlich wurde ein aw-Wert von 0,75 gewahlt. Zur Kontrolle wurde ein
zuckerfreies Modell unter identischen Bedingungen hergestellt.

Hierbei haben wir uns dafUr entschieden, unsere Modelle auf der Basis der Herstellung
von Reaktionsaromen zu erhitzen, also unter den Bedingungen der Niedertemperatur-
Langzeit-Erhitzung und der Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung. Aus den vorangegangenen
Untersuchungen geht hervor, dass bel einem aw-Wert von 0,75 das Maximum der MelQx-
Bildung bel einer Erhitzungstemperatur von 125 °C nach 6 Stunden und bei einer
Erhitzungstemperatur von 160 °C bereits nach einer Stunde erreicht wird (Kapitel 3.2.2). Die
meisten Vergleichswerte aus unseren vorangegangenen Untersuchungen lagen uns bel einer
Temperatur von 125 °C vor. Daher haben wir uns zundchst statt einer Hochtemperatur-
Kurzzeit-Erhitzung, die erst ab 150 °C beginnt, fir eine Niedertemperatur-Langzeit-Erhitzung
bei 125 °C fir 6 Stunden entschieden. FUr die Modelle auf Basis der Hochtemperatur-
Kurzzeiterhitzung haben wir eine Erhitzungsdauer von einer Stunde und eine Temperatur von
160 °C gewdhlt, da bel dieser Temperatur die maximale MelQx-Bildung in weniger as einer
Stunde erfolgt (Kap. 3.2.4).
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Aus Abb. 53 geht hervor, dass sich bei Verwendung Glucose und Fructose unter den
Bedingungen der Niedertemperatur-Erhitzung die gebildeten Mengen an HAAS, bestehend
aus MelQx und 7,8-DiMel Qx, nur geringfiigig voneinander unterscheiden. Wird hingegen 2-
Desoxyglucose verwendet, so ist die nachgewiesene Menge an HAAS wesentlich geringer.
Vergleicht man das Ergebnis der HAA-Bildung unter Verwendung der 2-Desoxyglucose mit
dem Kontrollwert ohne Zucker, so erkennt man, dass hier der Zuckerzusatz nur zu ener
geringfligigen Zunahme der HAA-Bildung fuhrt. Im Vergleich mit den Hexosen Glucose und
Fructose wird bei der Verwendung von 2-Desoxyglucose wesentlich weniger Mel Qx gebildet,
woraus hervorgeht, dass die beim Abbau von Glucose und Fructose entstehende a-

Dicarbonylfunktion fur die Bildung der HAASs ganz wesentlich ist.
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Abb. 53 HAA-Bildung in einem Modellsystem aus reduzierenden Zuckern, Glycin und Kreatinin in
den Molmengenverhdlitnissen 0,5 : 1 : 1; Kontrollmodell ohne Zuckerzusatz; aw-Wert 0,75;
Temperatur 125 °C; Trockenschrank; Erhitzungsdauer 6 h

Bel der Verwendung der Diastereomeren Xylose, Arabinose und Ribose wird, wie zu
erwarten, neben MelQx und 7,8-DiMelQx auch 4,8-DiMelQx gebildet. Die mit den
eingesetzten Pentosen gebildeten Mengen an HAAS unterscheiden sich aber dabel kaum
voneinander. Wird hingegen 2-Desoxyribose verwendet, konnen nur MelQx und 7,8-
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DiMelQx nachgewiesen werden. Die gebildeten Mengen unterscheiden sich hier wiederum
kaum vom zuckerfreien Kontrollmodell. Die gebildete Menge an HAAs ist im Vergleich mit
allen anderen untersuchten Zuckern am geringsten.

Aus Abb. 54 geht hervor, dass sich Glucose und Fructose auch unter den Bedingungen
der Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung wiederum kaum in der HAA-Bildung unterscheiden.
Unter diesen Bedingungen kann neben MelQx und 7,8-DiMelQx sowohl beim Einsatz von
Glucose als auch von Fructose 4,8-DiMelQx nachgewiesen werden. Bei der Verwendung
von 2-Desoxyglucose sind auch unter den hier gewdahlten Bedingungen die gebildeten
Mengen an HAAs wiederum deutlich geringer als bel der Verwendung von Glucose und

Fructose; sie unterscheiden sich allerdings etwas stéarker vom Kontrollmodell ohne Zucker.

1,50 -
c
£
§ 1,00 -
%
©
IS
IS
<
T
— 0,50 -
o
IS
c
0,00 -
Glucose Fructose  2-Desoxy- Xylose Arabinose Ribose 2-Desoxy- Ohne
Glucose Ribose Zucker

B MelQx @ 7,8-DiMelQx 1 4,8-DiMelQx

Abb. 54 HAA-Bildung in Modellsystemen aus reduzierenden Zuckern, Glycin und Kreatinin in den
Molmengenverhaltnissen 0,5 : 1 : 1; Kontrollmodell ohne Zuckerzusatz; aw-Wert 0,75; Temperatur
160 °C; Trockenschrank; Erhitzungsdauer 1 h

Vergleicht man die Pentosen Xylose, Arabinose, Ribose und 2-Desoxyribose
hinsichtlich der HAA-Bildung unter den Bedingungen der Hochtemperatur-Erhitzung, so
stellt man fest, dass sich auch hier die HAA-Bildung nahezu dhnlich verhdt und deutlich
niedriger ist als bei der Verwendung von Glucose oder Fructose (vgl. Abb. 53).
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Im Vergleich der Abbildungen 53 und 54 ist durch eine Erhéhung der Temperatur
insbesondere die Bildung von 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx beglnstigt (Vergleich Kap.
3.2.2., Abb. 43 und 44).

Durch unsere Untersuchungen konnte bestétigt werden, dass die Verwendung von
Glucose und Fructose zu nahezu identischen Ergebnissen bei der HAA-Bildung fuhrt. Ob es
sich bei dem verwendeten Zucker um eine Aldose oder Ketose handelt, scheint somit nur von
untergeordneter Bedeutung bei der HAA-Bildung zu sein. Hingegen wird durch unsere
Untersuchungen deutlich, dass die Bildung von HAAs beim Einsatz von Pentosen wie
Arabinose, Ribose oder Xylose gegenlber der Verwendung von Hexosen generell vermindert
ist und somit von der Kettenl&nge des verwendeten Zuckers abhangt.

Bei der Verwendung von 2-Desoxyzuckern ist eine wesentlich geringere HAA-
Bildung zu beobachten als bel den anderen Zuckern entsprechender Kettenlénge. Besonders
aufféllig ist dies bel der Verwendung der 2-Desoxyglucose im Vergleich mit Glucose und
Fructose.

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dass die Struktur des verwendeten
reduzierenden Zuckers einen entscheidenden Einfluss auf die Art und die gebildete Menge der
HAAs hat. Eine Reduzierung der HAA-Bildung kann im Allgemeinen durch den Einsatz einer

Pentose anstelle einer Hexose erreicht werden.

3.2.6 Untersuchung der HAA-Bildung in wasserarmen Modellsystemen bel

Verwendung von Alanin

Unsere Untersuchungen beschéftigten sich mit einem Teilaspekt der HAA-Bildung, da
wir nur Glycin als Aminosdure verwendet haben. Nach der ,LasVegas-Hypothese® von
Jagerstad (Kap. 1.2.2, Abb.8a) geht man davon aus, dass die Aminosaure fir die jeweilige Art
der gebildeten 1Q- und 1Qx-Verbindung verantwortlich ist. Aus Glycin kann nach der
gangigen Hypothese bel Anwesenheit eines reduzierenden Zuckers und Kreatinin MelQx
(Kap. 3.2.1, Abb. 39a) und 7,8-DiMelQx (Kap. 3.2.1 Abb. 39b) entstehen, wahrend aus
Alanin 4,8-DiMelQx gebildet werden kann (Kap. 3.2.1, Abb.39c). Aus unseren
Untersuchungen geht dartber hinaus hervor, dass auch die Kettenlénge des verwendeten
Zuckers einen entscheidenden Einfluss auf die jeweilige Art und Menge der gebildeten 1Q-
und 1Qx-Verbindung hat (Kap. 3.2.5). Die Bildung von 4,8-DiMelQx wurde von uns bei
Verwendung von Glycin als Aminosaure und einer Pentose als reduzierendem Zucker schon
bei niedrigeren Erhitzungstemperaturen als beim Einsatz von Glucose beobachtet (Kapitel
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3.2.2 und 3.2.5). Hingegen wurde hierbei im Vergleich zu einer Hexose deutlich weniger
MelQx gebildet. Wie bereits erwdhnt (Kap. 3.2.2), konnten Skog & Jagerstad [135] bei der
Verwendung von Glucose und Glycin 4,8-DiMel Qx nur in Spuren nachwei sen.

Grivas [136] verwendete Fructose, Alanin und Kreatinin in einem Modellsystem, bei
dem er die Verbindungen unter Rickfluss in einem Dietylenglykol-Wasser Gemisch
(5:1) bei einer Temperatur von 125 — 128 °C 2 Stunden lang erhitzte (Kap 3.1, Tabelle 8).
Dabei konnte er bis zu 2,6 nmol 4,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin nachweisen. Muramatsu &
Matsushima [137] konnten bei alaninhaltigen Modellen unter Rickfluss bei der Verwendung
von Glucose bis zu 4,2 nmol 4,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin und bel der Verwendung von
Ribose bis zu 1,5 nmol pro mmol Kreatinin nachweisen. Die grofden Mengen an 4,8-
DiMelQx wurden aber bemerkenswerterweise nicht bei Verwendung von Alanin beobachtet,
sondern in Modellsystemen mit Tyrosin und Glucose [138], wo bis zu 30 nmol 4,8-DiMelQx
pro mmol Kreatinin gefunden wurden, sowie in Modellsystemen mit Ribose und Lysin [137],
wo bis zu 26 nmol 4,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin nachgewiesen wurden (Kap. 3.1 Tabelle
8). Bel den beschriebenen Modellansdtzen wurden keine wasserarmen Bedingungen wie bei
unseren Untersuchungen ausgewahlt, sondern unter Ruickfluss in Wasser oder
Diethylenglykol erhitzt.

Bel einer genaueren Betrachtung der oben beschriebenen Untersuchungen und unter
Berticksichtigung der von uns durchgefihrten Versuche ist mit Hilfe der ,Las-Vegas
Hypothese" nicht immer eine Vorhersage beziglich der Art der gebildeten HAAs mdglich.
Eine Abschétzung der HAA-Bildung bei der Zubereitung von Lebensmitteln und der
Herstellung von Reaktionsaromen ist aber aus der Sicht des vorbeugenden V erbrauerschutzes
notwendig. Der Gesetzgeber sient zudem vor, dass Reaktionsaromen nach redlichem
Herstellungsbrauch hergestellt werden [125]. Aufgrund der oben beschriebenen
Untersuchungsergebnisse und Uberlegungen war es fiir uns von Interesse, auf den Verlauf der
HAA-Bildung unter Verwendung von Alanin anstelle von Glycin ndher einzugehen.

Analog zu den Glycin enthaltenden Modellen verwendeten wir Avicd als
Trégermatrix. Das molare Verhaltnis von Alanin zu Kreatinin betrug einheitlich 1 : 1. Der aw-
Wert wurde auf 0,75 eingestellt, die Erhitzungstemperatur betrug 125 °C bel einer
Erhitzungsdauer von 6 Stunden im Trockenschrank. Exemplarisch wurden wieder Glucose
und Xylose als reduzierende Zucker verwendet, um eine Vergleichbarkeit mit den
glycinhaltigen Modellen zu ermoglichen.

Aus den Abbildungen 55 und 56 geht hervor, dass bel der Verwendung von Alanin

auch ohne Anwesenheit eines reduzierenden Zuckers bereits MelQx gebildet wird, obwohl
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MelQx nach der , Las-Vegas-Hypothese" nicht aus Alanin, sondern aus Glycin gebildet wird
und ein reduzierender Zucker bei der Reaktion anwesend sein sollte (Kap. 1.2.2).
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Abb. 55 Einfluss der molaren Verhdltnisse Glucose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem
wasserarmen Modellsystem; Alanin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75;
verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen
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Abb. 56 Einfluss der molaren Verhdtnisse Xylose : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem
wasserarmen Modellsystem; Alanin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75;
verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml; verschlossen
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Die dabei gebildete Menge liegt aber nur bel etwa 0,02 bis 0,03 nmol pro mmol
Kreatinin. Bei der Verwendung von Glycin betragt die gebildete Menge an MelQx unter den
gleichen Bedingungen und unter Ausschluss eines reduzierenden Zuckers 0,1 bis 0,3 nmol pro
mmol Kreatinin (Kap. 3.2.1). Andere HAAs wurden bel der Verwendung von Alanin, ohne
Anwesenheit eines Zuckers, nicht nachgewiesen.

Bel der Verwendung von Glucose (Abb. 55) steigt die HAA-Bildung bis zu einem
Molmengenverhaltnis von Glucose zu Kreatinin von 0,5 an und verandert sich kaum bis zu
einem Molmengenverhdltnis von 1,25. Die dabei nachgewiesenen HAAs waren MelQx als
Hauptkomponente und 4,8-DiMelQx as Nebenkomponente. Dies ist bewerkenswert, da
eigentlich aufgrund der géngigen Thesen zur HAA-Bildung (Kap. 1 und Kap 3.2.1 Abb. 39¢c)
4,8-DiMelQx die Hauptkomponente sein sollte. Dieses wird auch durch die in der Tabelle 8
(Kapitel 3.1) beschriebenen Ergebnisse ersichtlich. So konnten Muramatsu und Matsushima
[137] in einem Modellsystem aus Alanin und Glucose unter Rickfluss bis zu 0,9 nmol MelQx
und bis zu 4,2 nmol 4,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin nachweisen. Das Ergebnis von
Muramatsu und Matsushima, dass bel Anwesenheit von Alanin 4,8-DiMelQx die
Hauptkomponente ist, konnte in den von uns untersuchten Modellen, unter wasserarmen
Bedingungen, nicht bestétigt werden. Zwar ist MelQx bei der Verwendung von Glucose und
Alanin die Hauptkomponente der gebildeten HAAS, dennoch wird in Gegenwart von Alanin
deutlich weniger MelQx gebildet als beim Einsatz von Glucose und Glycin (vgl. Kap. 3.2.1,
Abb. 36). Auch wird bel der Verwendung von Glucose und Glycin, anders as bel der
Verwendung von Glucose und Alanin, 7,8-DiMelQx gebildet (vgl. Kap. 3.2.1, Abb. 36). Ein
Austausch einer Aminosaure kann somit zu unterschiedlichen HAAs flhren.

Aus Abbildung 56 geht hervor, dass auch beim Einsatz von Xylose und Alanin die
HAAs MelQx und 4,8-DiMelQx gebildet werden. Das Maximum der MelQx-Bildung wird
bei einem Molmengenverhdltnis Xylose zu Kreatinin von 0,75 beobachtet, wéhrend das
Maximum der 4,8-DiMelQx-Bildung sogar erst bel einem Molmengenverhdtnis Xylose zu
Alanin von 1,0 erreicht wird. Bei der Verwendung von Xylose und Alanin ist 4,8-DiMelQx
die Haupt- und MelQx die Nebenkomponente der nachgewiesenen HAAs. Maximal werden
dabel bis zu 0,4 nmol 4,8-DiMelQx und bis zu 0,3 nmol MelQx pro mmol Kreatinin
nachgewiesen. Beim Einsatz von Xylose und Glycin wurden in unseren Untersuchungen in
gleicher Weise bis zu 0,4 nmol 4,8-DiMelQx und bis zu 0,3 nmol MelQx pro mmol Kreatinin
nachgewiesen  (Kap. 3.21). Frandrup-Kuhr  untersuchte den Einfluss von
Zuckerabbauprodukten auf die HAA-Bildung. Dabel konnte er bei Verwendung von Furfural,
welches aus Pentosen entsteht, eine fordernde Wirkung auf die Bildung von 4,8-DiMel Qx
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feststellen. Auch konnten wir bei Abwesenheit eines reduzierenden Zuckers, gleichgultig
unter welchen Bedingungen, nie die Bildung von 4,8-DiMelQx beobachten. Auch en
Austausch von Glycin durch Alanin fuhrt bei Verwendung von Xylose zu identischen
Gehalten an 4,8-DiMel Qx.

Die Bildung von 7,8-DiMelQx ist hingegen stark abhangig von der vorliegenden
Aminosaure und ist nur in den Glycin enthaltenden Modellen, selbst bel Abwesenheit eines
reduzierenden Zuckers, beobachtet worden. 7,8-DiMelQx wird unabhéngig davon gebildet,
ob eine Hexose oder eine Pentose vorliegt (Kap. 3.2.5). Wahrend die Bildung von MelQx
insbesondere durch die Anwesenheit von Glucose geférdert wird (Kap. 3.2.1), hat die
Temperatur den grofdten Einfluss auf die Bildung von 4,8-DiMel Qx (Kap. 3.3.2).

Eine Erklarung, warum 4,8-DiMelQx unter hohen Erhitzungstemperaturen auch bel
der Verwendung von Hexosen und Glycin gebildet werden kann, kénnte darin bestehen, dass
mit steigender Temperatur neben der Bildung von Hydroxymethylfurfural (HMF) Gber
Fragmentierungen der reduzierenden Zucker die Anzahl der daraus hervorgehenden
Verbindungen wie z.B. Furfural zunimmt und dieses die 4,8-DiM el Qx-Bildung fordert [123].

Muramatsu und Matsushima [137] verwendeten alaninhaltige Modelle, bei denen
Ribose als Pentose eingesetzt wurde. Die Modellmischung wurde von ihnen unter Riickfluss
in Diethylenglykol/Wasser erhitzt (Kap. 3.1, Tabelle 8). Dabei wurde im Gegensaiz zu
unseren Untersuchungen mit Xylose in wasserarmen Modellen (vgl. Abb. 56) as
Nebenkomponente 1,5 nmol 4,8-DiMelQx und as Hauptkomponente 1,8 nmol MelQx pro
mmol Kreatinin gebildet. Die gebildeten Mengen von 4,8-DiMelQx und MelQx stehen also
hier bei Verwendung dieser Pentose etwaim Verhdtnis1: 1.

Auch bei der Verwendung von Alanin anstelle von Glycin ist in unseren
Untersuchungen ein ambivalentes Verhalten der reduzierenden Zucker auf die HAA-Bildung,
wenn auch nicht so ausgepragt (vgl. Kap. 3.2.1, Abb. 37 und 38), zu beobachten. Wie aus den
Abbildungen 55 und 56 hervorgeht, steigt von niedrigen Zuckerkonzentrationen ausgehend
die nachgewiesene Menge an HAAs mit Erhohung der Zuckerkonzentration zunéchst an,
wahrend sie bei hoheren Zuckerkonzentrationen wieder abnimmt. Bei einem dreifachen
molaren Uberschuss des reduzierenden Zuckers zu Kreatinin sind auch bei Verwendung von
Alanin als Aminoséaure keine HAAs mehr nachweisbar.

Ein Austausch von Glycin durch Alanin bewirkt insbesondere, dass kein 7,8-DiMel Qx
gebildet wird, die MelQx-Bildung geringer ausféllt und dafir 4,8-DiMelQx in den
Glucosemodellen gebildet wird. Die Gesamtmenge aller nachgewiesener HAAS ist bei der

Verwendung von Alanin geringer als bel der Verwendung von Glycin.
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3.3 Untersuchungen zur Bildung von HAAs aus Zwischenstufen der

M aillar d-Reaktion

Gemd? der ,Las-VegasHypothese® sind  Methylpyridin bzw. Methylpyrazin,
Streckeraldehyd und Kreatinin Vorstufen fir die Bildung der HAAs (Kap. 1.2.2 Abb. 8a).
Bereits Lee [35] hatte 2-Methylpyridin, Kreatinin und Methylglyoxal in Diethylenglykol unter
Rickfluss miteinander reagieren lassen und dabei 1Q nachgewiesen. Dawir in den Glycin as
Aminokomponente enthaltenden Xylosemodellen 4,8-DiMelQx nachweisen konnten und
dieser Befund nicht mit dem von Jagerstad vorgeschlagenen Reaktionsweg zu vereinbaren ist,
haben wir verschiedene Pyrazine und Kreatinin wahlweise mit Formaldehyd oder
Acetaldehyd in aquimolaren Verhaltnissen in Wasser gelost und entsprechend erhitzt, um zu
Uberprifen, ob 4,8-DiMel Qx tatséchlich nur aus Acetaldehyd gebildet werden kann, oder aber
die Bildung unter gewissen Bedingungen auch bei Anwesenheit von Formaldehyd mdglich
ist. Da in den von uns vorher untersuchten Modellen nur Glycin eingesetzt wurde, war der
einzige Streckeraldehyd, der gebildet werden konnte, Formaldehyd. Mit diesem unter Einsatz
von Formaldehyd durchgefihrten Versuch soll untersucht werden, inwieweit Formaldehyd in
einer Nebenreaktion 4,8-DiMelQx bilden kann. Demgegeniber wirde die Beteiligung von
Acetaldehyd als dem Strecker-Abbauprodukt von Alanin in Ubereinstimmung mit der , Las-
Vegas-Hypothese* 4,8-DiMel Qx als Hauptprodukt entstehen.

Es erhebt sich grundsétzlich die Frage, in wie welit die Streckeraldehyde fur die Art der
gebildeten HAAs verantwortlich sind und ob der Reaktionsweg von Jagerstad (Kap. 1.2.2
Abb. 8a) nur einen Teilausschnitt der HAA-Bildung wiedergibt, da bel der Verwendung von
Glycin die Bildung von 4,8-DiMelQx in unseren wasserarmen Modellen zum Teil als
Hauptprodukt nachgewiesen werden kann.

Zwangslaufig musste dann neben dem von Jagerstad vorgeschlagenen Reaktionsweg
noch ein weiterer, bisher unbekannter Reaktionsweg zur HAA-Bildung existieren.

Die Reaktion erfolgte in geschlossenen Geféf3en, da die Aldehyde, Pyridine und
Pyrazine leicht fltchtig sind. Wahrend 6 h bei 120 °C haben wir die Aldehyde, Pyridine bzw.
Pyrazine und Kreatinin zusammen erhitzt, um herauszufinden, ob sie als Vorstufen fur die
Bildung von HAAs in Betracht kommen. Unter den genannten Bedingungen konnten jedoch
keine HAAs nachgewiesen werden. An deren Stelle erhielten wir andere Verbindungen, die
von uns weder in Modellsystemen noch in Reaktionsaromen nachgewiesen wurden und auch
keiner uns bekannten Verbindung zugeordnet werden konnten. Beim Einsatz von
Acetaldehyd, 2-Methylpyridin, 2-Methylpyrazin oder 2,5-Dimethylpyrazin und Kreatinin als
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Vorstufen entstanden UV-aktive Substanzen mit einem Haupt- und Nebenmaximum bei 240
nm und 290 nm. Beim Einsatz von Formaldehyd, 2-Methylpyridin, 2-Methylpyrazin oder
2,5-Dimethylpyrazin und Kreatinin als Vorstufen wurden UV-aktive Substanzen mit einem
Maximum bei 310 nm beobachtet. Die 1Qs und 1Qxs haben jedoch ein Maximum bei 265 nm,
wahrend die Maxima von PhiIP bel 230 nm und 330 nm liegen. Auch bei der Verwendung
eines elektrochemischen Detektors (Kap. 2.5.2.2), der zum Nachweis der elektroaktiven
Aminoimidazochinoline (IQs) und —chinoxaline (1Qxs) herangezogen werden kann, war kein
Signal zu erkennen. Eine Uberlagerung der gesuchten HAAs durch andere UV-aktive
Substanzen konnte somit ausgeschlossen werden.

Nyhammar [34] schlug einen Reaktionsweg vor, bei dem die Streckeraldehyde zuerst
mit Kreatinin reagieren und dann mit den Methylyrazinen bzw. Methylpyridinen zu den
HAAs welterreagieren (Kap. 1.2.2, Abb. 8b). Wir haben deshalb die Reaktionsschritte
getrennt. Im ersten Ansatz wurde jewells nur ein Tell der Reaktanden, néamlich Pyridine bzw.
Pyrazine mit den Aldehyden, Pyrazine bzw. Pyridine mit Kreatinin und die Aldehyde mit
Kreatinin in geschlossene Gefélle gegeben und 6 h bel 120 °C erhitzt. Im néchsten Schritt
wurden diese ersten Reaktionsansdtze mit der jeweils fehlenden Vorstufe versetzt und ein

zweitesMa 6 h bei 120 °C erhitzt. Auch hier wurden keine HA As nachgewiesen.

3.4 Untersuchung der Bildung von HAAs be der Verwendung von

Arginin anstelle von Kreatinin

Da inzwischen Verdffentlichungen zu Lebensmitteln vorliegen, die weder Kreatin
noch Kreatinin enthalten, in denen aber dennoch HA As nachgewiesen werden konnten, wurde
in Betracht gezogen, ob HAASs auch unter Betelligung von ,, Guanidino®-Komponenten wie
z.B. Arginin gebildet werden konnen [46].

In Anlehnung an unsere vorangegangenen Untersuchungen wollten wir uns auf
Modellsysteme beschranken, in denen Glycin und Arginin im molaren Verhdltnisvon 1: 1
und in denen Glucose, Glycin und Arginin im molaren Verhaltniss von 0,5 : 1 : 1 vorlagen.
Die Komponenten wurden auf Avicel aufgetragen und der aw-Wert auf 0,75 eingestellt. Die
Erhitzung erfolgte zum einen sechs Stunden bei 120 °C und zum anderen eine Stunde bel 150
°C in geschlossenen Geféf3en. In keinem der von uns untersuchten wasserarmen Modelle
konnten HAAs nachgewiesen werden.
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3.5 Untersuchung der Bildung von HAAs be der Verwendung von

Ammoniumionen anstelle von Aminosauren

In unseren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass entgegen der gangigen
Bildungshypothese von Jagerstad (Kap 1.2.2, Abb. 8a) neben den Aminosauren die Art der
reduzierenden Zucker einen Einfluss auf die Art der gebildeten HAAs hat (Kap. 3.2.5).

Aus den reduzierenden Zuckern und Aminosduren entstehen Methylpyridine bzw.
-pyrazine und Streckeraldehyde, aus denen geméald der Bildungshypothese von Jagerstad
HAAs gebildet werden (Kap. 1.2.2, Abb. 8a). Wir haben den Einfluss dieser Vorstufen auf die
HAA-Bildung untersucht, konnten dabei aber keine HAA-Bildung feststellen (Kap. 3.3).

Frandrup-Kuhr [123] verwendete uniform '*C-markierte Glucose, Glycin und
Kreatinin in den Molmengenverhédltnissen 0,5 : 1 : 1 in wasserarmen Modellsystemen und
konnte dabei nach Erhitzung die Bildung von MelQx sowohl mittels LC-MS (Kap. 2.7) as
auch nach Derivatisierung mittels GC-MS (Kap. 2.6) beobachten. Die Masse des aus der
isotopenmarkierten Glucose gebildeten MelQx war um genau 7 Einheiten hoher als bel
kéuflichem MelQx. Nach der von Jagerstad postulierten Bildungshypothese dirfte die Masse
aber nur um maximal 6 Einheiten erhtht sein, da zumindest ein Kohlenstoffatom dem Glycin
bzw. dem durch die Strecker-Reaktion gebildeten Formaldehyd entstammen misste.

Aus den oben genannten Grinden ist es also naheliegend, dass zumindest unter
wasserarmen Bedingungen, im Maximum der HAA-Bildung (Kap. 3.2.1, Abb. 36), die durch
die Strecker-Reaktion gebildeten Aldehyde keinen wesentlichen Einfluss auf die HAA-
Bildung haben kénnen, sondern in erster Linie die Glucose bzw. die aus ihr durch die
Maillard-Reaktion hervorgehenden Abbauprodukte wie z.B. Methylglyoxal. Dennoch sind die
Aminosauren, wie zahlreiche Untersuchungen belegen (Kap. 3.1 Tabelle 8), mal3geblich an
der Bildung von HAAs beteiligt. Des Weiteren konnte auch bei Abwesenheit von
reduzierenden Zuckern die Bildung von HAAs beobachtet werden (Kap. 3.1, Tabelle 8), was
auch durch unsere Untersuchungen bestétigt wurde (Kap. 3.2.1, 3.25 und 3.2.6).
Unumstritten ist auch, dass die Aminosduren fur die Bildung von Methylpyridinen und —
pyrazinen verantwortlich sind, da sie as Stickstoffquelle benttigt werden (Kap. 1.2.2,
Abb. 7).

Die Bildung von Methylpyridinen und -pyrazinen kann in Gegenwart von
reduzierenden Zuckern statt aus Aminosduren auch aus Ammoniumionen erfolgen. Der
wesentliche Unterschied ist aber, anders as bel der Verwendung von Aminosduren, dass
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hierbei keine Streckeraldehyde entstehen. Auch wurde von lowaka [120] die Bildung
mutagener Artefakte bei Anwesenheit von Ammoniumionen beobachtet.

Ausgehend von unseren Untersuchungen (Kap. 3.2.5, 3.2.6 und 3.3) und denen von
Frandrup-Kuhr [123] war es somit naheliegend, dass HAAS unter wasserarmen Bedingungen
auch bei Anwesenheit von Ammoniumionen neben reduzierenden Zuckern und Kreatinin
gebildet werden konnen und insbesondere die Kettenlange des reduzierenden Zuckers fur die
Art des gebildeten HAAs verantwortlich ist (Kap. 3.2.5).

In  unseren Untersuchungen haben wir deshalb Glucose bzw. Xylose,
Ammoniumchlorid bzw. Ammoniumacetat und Kreatinin in den Molmengenverhaltnissen
0,5:1: 1 auf Avicel aufgetragen, den aw-Wert auf 0,75 eingestellt und 6 Stunden bel 120 °C
in geschlossenen Geféf3en erhitzt. In keiner der von uns untersuchten Proben konnten wir
jedoch die Bildung von HAAs beobachten.
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4  Einflussder Ascorbinsaure auf die HAA-Bildung

4.1 Einleitung

Da die Bildung der HAAS uUber Streckeraldehyde verlauft (Kap. 1.2.2), wurde von
Johansson [47] der Einfluss von Speisedlen in Modellsystemen aus Glucose, Glycin,
Kreatinin in einem Molmengenverhaltnisvon 0,5: 1 : 1 in Anwesenheit geringer Mengen an
Eisensulfat untersucht. Dabel ging Johansson davon aus, dass die bei der Lipidoxidation
entstehenden Aldehyde entsprechend dem Bildungsschema fir die HAAs deren Bildung
fordern wirden. Falls aus der Lipidoxidation stammende Aldehyde die HAA-Bildung fordern
sollten, wirden reduzierend und antioxidativ wirkende Verbindungen wie Ascorbinsdure die
Bildung von HAAs unterdriicken. Die auf die HAA-Bildung hemmende Wirkung von
reduzierenden bzw. antioxidativen Verbindungen und Radikalfangern wurde auch durch
verschiedene Untersuchungen bestétigt, wobei aber auch héufig ein ambivalentes Verhaten
beobachtet wurde [47]. Demgegenuber fuhren radikalbildende Verbindungen zu einer
Erhohung der HAA-Bildung. In Modellsystemen aus Glycin, Glucose, Kreatinin und
Speisedl, die in geschlossenen Geféfen bei 180 °C erhitzt wurden, forderten Eisenionen die
HAA Bildung. Bei einem Zusatz von Antioxidantien wurde von Johansson wider Erwarten
eine erhohte Bildung von HAAs in Modellsystemen beobachtet. Die Ascorbinsdure zeigte ein
unterschiedliches Verhalten. Bel einem Ascorbinsdurezusatz von 10 ppm war lediglich eine
geringftgige Erhdhung der MelQx- Bildung zu beobachten, wahrend bei 100 ppm keine und
bei 1000 ppm eine deutliche Erniedrigung um 80%, im Vergleich zum ascorbinsaurefreien
Kontrollmodell erfolgte. Andere Antioxidantien zeigten dagegen kein derartiges Verhalten
bezlglich der Unterdriickung der HAA-Bildung, sondern forderten zum Teil die MelQx-
Bildung deutlich. Dass somit nur die reduzierende Wirkung der Ascorbinsdure die
Hauptursache fur die Unterdrickung der HAA-Bildung sein soll, erscheint somit als
fragwdrdig.

Vollenbroker [46] untersuchte den Einfluss der Ascorbinséure im Rahmen der
Herstellung von Reaktionsaromen, da Ascorbinsaure bel deren Herstellung verwendet wird
und bei der Herstellung von Fleischerzeugnissen allgemein als Zusatzstoff eingesetzt werden
darf.

Dabel wurden 3 g Fleischextrakt mit 600 mg Ascorbinsaure versetzt, der Wassergehalt
auf 65% eingestellt und der so behandelte Fleischextrakt 6 h bei 120 °C erhitzt. In diesem

Reaktionsaroma war im Vergleich zu den Modellen von M. Johansson kein reduzierender
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Zucker vorhanden. Im Vergleich zu erhitztem Fleischextrakt erhthte sich die Mel Qx-Bildung
durch den Ascorbinzusatz um 50%.

Schoch [135] untersuchte den Einfluss eines Zusatzes von Ascorbinsdure auf die
HAA-Bildung in Fleisch und Fleischerzeugnissen. Dabei konnte er teils eine fordernde, teils
eine hemmende Wirkung auf die HAA-Bildung beobachten.

Bel der Herstellung von Fleischerzeugnissen und Reaktionsaromen ist also aufgrund
der Beobachtungen von Johansson [47], Vollenbroker [46] und Schoch [135] mit einem
Einfluss der Ascorbinsaure auf die HAA-Bildung zu rechnen.

Ascorbinsaure wird bei erhohter Temperatur abgebaut. Deren Abbauprodukte sind
z.B. 2,3-Diketogulonsdure, Xyloson, 4-Desoxypentoson, Ethylglyoxa, Methylglyoxal,
Diacetyl sowie verschiedene Reduktone. Ascorbinsaure kann im Rahmen der Maillard-
Reaktion mit Aminosauren direkt oder Uber ihre Abbauprodukte reagieren (Abb. 57).

Der Abbau der Ascorbinsdure kann sowohl oxidativ als auch nichtoxidativ erfolgen
(Abb. 58), wobei der oxidative Abbau rascher erfolgt und von den Schwermetallionen Kupfer
und Eisen katalysiert wird. Die wahrend des Ascorbinsdureabbaus entstehenden
Abbauprodukte werden auch von reduzierenden Zuckern beim Erhitzen wahrend der
Maillard-Reaktion gebildet.

Beim oxidativen Abbau der Ascorbinsdure entstehen bevorzugt Methylglyoxal,
Diacetyl und Etylglyoxal (Abb. 58). Der Einfluss dieser drei Verbindungen auf die HAA-
Bildung wurde auch von Frandrup-Kuhr [123] untersucht. Nach dessen Untersuchungen
fordert Methylglyoxal unter wasserarmen Bedingungen und bei Anwesenheit von Glycin und
Kreatinin die MelQx-Bildung, Diacetyl die Bildung von 7,8-DiMe-10Qx.

Die Geschwindigkeit des nichtoxidativen Ascorbinsiureabbaus ist bei einem pH-Wert
von 4 maximal und bel einem pH-Wert von 2 minimal. Kurata et al. [134] konnte wahrend
des nichtoxidativen Abbaus der Ascorbinsaure die Bildung von 3-Desoxypentosulose und
3,4-Didesoxypentosulose beobachten (Abb. 58). Diese reagieren zu Furfural. Frandrup-Kuhr
beobachtete, dass Furfural die Bildung von 4,8-DiMelQx fordert [123]. Liegen Aminosauren
vor, erfolgen weitere Schritte der Maillard-Reaktion (Abb. 57).

Reduzierende Zucker verhalten sich, wie bereits in Kapitel 1.3.4 ausgefiihrt, bei der
HAA-Bildung ambivalent. Bel einem molaren Verhdtnis von reduzierendem Zucker,
Aminosaure und Kreatinin von 0,5 : 1 : 1 liegt das Maximum der HAA-Bildung vor (Kap.
3.2.1). Bei hoheren und niedrigeren Zuckergehalten verringert sich die HAA-Bildung.

Wir vermuten, dass die reduzierende Wirkung der Ascorbinsdure fir das scheinbar

widerspruchliche Verhalten, dass bei ihrer Anwesenheit in Modellen [47] eine Unterdriickung
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und bei der Verwendung von Fleischextrakt [46] eine Forderung der HAA-Bildung
beobachtet wurde, von untergeordneter Bedeutung ist, und der Hauptgrund hierfur die unter
Hitzeei nwirkung entstehenden Abbauprodukte sind.
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Abb. 58 Abbau der Ascorbinsaure [141]

Bel den von M. Johansson untersuchten Modellen wurden die molaren Verhaltnisse
von Glucose zu Glycin und Kreatinin so gewdahlt, dass die HAA-Bildung maximal war.
Weitere Folgeprodukte, wie sie aus dem Ascorbinsaureabbau entstehen kénnen, wirden somit
die HAA-Bildung unterdriicken, da dann nicht mehr die optimalen Mengenverhéltnisse der
Reaktanden vorliegen. Bei den Reaktionsaromen, die M. Vollenbroker untersuchte, war kein
reduzierender Zucker vorhanden. Folgeprodukte, die aus der Ascorbinsaure entstehen kénnen,
mussten dann die HAA-Bildung fordern.

Weliterhin gehen wir davon aus, dass die Ascorbinsdure nicht nur einen indirekten
Einfluss auf die HAA-Bildung aufweist, sondern analog zu den reduzierenden Zuckern
(Kap. 1.2.2), bei der Bildung direkt oder tber ihre Abbauprodukte beteiligt ist.

Unser Zidl ist es, den ambivalenten Charakter der Ascorbinsaure zu betrachten und zu

ermitteln, bei welchen molaren Verhatnissen die HAA-Bildung am gréfdten ist und wann eine
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vollige Unterdrickung der HAA-Bildung erfolgt. Weiterhin interessiert uns der Einfluss des
pH-Wertes, von Schwermetallionen (Kupfer, Eisen), von oxidativen und nicht oxidativen
Bedingungen, sowie der Einfluss der Temperatur und des aw-Wertes.

4.2 Einflussder Ascorbinsaure auf die HAA-Bildung im wassrigen

Milieu

4.2.1 Einflussder Molmengenverhaltnisse

Bei dieser Versuchsreihe wollten wir, anders as bei Vollenbroker (4.1), auf
Fleischextrakt verzichten und wahlten somit eine vereinfachte Matrix, die mit den
Untersuchungen zum Einfluss reduzierender Zucker auf die HAA-Bildung verglichen werden
konnte. Modellmischungen aus Ascorbinsaure, Glycin und Kreatinin auf Avicel wurden in
verschlief3baren Zentrifugengl&sern in Phosphatpuffer (pH 7) gelost, auf einen Wassergehalt
von 65 % eingestellt und 6 h bei 125 °C im Trockenschrank erhitzt. Die Bedingungen wurden
so gewahlt, um den von Vollenbroker gewéhlten Bedingungen bei seinen Untersuchungen des
Einflusses der Ascorbinsdure auf die HAA-Bildung in Reaktionsaromen moglichst nahe zu
kommen.

Wir gingen davon aus, dass auch ohne Anwesenheit eines reduzierenden Zuckers
HAAs gebildet werden missten. Tatséchlich konnten wir, wie aus Abbildung 59 hervorgeht,
in Anwesenheit von Ascorbinsaure unter wassrigen Bedingungen bis zu 0,12 nmol MelQx pro
mmol Kreatinin nachweisen. In wasserarmen Systemen konnte von uns bei gleicher
Temperatur und Erhitzungsdauer bis zu 0,6 nmol MelQx pro mmol Kreatinin nachgewiesen
werden (Kap. 4.3.1).

Die Bildung anderer HAAs konnte unter wassrigen Bedingungen nicht nachgewiesen
werden. Wie bei den reduzierenden Zuckern (Kap. 3.2.1) konnten wir einen ambivalenten
Einfluss der Ascorbinsdure auf die HAA-Bildung in Abhangigkeit von den
Molmengenverhdtnissen zu Kreatinin beobachten. Das Maximum der HAA-Bildung lag wie
bei den reduzierenden Zuckern bei einem Molmengenverhdltnis von Ascorbinséure zu
Kreatinin von 0,5 : 1. Wurde das Molmengenverhdtnis von Ascorbinsaure zu Kreatinin auf
1,5 erhoht, konnte kein Mel Qx mehr nachgewiesen werden.

Die von Johansson verwendeten Molmengenverhétnisse von Glucose zu Glycin und
Kreatinin betrugen 0,5 : 1 : 1, wobel eine maximale HAA-Bildung erfolgte (Kap. 3.2.1).
Durch einen Zusatz weiterer Carbonylverbindungen entfernt man sich von diesem Maximum
und es erfolgt zwangsléufig eine Unterdriickung der HAA-Bildung. In analoger Weise kann
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somit erklart werden, warum in dem von Johansson beschriebenen, das optimale Verhdltnis
der Reaktanden aufweisenden Modellsystem bei Ascorbinsurezusatz eine deutliche
Unterdriickung der MelQx-Bildung beobachtet wurde (Kap. 4.1), wahrend andere

Antioxidantien zu keiner Unterdrtickung fuhrten.
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Molmengenverhaltniss Ascorbinséure : Kreatinin

nmol MelQx / mmol Kreatinin

Abb. 59 Einfluss der molaren Verhdtnisse Ascorbinsdure : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem
wassrigen Moddlsystem;  65%  Wassergehdt;  Phosphatpuffer pH 7,000  molar;
Glycin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml;
verschlossen

Der von Vollenbroker verwendete Fleischextrakt enthielt 7,3 g Kreatinin pro 100g
Fleischextrakt. Da von Vollenbroker zu 3 g Fleischextrakt 600 mg Ascorbinséure zugesetzt
wurden, betrug das Molmengenverhdtnis von Ascorbinsaure zu Kreatinin 1,76. Bei einem
solchen Molmengenverhdtnis konnten wir in unseren wassrigen Modellen keine HAA-
Bildung mehr nachweisen. Da von Vollenbroker keine weiteren Untersuchungen bei anderen
Molmengenverhéltnissen von Ascorbinsaure zu Kreatinin in Fleischextrakt durchgefihrt
wurden, konnte von ihm auch kein ambivalentes Verhalten der Ascorbinsaure bei der HAA-
Bildung festgestellt werden.
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Das beschriebene Reaktionsverhalten der Ascorbinsaure bei der HAA-Bildung liefert
aber dennoch eine Erkldrung, warum bei einem Zusatz zu Fleischextrakt, der frei von
reduzierenden Zuckern ist, vermehrt Mel Qx gebildet werden kann.

4.2.2 Einflussdes pH-Wertes

Die Geschwindigkeit des nichtoxidativen Ascorbinsiureabbaus ist bei einem pH-Wert
von 4 maxima und bel einem pH-Wert von 2 minima (Kap. 4.1). Deshalb haben wir
wassrige Modelle aus Ascorbinsdure, Glycin und Kregtinin bei verschiedenen pH-Werten
untersucht (Abb. 60). Die Molmengenverhaltnisse von Ascorbinsaure, Glycin und Kreatinin
betrugen dabei 0,5 : 1 : 1, da hier eine maximale Bildung von MelQx beobachtet wurde
(Kap. 4.2.1). Als Puffer haben wir eine Losung aus Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
und Pentanatriumtriphosphat (0,03 molar) gewdahlt und den pH-Wert mit Phosphorsdure
eingestellt. Die Temperatur betrug 125 °C bei einer Erhitzungsdauer von 6 Stunden in
geschlossenen Gefalden.
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Abb. 60 Einfluss des pH-Wertes auf die HAA-Bildung in einem waéssrigen Modellsystem;
Polyphosphatpuffer 0,03 molar; Ascorbinsdure : Glycin : Kreatinin 0,5 : 1: 1; 125 °C; 6 h im
Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugengléser 80 ml; verschlossen

nmol MelQx / mmol Kreatinin

pH

Aus Abbildung 60 geht hervor, dass mit einer Erniedrigung des pH-Wertes eine
Verminderung der MelQx-Bildung einhergeht. Bel einem pH-Wert von 7 betragt unter den

110



hier gewdahlten Versuchsbedingungen die maxima nachgewiesene Menge an MelQx
0,11 nmol pro mmol Kreatinin. Ab einem pH-Wert von 4, bei dem der nichtoxidative Abbau
der Ascorbinsdure mit maximaer Geschwindigkeit erfolgt, sind keine HAAs mehr
nachweisbar. Bel einer weiteren Erniedrigung des pH-Wertes auf 2, bel dem der
nichtoxidative Abbau der Ascorbinsdure mit minimaler Geschwindigkeit erfolgt, sind
ebenfalls keine HAAs mehr nachweisbar.

Aufgrund der oben genannten pH-Abhéngigkeit des nichtoxidativen
Ascorbinséureabbaus ist die Uber diesen Abbauweg erfolgende HAA-Bildung eher
unwahrscheinlich, zumal aus der hierlber entstehenden 3,4-Desoxypentusolose Furfural
gebildet wird, das die Bildung von 4,8-DiMelQx férdern wirde [123]. Vielmehr scheint die
HAA-Bildung Uber die in Abbildung 57 dargestellte Maillard-Reaktion zu laufen.

4.3 Einflussder Ascorbinsaure auf die HAA-Bildung unter wasser ar men

Bedingungen

4.3.1 Einflussdes Molmengenverhaltnisses

Bel unseren Untersuchungen zum Einfluss der Ascorbinséure auf die HAA-Bildung
im wassrigen Milieu konnten nur bis zu 0,12 nmol MelQx pro mmol Kreatinin nachgewiesen
werden (Kap 4.2.1). Andere HAAs konnten nicht gefunden werden.

Bel unseren Untersuchungen des Einflusses reduzierender Zucker auf die HAA-
Bildung konnten wir feststellen, dass unter wasserarmen Bedingungen etwa die zehnfache
Menge an HAAs im Vergleich zum wassrigen Milieu (Kap. 3.2.3) gebildet wird. Des
Weiteren konnten beim Einsatz von reduzierenden Zuckern, Glycin und Kreatinin neben
MelQx auch 7,8-DiMel Qx und 4,8-DiMel Qx nachgewiesen werden (Kap. 3.2.5).

Da wir davon ausgehen, dass sich die Ascorbinséaure bei der HAA-Bildung analog zu
den reduzierenden Zuckern verhdt, haben wir in den folgenden Untersuchungen wasserarme
Bedingungen gewahlt und den aw-Wert auf 0,75 eingestellt. Als Tragermatrix diente uns
Avicd. Weiterhin wurden Glycin und Kreatinin im Molmengenverhdltnisvon 1 : 1 eingesetzt.
Die Erhitzungstemperatur betrug dabel einheitlich 125 °C, die Erhitzungsdauer 6 Stunden.
Bel unseren Untersuchungen zum Einfluss des pH-Wertes auf die HAA-Bildung unter
Verwendung von Ascorbinsdure haben wir einen Anstieg der HAA-Bildung mit steigendem
pH-Wert beobachtet (Kap. 4.2.2). Somit entschieden wir uns, neben der Ascorbinsdure auch
Natriumascorbat einzusetzen.
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Aus Abbildung 61 geht hervor, dass bei Verwendung von Ascorbinsdure maximal
0,56 nmol MelQx pro mmol Kreatinin und 0,49 nmol 7,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin
gebildet werden. Andere HAAs werden nicht nachgewiesen. Das Maximum der HAA-
Bildung wird, in Analogie zu reduzierenden Zuckern, bei den Molmengenverhaltnissen
Ascorbinsaure zu Glycin zu Kreatinin von 0,5 : 1 : 1 erreicht. Wird das entsprechende
Molmengenverhdtnis auf 3 : 1 : 1 erhoht, kénnen maximal nur noch 0,03 nmol MelQx pro
mmol Kreatinin nachgewiesen werden. Das HAA-Spektrum &hnelt dem der Glucose bzw.
einer Hexose, da die Bildung von MelQx und 7,8-DiMelQx erfolgt; 4,8-DiMelQx wird
hingegen wie bei den Pentosen nicht gebildet (Kap. 3.2.5). Unter identischen Bedingungen
wurde beim Einsatz von Glucose anstelle der Ascorbinsaure 1,5 nmol MelQx und 0,3 nmol
7,8-DiMelQx pro Mol Kreatinin gebildet (vgl. Kap. 3.2.1), was auf eine verminderte Bildung
von Methylglyoxal, dafir aber auf eine vermehrte Bildung von Diacetyl [123] hindeutet.
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ADbb. 61 Einfluss der molaren Verhdtnisse Ascorbinsdure : Kreatinin auf die HAA-Bildung in einem

wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank; aw=0,75;
verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml; verschlossen
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Abb. 62 Einfluss der molaren Verhdtnisse Natriumascorbat : Kreatinin auf die HAA-Bildung in

einem wasserarmen Modellsystem; Glycin : Kreatinin (1 : 1); 125 °C; 6 h im Trockenschrank;
aw=0,75; verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml; verschlossen

Aus Abbildung 62 geht hervor, dass bei der Verwendung von Natriumascorbat im
Vergleich zur Ascorbinsaure (s. Abb. 61) fast die doppelte Menge an HAAs gebildet wird.
Dabel werden maximal 1,1 nmol MelQx und 0,77 nmol 7,8-DiMelQx pro mmol Kreatinin
gebildet. Das Maximum der HAA-Bildung wird ebenfalls bei den Molmengenverhdtnissen
Natriumascorbat zu Glycin zu Kreatinin von 05 : 1 : 1 erreicht. Wird das
Molmengenverhanis von Natriumascorbat zu Glycin zu Kreatinin auf 3 : 1 : 1 erhoht, kénnen
maxima nur noch 0,07 nmol MelQx und 0,03 nmol 7,8-DiMelQx pro Mol Kreatinin
nachgewiesen werden.

Auch bel Verwendung von Natriumascorbat ghnelt das HAA-Spektrum dem unter
Verwendung von Glucose oder Fructose erhatenen Spektrum. Esist somit unwahrscheinlich,
dass unter wasserarmen Bedingungen der Reaktionsweg der HAA-Bildung bevorzugt Gber die
Pentosulosen (Kap. 4.1, Abb. 57 und 58) verlauft, da hierbei anders as bei den Pentosen
(Kap. 3.2.5) kein 4,8-DiMel Qx gebildet wird.

Der oxidative Abbauweg (Kap. 4.1 Abb. 58) der Ascorbinsdure Uber die
Dehydroascorbinsaure unter Bildung von Methylglyoxa und Diacetyl as Vorstufen zur
Bildung von MelQx und 7,8-DiMelQx scheint somit gegentber dem nichtoxidativen
Abbauweg bevorzugt zu sein, da Methylglyoxa die Bildung von MelQx und Diacetyl die
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Bildung von 7,8-DiMelQx fordert. Wahrend des nichtoxidativen Abbaus der Ascorbinsdure
entsteht nach Suramatsu [134] 3-Desoxypentosulose und 3,4-Desoxypentosulose (Kap. 4.1,
Abb. 58), die zu Furfural weiterreagieren (Kap. 4.1, Abb. 57). Furfural fordert jedoch nach
Frandrup-Kuhr die Bildung von 4,8-DiMelQx [123].

Diese Ergebnisse deckten sich auch mit den Beobachtungen, die bel den Versuchen
zum Einfluss des pH-Wertes auf die HAA-Bildung unter Verwendung von Ascorbinsaure im
wassrigen Milieu gemacht wurden (Kap. 4.2.2). Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass
die ersten Schritte der HAA-Bildung Uber die Reaktion der Ascorbinsaure bzw. deren
Abbauprodukte mit den Aminosduren erfolgen (Kap. 4.1, Abb. 57). Bei Verwendung von
Ascorbinsaure unter wasserarmen Bedingungen (aw-Wert = 0,75) werden deutlich mehr
HAAs gebildet as unter wassrigen Bedingungen (Kap. 4.2.1). Unter diesen Bedingungen ist
die Reaktionsgeschwindigkeit der Maillard-Reaktion am grofiten.

4.3.2 Einflussvon Schwermetallionen auf die HAA-Bildung

Johansson [47] untersuchte den Einfluss von Schwermetallionen und Antioxidantien
auf die HAA-Bildung in Modellsystemen, die aus Glucose, Glycin und Kreatinin in den
Molmengenverhdtnissen 0,5 : 1 : 1 zusammengesetzt waren. Des Weiteren wurden den
Modellen Speisedl zugesetzt, da man davon ausging, dass Schwermetallionen den oxidativen
Abbau der Fettsduren zu Aldehyden fordern wirden. Die bei der Fettoxidation gebildeten
Aldehyde wirden gemald dem Bildungsweg von Jagerstad die Bildung der HAAS férdern
(Kap. 1.2.2). Tatsachlich wurde bei einem Zusatz von Eisen- und Kupferionen die HAA-
Bildung gefordert. In unseren Untersuchungen sollte die Wirkung von Schwermetallionen auf
die Bildung von HAAs in Ascorbinsdure bzw. Natriumascorbat, Glycin und Kreatinin in den
Molmengenverhdtnissen von 0,5 : 1 : 1 enthaltenen Modellsystemen studiert werden. Unsere
Uberlegungen gingen davon aus, dass Ascorbinsaure in Gegenwart von Schwermetallionen
wie Eisen- und Kupferionen rasch in Dehydroascorbinsiure, die als Dicarbonylverbindung zu
einer beschleunigten Bildung von HAAs fihren sollte, Ubergefiihrt wird. In unseren
Versuchen wahlten wir die Mengen der den Modellmischungen vor der Gefriertrocknung
zuzuftigenden Eisen- und Kupferionen in Anlehnung an die in Fleischextrakt nachgewiesenen
Mengen, die sich im Bereich der molaren Verhdtnisse von Schwermetallionen zu Kreatinin
zwischen 2x10™* und 4x10° bewegen [132]. Fiir unsere Modelle wahlten wir einen weiteren
Bereich, und zwar bei den Werten 10, 10 und 10 liegende molare Verhaltnisse zwischen
Schwermetallion und Kreatinin. Der aw-Wert der gefriergetrockneten Modellsysteme wurde
auf 0,75 eingestellt. Anschlief3end wurden die Modelle fir 6 Stunden bel 125 °C erhitzt.
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Abb. 63 Einfluss von Schwermetallionen auf die prozentuale Zunahme der MelQx-Bildung in einem
wasserarmen  Avicel-Modellsystem (aw = 0,75); Ascorbinsdure Glycin : Kredtinin
05:1: 1 125 °C; 6 h im Trockenschrank; Metallionenkonzentrationen: 10, 103, 102 mmol pro
mmol Kreatinin, verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml; verschlossen
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ADbb. 64 Einfluss von Schwermetallionen auf die prozentuale Zunahme der MelQx-Bildung in einem
wasserarmen Avicel-Modellsystem (aw = 0,75); Natriumascscorbat : Glycin : Kreatinin (0,5: 1 : 1);
125 °C; 6 h im Trockenschrank; Metallionenkonzentrationen: 10* 10%, 102 mmol pro mmol
Kreatinin, verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml; verschlossen
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Wie aus den Abbildungen 63 und 64 hervorgeht, war bei den in Fleischextrakt
ublichen Konzentrationen an Metallionen weder bei der Verwendung von Eisen- noch von
Kupferionen eine nennenswerte Erhéhung der Mel Qx-Bildung zu beobachten. Erst bei einem
Molmengenverhaltnis von Schwermetallionen zu Kreatinin von 102 wird 6 - 7 % mehr

MelQx nachgewiesen a's bei Modellmischungen ohne Schwermetallionen.

4.3.3 Einfluss des aw-Wertes auf die HAA-Bildung

Bel der Verwendung von Ascorbinsaure wurden unter wasserarmen Bedingungen in
den von uns verwendeten Modellen deutlich mehr HAAs nachgewiesen as im wassrigen
Milieu (Kap. 4.2). Bei Verwendung von Glucose bzw. Xylose hatte der aw-Wert einen
deutlichen Einfluss auf die Mengen der gebildeten HAAs (Kap.3.2.3). Aufgrund dieser
Ergebnisse gingen wir davon aus, dass der aw-Wert auch beim Einsatz von Ascorbinsdure
analog zu den reduzierenden Zuckern einen entsprechenden Einfluss auf die HAA-Bildung
haben musste.

Die vorausgegangenen Untersuchungen zum Einfluss der Ascorbinsaure auf die HAA-
Bildung haben ergeben, dass sich die Ascorbinsdure unter den von uns verwendeten
Bedingungen (Kap. 4.2.1 und 4.3.1) hierbel wie ein reduzierender Zucker verhdt. Die
Zusammensetzung der beim Einsatz von Ascorbinsiure erhaltenen HAAs &hnelt hierbei
einem beim Einsatz einer Hexose erhaltenen Spektrum (vgl. Kap. 3.2.5), da zwar MelQx und
7,8-DiMelQx nachgewiesen kdnnen, nicht aber 4,8-DiMelQx. Wie bereits in Kapitel 4.3.2
beschrieben wurde, ist aufgrund dieses Ergebnisses der nichtoxidative Abbauweg der
Ascorbinsaure (Kap. 4.1, Abb. 57 und 58) Uber die Pentosulosen wohl eher as
unwahrscheinlich anzusehen, da bel diesem Abbauweg Furfura entsteht, welches nach
Frandrup-Kuhr [123] die Bildung von 4,8-DiMel Qx fordert.

Bel den von uns durchgefihrten Untersuchungen zum Einfluss des aw-Wertes auf die
HAA-Bildung betrugen die molaren Verhdtnisse von Ascorbinsdure zu Glycin zu Kreatinin
0,5:1: 1. Die Erhitzung erfolgte bei 125 °C fur 6 Stunden.

Wie aus Abbildung 65 hervorgeht, ist die nachgewiesene Menge an HAAsS mit bis zu
1,0 nmol pro mmol Kreatinin bei enem aw-Wert von 0,75 am grofdten.
Zum Vergleich: Im wassrigen Milieu wurde unter den genannten Bedingungen ausschlief3lich
MelQx in einer Menge von 0,12 nmol pro mmol Kreatinin nachgewiesen. Ahnliche
Ergebnisse wurden bel den Untersuchungen des Einflusses des aw-Wertes auf die HAA-
Bildung bel der Verwendung von reduzierenden Zuckern (Kap. 3.2.3) erhalten.
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Abb. 65 Einfluss des aw-Wertes auf die Bildung von HAASs in einem Avicel-Modellsystem aus
Ascorbinsdure, Glycin und Kreatinin mit den molaren Verhdtnissen 0,5: 1: 1; T=125 °C;
Trockenschrank; Erhitzungsdauer 6 h
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5  Untersuchungen zur Bildung von HAAsin Reaktionsaromen

5.1 Einleitung

Laut Aromenverordnung [125] sind Reaktionsaromen , Erzeugnisse, hergestellt unter
Beachtung der nach redlichem Herstellerbrauch tblichen Verfahren durch Erhitzung einer
Mischung von Ausgangserzeugnissen, von denen mindestens eines Stickstoff (Aminogruppe)
enthalt und ein anderes ein reduzierender Zucker ist, wahrend einer Zeit von hochstens 15 min
auf nicht mehr als 180 °C.”

Bel der industriellen Herstellung von Reaktionsaromen werden in der Regel niedrigere
Temperaturen, aber dafir deutlich langere Zeitrdume angewendet. Es handelt sich damit
streng genommen nicht um Reaktionsaromen im Sinne der Aromenverordnung, was haufig zu
Kritik gefuhrt hat, da eine Bewertung tUber den F-Wert sinnvoller erscheint. Diese Produkte
werden aber dennoch unter der Bezeichnung , Reaktionsaroma' vertrieben, da sie unter
Verwendung der Richtlinien der IOFI (International Organization of the Flavor Industry)
[128] hergestellt wurden und diese Richtlinien als die ,nach redlichem Herstellerbrauch
Ublichen Verfahren* angesehen werden kénnen.

Je nach Geschmacks- und Geruchsrichtung unterscheidet man z.B. in Fleisch-, Brot-
und Kaffeearoma [129]. Als Ausgangssubstanzen werden Fleischextrakt, Soja- und
Hefehydrolysate, Aminosauren, reduzierende Zucker aber auch kohlenhydratreiche
Lebensmittel verwendet. Bei Fleischaromen werden auch haufig schwefelhaltige
Verbindungen wie Cystein, Methionin, Glutathion und Thiamin verwendet, da ihnen eine
besondere Bedeutung bei der Fleischreifung zukommt [130, 131].

Bei Temperaturen unter 140 °C handelt es sich um Niedertemperatur- und bei
Temperatureinwirkungen Uber 140 °C um Hochtemperaturaromen. Bei  ener
Temperatureinwirkung von nur wenigen Minuten bis zu einer halben Stunde handelt es sich
um Kurzzeit- und bei mehreren Stunden um Langzeitreaktionsaromen.

In der BRD sind die wichtigsten HAA-Vertreter, die taglich aufgenommen werden,
PhIP und MelQx [51] (Kap. 1.4). PhIP wird in groferen Mengen sowohl Uber
Zigarettenrauch als auch als Uber Verbrennungsabgase, aso als Umweltkontaminant, und
Uber die Nahrung aufgenommen. Bei MelQx hingegen kann man davon ausgehen, dass die
Aufnahme im Prinzip nur Gber die Nahrung erfolgen kann, in der es durch Erhitzung bereits
unter Ublichen Kochbedingungen ab 100 °C gebildet wird (Kap. 1.2.2). Die wichtigste
Voraussetzung hierfir ist das Vorhandensein von Kreatin bzw. Kreatinin z.B. in Fleisch,
worin es einen nennenswerten Bestandtell darstellt. So ist Kreatin bzw. Kreatinin in
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Fleischextrakt in Konzentrationen von 5,4 bis 8,2 g pro 100 g enthalten. Der Schwerpunkt
unserer Untersuchungen wurde somit auf Reaktionsaromen auf der Basis von Fleischextrakt
gesetzt, da bel der Verwendung dieser Komponente mit nennenswerten Gehalten an Mel Qx,
aber auch anderer HAAS, wie 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMel Qx zu rechnen ist.

In der Literatur wird zudem die Bildung der Comutagene Harman und Norharman in
erhitztem Fleischextrakt beschrieben [22]. In unseren vorangegangenen Untersuchungen mit
Hilfe von Modellsystemen (Kap. 3) konnten wir die Bildung dieser Verbindungen hingegen
nicht beobachten. Fir Harman und Norharman sind die Bildungswege weiterhin unklar.
Aufféllig ist aber, dass sie im Gegensatz zu anderen Aminocarbolinen (Kap. 1.2.1) schon
unter Kochbedingungen und nicht erst ab 300 °C in nennenswerten Mengen gebildet werden.
Insbesondere ein Uberschuss von Tryptophan in Fleischextrakt fiihrt zu einem erheblichen
Anstieg der Bildung von Harman und Norharman, wobei wasserarme Bedingungen die
Bildung fordern [22].

Mit Hilfe unserer Untersuchungen zur HAA-Bildung in Modellsystemen lassen sich
nur Rickschlisse auf die Bildung von MelQx, 7,8-DiMelQx und 4,8-DiMelQx in
Reaktionsaromen ziehen, nicht aber auf die Bildung anderer HAAS wie z.B. Harman und
Norharman.

Dawir uns in den folgenden Untersuchungen mit Reaktionsaromen auf der Grundlage
von Fleischextrakt beschéftigen, soll an dieser Stelle ndher darauf eingegangen werden.

Fleischextrakt wird aus den wasserl6slichen Bestandteilen des Fleisches gewonnen. Je
nach Herkunft des Fleisches handelt es sich um Rind-, Wal- oder Huhnerfleischextrakt. In
unseren Untersuchungen haben wir Rindfleischextrakt verwendet. Man gewinnt
Fleischextrakt, indem moglichst Knochen und sehnenfreies Fleisch im Gegenstromverfahren
bei 90 °C mit Wasser extrahiert werden. Das Fett wird durch Separatoren abgetrennt und der
Extrakt stufenweise von 92 °C bis 46 °C in Vakuumverdampfern auf eine Trockenmasse von
45-65% vorkonzentriert und anschliefiend auf einen Wassergehalt von 20 % bei 65 °C
konzentriert.

In der Tabelle 9 werden die wichtigsten Bestandteile von Rindfeischextrakt nach
Sulser [132] wiedergegeben. Der von uns verwendete Fleischextrakt enthdlt 554 + 0,11 g
Kreatinin pro 100 g (n = 6) und hat eine Trockenmasse von 84,7 + 0,5 g /100g (n = 6). Der
Fleischextrakt ist frei von Zucker und die Aminosaurezusammensetzung entspricht dem eines
handelstiblichen Fleischextraktes (Abb. 66). Da es sich um einen Fleischextrakt handelt, der

fir die Herstellung von Lebensmitteln verwendet wird, waren nur Spuren an MelQx
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nachzuweisen. Erst durch Erhitzung des Fleischextraktes wurden grof3ere Mengen an MelQx

gebildet.

Tabelle 9 Allgemeine Zusammensetzung der Handel stiblichen Rindfleischextrakte [132]

Mittelwert (%) Bereich (%)
Gesamte or ganische Substanz 60 56 — 64
Aminosauren und Peptide 15-20
Andere Stickstoffverbindungen 10-15

Gesamtkreatinin 54-82

Ammoniak 0,2-04

Harnstoff 0,1-03
Stickstofffreie Verbindungen 10-15

Gesamtlipide Spuren bis1,5

Pigmentstoffe 10-20
Mineralstoffe (als Gesamtasche ber echnet) 20 18-24

Natriumchlorid 20 25-50
W asser 15-23
pH-Wert einer 10 %igen Lésung: ca. 5.5

Glu Val
Asp
lle
Ser Ala Leu
His Phe
Gly
Tyr
0 min 50

Abb. 66 HPLC-Chromatogramm der mit o-Phthaladehyd umgesetzten Aminosduren eines
Fleischextraktes (Probenvorbereitung und Trennbedingungen entsprechend Kap. 7.4)

Asp = Asparaginsaure, Glu = Glutaminsaure, Ser = Serin, His = Histidin, Gly = Glycin, Ala= Alanin,
Tyr = Tyrosin, Va = Vdin, Phe = Phenylalanin, lle = Isoleucin, Leu = Leucin
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5.2 Einfluss von reduzierenden Zuckern auf die HAA-Bildung in

wassrigen Reaktionsaromen

In  einem nichtindustriellen  Reaktionsaroma, welches Vollenbroker  unter
Laborbedingungen herstellte, wurde Fleischextrakt mit verschiedenen Xylosemengen versetzt,
auf einen Wassergehalt von 65 % eingestellt und 6 Stunden bei 120 °C erhitzt [46]. Bel eéinem
Molmengenverhaltnis der Xylose zu Kreatinin von 3 : 1 wurde von ihm eine vollstandige
Unterdriickung der MelQx-Bildung beobachtet. Auch Skog konnte eine vollstandige
Unterdriickung der MelQx-Bildung bei der Verwendung von Glucose in Fleischextrakt
beobachten [50]. Dabel mussten aber mindeste 1g Glucose pro g Fleischextrakt eingesetzt
werden, was einem Molmengenverhdltnis der Glucose zu Kreatinin von etwa 12 : 1
entspricht.

Ein Vergleich von Glucose mit Xylose unter identischen Bedingungen wurde aber von
Vollenbroker nicht durchgefihrt. Da es sich bei Fleischextrakt um ein komplexes
Lebensmittel handelt, ist ein direkter Vergleich der Ergebnisse von Vollenbroker und Skog
schwierig. Aus diesem Grund war es fur uns wichtig, die beiden reduzierenden Zucker
Glucose und Xylose unter identischen Bedingungen miteinander zu vergleichen und die
gebildeten Mengen an HAAs unter Bezug auf die in reinem Fleischextrakt gebildeten Mengen
an HAAS zu normieren.

Ein ambivalentes Verhalten der reduzierenden Zucker auf die HAA-Bildung wurde
schon von Skog beschrieben [50]. Dabel liegt das Maximum der MelQx-Bilung bei einem
Molmengenverhdtnis von Glucose zu Kreatinin bei 0,5 : 1. Das konnte auch von
Vollenbroker bel der Verwendung von Xylose beobachtet werden.

Aus den oben genannten Grinden stellten wir unter den gleichen Bedingungen ein
Reaktionsaroma her. Der von uns verwendete zuckerfreie Fleischextrakt (Kap. 5.1) enthielt
554 g Kreatinin pro 100g und hatte eine Trockenmasse von 84,7 g pro 100 g. Wir
entschieden uns, als reduzierenden Zucker jeweils Xylose oder Glucose zu verwenden, um
diese miteinander unter identischen Bedingungen vergleichen zu kénnen. Wir wahlten die
Konzentrationen so, dass wir im Konzentrationsbereich von 0 bis 3 mol reduzierender Zucker
pro mol Kreatinin lagen. Dabei wurden 5 g Fleischextrakt in en desaktiviertes
Zentrifugenglas eingewogen, mit Zucker versetzt und der Wassergehalt auf 65 % eingestellt.
Anschlief?end wurden die Zentrifugenglaser verschlossen und 1 min kréftig geschittelt. Die
Erhitzung erfolgte in einem Umlufttrockenschrank bei 120 °C; die Erhitzungsdauer betrug 6

Stunden.
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Wir konnten beobachten, dass auch ohne Zusatz eines reduzierenden Zuckers etwa 12 +
2 ng MelQx pro g Fleischextrakt gebildet werden. Wie in unseren Untersuchungen zum
Einfluss der Molmengenverhéltnisse auf die HAA-Bildung in Modellsystemen (vgl. Kap.
3.2.1), konnte auch bei den von uns hergestellten Reaktionsaromen ein ambivalentes
Verhalten der reduzierenden Zucker auf die Mel Qx-Bildung festgestellt werden. Bei den von
uns untersuchten wassrigen Reaktionsaromen, bestehend aus Glucose bzw. Xylose und
Fleischextrakt (Abb. 67 und 68), war ein Maximum der MelQx-Bildung bei einem
Molmengenverhdtnis des reduzierenden Zuckers zu Kreatinin von 0,5 : 1 zu beobachten. Die
gebildeten Menge an MelQx lag im Maximum um ca. 100 % Uber derjenigen ohne
Zuckerzusatz. Bemerkenswert ist, dass sich im wassrigen Milieu die beim Einsatz von Xylose
bzw. Glucose gebildeten Mengen an MelQx in den von uns hergestellten Reaktionsaromen
kaum unterschieden.

Wie die Abbildung 67 zeigt wurde ab einem Molmengenverhdtnis von Xylose zu
Kreatinin von 0,5 : 1 die MelQx-Bildung mit steigender Xylose-Konzentration zwar kleiner,
aber eine vdllige Unterdrickung der MelQx-Bildung wie bei den Untersuchungen von
Vollenbroker ( bei einem Molmengenverhéltnis des reduzierenden Zuckers zu Kreatinin von

3: 1) konnten wir nicht beobachten.
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60 T
50 1
40
30
20

10 7

Veranderung der MelQx-Bildung %

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
Molare Verhaltnisse Xylose / Kreatinin

ADbb. 67 Einfluss der molaren Verhaltnisse Xylose / Kreatinin auf die MelQx-Bildung (normiert) in
einem Reaktionsaroma bestehend aus Xylose und Fleischextrakt (Kap. 7.7.2); 65 % Wassergehat; 120
° C; 6 h, Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugenglaser 80 ml, verschlossen
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ADbb. 68 Einfluss der molaren Verhaltnisse Glucose / Kreatinin auf die MelQx-Bildung (normiert) in
einem Reaktionsaroma aus Glucose und Fleischextrakt (Kap. 7.7.2); 65 % Wassergehalt; 120 ° C; 6 h,
Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugengl&ser 80 ml, verschlossen

Die ganz @hnliche Abhangigkeit der MeQx-Bildung vom molaren Verhéltnis von Glucose zu
Kreatinin ist in Abbildung 68 dargestellt.

5.3 Einfluss reduzierender Zucker auf die HAA-Bildung in wasserarmen

Reaktionsar omen

In den von uns durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss reduzierender Zucker
auf die HAA-Bildung in wasserarmen Modellsystemen konnten wir beobachten, dass bei der
Verwendung einer Pentose anstelle einer Hexose die gebildeten Mengen der HAAS geringer
sind (Kap. 3.2.5). Auch unterscheidet sich das HAA-Spektrum der Pentosen und Hexosen in
den Modellsystemen voneinander (Kap. 3.2.5). In unseren Untersuchungen zur HAA-Bildung
in wasserreichen Reaktionsaromen konnte von uns hingegen kein Unterschied zwischen
Xylose bzw. Glucose festgestellt werden (Kap. 5.2). Es war somit fir uns von Interesse, wie
sich unter wasserarmen Bedingungen jeweils ein Zusatz von Xylose und Glucose zu
Reaktionsaromen auf Fleischextraktbasis auswirken wirde.

Wir verwendeten 5g Fleischextrakt (Kap. 7.7.2), welcher in einer wassrigen Losung
des jewelligen reduzierenden Zuckers suspendiert wurde. Um den gewlnschten aw-Wert
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einstellen zu kénnen, wurde analog zu den Versuchen mit Modellsystemen (Kap. 3.1) Avicel
als Tragermatrix eingesetzt. Das Verhdltnis von Fleischextrakt zu Avicel betrug 1 : 1. Die
gefriergetrockneten und fein gemahlenen Proben wurden nach Einstellung des gewinschten
aw-Wertes in Zentrifugengléser eingewogen, verschlossen und 6 Stunden bei 125 °C im
Trockenschrank erhitzt.

Der von uns verwendete Fleischextrakt enthielt keine Zucker (Kap. 5.1). In
zahlreichen Untersuchungen konnte bereits festgestellt werden, dass Fleischextrakt, der frei
von reduzierenden Zuckern ist, bei Hitzeeinwirkung HAAs bilden kann. Dieses Ergebnis
konnte auch durch unsere Untersuchungen bestétigt werden. So wurden nach dem Erhitzen

unter wasserarmen Bedingungen 18 + 2 ng Mel Qx pro g Fleischextrakt nachgewiesen.

In den von uns hergestellten wasserarmen Reaktionsaromen konnte sowohl bei der
Verwendung von Xylose als auch von Glucose als reduzierende Zucker MelQx nachgewiesen
werden. Eine vollstandige Unterdriickung der HAA-Bildung bei einem Molmengenverhéltnis
des reduzierenden Zuckers zu Kreatinin von 3 : 1 konnte auch im wasserarmen Medium nicht
festgestellt werden (Abb. 69 und 70).

Dennoch fallt auf, dass im wasserarmen Medium die gebildete Menge an MelQx bel
Verwendung von Xylose (Abb. 69) deutlich geringer ausféllt als bei Verwendung von
Glucose (Abb. 70).
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Molmengenverhéltnis Xylose : Kreatinin

Zunahme der MelQX-Bildung (%normiert)

Abb. 69 Einfluss der molaren Verhdltnisse Xylose/ Kreatinin auf die MelQx-Bildung in einem
Reaktionsaroma bestehend aus Rindfleischextrakt unter Zusatz von Xylose; aw = 0,75 ; 125° C; 6 h,
Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugengléser 80 mi
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Abb. 70 Einfluss der molaren Verhdtnisse Glucose/ Kreatinin auf die MelQx-Bildung in einem
Reaktionsaroma bestehend aus Rindfleischextrakt unter Zusatz von Glucose; aw = 0,75 ; 125° C; 6 h,
Trockenschrank; verschraubbare Zentrifugengléser 80 mi

Auch unter Verwendung einer komplexen Matrix wie Rindfleischextrakt ist wie bel
den Modellen (Kap. 3.2.1) ein ambivalentes Verhalten der reduzierenden Zucker bei der
HAA-Bildung zu beobachten.

Unter wasserarmen Bedingungen wird beim Zusatz von Xylose maxima 43 % mehr
MelQx, bei einem Molmengenverhélnis von Xylose zu Kreatinin von 3 : 1 aber 13 % weniger
MelQx nachgewiesen as bei reinem Fleischextrakt (Abb. 69). Wird hingegen Glucose
zugesetzt, kann sogar maximal 117 % mehr MelQx nachgewiesen werden as bel reinem
Fleischextrakt. Betrdgt das Molmengenverhdtnis von Glucose zu Kreatinin 3 : 1, wird nur
noch 33 % mehr MelQx gebildet als bel reinem Fleischextrakt.

Beim Zusatz von Xylose zu Fleischextrakt konnte also auch unter wasserarmen
Bedingungen, anders als bei den Untersuchungen von Vollenbréker [46], keine vollstandige
Unterdriickung der HAA-Bildung beobachtet werden. Allerdings wird unter wasserarmen
Bedingungen beim Zusatz von Xylose zu Rindfleischextrakt nur etwa ein Drittel der Menge
an MelQx gebildet als beim Zusatz von Glucose.
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6  Zusammenfassung

Heterocyclische aromatische Amine (HAAS) gehdren zu den Verbindungen, die bel
Menschen Krebs auslésen kénnen und im Ames-Test eine hohe Mutagenitdt aufweisen.
Unsere Arbeit beschéftigte sich mit den Einflissen der chemischen Zusammensetzung und
der Reaktionsbedingungen auf die Bildung von heterocyclischen aromatischen Aminen
(HAAS) in Modédllsystemen und Reaktionsaromen. Im Sinne des vorbeugenden V erbraucher-
schutzes war unser vorrangiges Ziel, die Bildung der HAAS, die wahrend der Erhitzung von
L ebensmitteln entstehen, zu vermindern.

Aminoimidazoazaarene (AlAs) werden bereits unter haushaltsiiblichen Bedingungen
wéahrend des Kochens und Bratens gebildet. Im Vergleich mit anderen HAAS geht von ihnen
das grofte mutagene Potential aus. Den Grofdteil aler aufgenommenen HAAS stellen AlAs
dar. Aufgrund der oben genannten Grinde war der Schwerpunkt unserer Arbeit auf die
Bildung dieser V erbindungsgruppe ausgerichtet.

Insbesondere bei sehr hohen Temperaturen erreicht die HAA-Bildung innerhalb kurzer
Zeit ein Maximum. Mit steigender Temperatur nehmen nicht nur die gebildeten Mengen der
HAASs, sondern auch die Anzahl der Storsubstanzen, die eine Anaytik erschweren, in
erheblichen Umfang zu. Von einigen Autoren wird beschrieben, dass beim Vorliegen dieser
hocherhitzten Matrixbestandteile die Nachweisgrenze der HAASs derart hoch ist, dass sie in
Anbetracht der geringen Mengen nicht mehr nachzuweisen sind.

Ausgehend von den in der Literatur beschriecbenen Methoden haben wir
Aufarbeitungsmethoden weiterentwickelt und optimiert, die es uns ermoglichen, HAASs auch
in hocherhitzten Modellen und Reaktionsaromen, die ein komplexeres Produktspektrum
aufwei sen, nachzuweisen und zu bestimmen.

Von einem Autor [89] wird berichtet, dass bei der Verwendung von Methanol als
Extraktionsmittel die Wiederfindung der untersuchten HAAs in wasserarmen, hocherhitzten
Reaktionsaromen lediglich bel 10 % lag. Da der Schwerpunkt unserer Untersuchungen auf
wasserarme Systeme ausgerichtet war, haben wir Standardmelanoidine [119], die zuvor nach
ihrer MolekllgroRe fraktioniert wurden, mit HAAs dotiert, gefriergetrocknet und mit
verschiedenen  Losungsmitteln  extrahiert. In unseren  Untersuchungen  waren
Rehydratisierungsprobleme  zu  beobachten.  Insbesondere bel  hochmolekularen
Melanoidinfraktionen > 100.000 Dalton konnten die HAAs Harman, Norharman, PhiP und
MeAaC durch die Verwendung organischer Losungsmittel nicht wieder gefunden werden.
Erst bel einer Extraktion mit verdiinnter Salzsaure lief3en sich alle HAAs wieder finden.
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Die Aufarbeitung der HAAs erfolgte nach saurer Extraktion Uber Flissig-Flissig-
Verteilung mit Dichlormethan und anschliefRender Extraktion an einer SCX-Festphase.
Anschlieflend wurden die HAAs nach Hochdruckflissigkeitschromatographie mittels
Diodenarray-, Fluoreszenz- und elektrochemischem Detektor sowie Massenspektrometer
identifiziert und quantifiziert. Die von uns untersuchten HAAs wurden an einer Supersphere
RP-select b (4 um) Festphase, die in 250 mm langen Narrowborsaulen geflllt war,
chromatographisch Uber einen Gradienten aus Triethylammoniumphosphatpuffer (pH 3
oder 7) oder Ammoniumformiatpuffer (pH 3) und Acetonitril getrennt. Die Ergebnisse
konnten mit einer von Frandrup-Kuhr [123] entwickelten GC-MS Methode abgesichert
werden.

Vollenbroker [46] konnte beobachten, dass ein Zusatz von 200 mg Xylose zu 1 ¢
Fleischextrakt zu einer volligen Unterdrickung der HAA-Bildung wahrend der Erhitzung
fuhrte. Die Verwendung von Xylose bel der Herstellung von Reaktionsaromen wird vom
Gesetzgeber nicht beschrankt. Des Weiteren liegen kaum Untersuchungen zum Einfluss der
Xylose auf die HAA-Bildung vor. Da sich die Untersuchungen von Vollenbroker nur auf
wasserreiche, unter Bedingungen der Langzeit-Niedertemperatur-Erhitzung hergestellte
Reaktionsaromen beschrénkten, haben wir den Einfluss der Xylose auf die HAA-Bildung
auch in wasserarmen Modellsystemen untersucht und mit dem Einfluss der Glucose auf die
HAA-Bildung unter identischen Bedingungen verglichen. Wir konnten feststellen, dass bel
der Verwendung von Xylose deutlich weniger HAAS gebildet werden als bei der Verwendung
von Glucose. Bemerkenswert ist, dass in Modellsystemen, die aus Xylose, Glycin und
Kreatinin zusammengesetzt waren, neben MelQx und 7,8-DiMelQx als Hauptkomponente —
im Widerspruch zur ,, Las-Vegas'-Bildungshypothese — auch 4,8-DiMelQx gebildet wurde,
wahrend in Modellsystemen aus Glucose, Glycin und Kreatinin nur MelQx und 7,8-DiMel Qx
nachgewiesen werden konnten. In diesem Zusammenhang soll darauf hingewiesen werden,
dass anderen Untersuchungen [123] zufolge das Xylose-Abbauprodukt Furfural die Bildung
von 4,8-DiMel Qx fordert.

Wichtige EinflussgrofRen auf die HAA-Bildung sind die Molmengenverhédtnisse von
reduzierenden Zuckern zu Kreatinin, die Temperatur, der Wassergehalt und die
Erhitzungsdauer. In unseren Untersuchungen haben wir diese Einflussgrofden in
entsprechenden Modell systemen untersucht.

Bel den Untersuchungen der Molmengenverhdltnisse der Reaktanden ist ein
ambivalentes Verhalten der eingesetzten reduzierenden Zucker Xylose und Glucose in Bezug
auf die HAA-Bildung zu beobachten, wobei das Maximum der HAA-Bildung bel einem
Molmengenverhdtnis der reduzierenden Zucker zu Glycin und Kreatininvon 0,5: 1 : 1 liegt.
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Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen des Einflusses der
Molmengenverhdltnisse von reduzierenden Zuckern zu Aminosauren und Kreatinin unter
wasserreichen Bedingungen [50]. In den folgenden Versuchen wurde das oben genannte
Molmengenverhaltnis der Reaktanden eingehalten.

In unseren Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf die HAA-Bildung in
Xylose bzw. Glucose enthaltenden Modellen setzt die HAA-Bildung bei einer Temperatur
von 100 °C ein, steigt mit zunehmender Erhitzungstemperatur an und erreicht ein temperatur-
abhangiges Maximum. Wahrend die Bildung von 4,8-DiMelQx in den Xylose enthaltenden
Modellen bereits ab 100 °C einsetzt, kann diese Verbindung in den Glucose enthaltenden
Modellen erst ab 140 °C in Spuren nachgewiesen werden. Im gesamten Temperaturbereich ist
die gebildete Menge aller von uns nachgewiesenen HAAS bel der Verwendung von Xylose
deutlich geringer als bei der Verwendung von Glucose.

In unseren Untersuchungen zum Einfluss der Wasseraktivitét (aw) auf die HAA-
Bildung wurden Xylose bzw. Glucose enthaltende Modellsysteme in einem Bereich von
aw = 0,33 bis 0,88 untersucht. Die HAA-Bildung steigt mit dem aw-Wert kontinuierlich an.
Sowohl unter den Bedingungen der Niedertemperatur-Langzeit-Erhitzung als auch der
Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung werden in den Xylose enthaltenden Modellen weniger
HAAs gebildet alsin den Glucose enthaltenden Modellen.

Bel Untersuchungen zum Einfluss der Reaktionszeit wurden selbst nach einer
zehnstindigen Erhitzung bei 100 °C nur geringe Mengen an HAAs gebildet. Bel 160 °C
erfolgte hingegen ein rascher Anstieg der Bildung von HAAS innerhalb von Minuten. Der
Temperatureinfluss und die Wirkung anderer reaktionsbeschleunigender Einflussgrofien ist

bei der Verwendung der Xylose deutlich geringer as bei der Verwendung von Glucose.

Durch weitere Untersuchungen konnte bestétigt werden, dass die Bildung der HAAS
beim Einsatz von Pentosen gegentiber der Verwendung von Hexosen generell vermindert ist.
Bei der Verwendung von 2-Desoxyzuckern, aus denen a-Dicarbonylverbindungen zumindest
nicht direkt hervorgehen kénnen, ist praktisch keine HAA-Bildung zu beobachten.

Bel der Verwendung von Alanin anstelle von Glycin als Aminosaure wird sowohl in
Xylose als auch Glucose enthaltenden wasserarmen Modellsystemen in Ubereinstimmung mit
der ,Las-Vegas-Hypothese” kein 7,8-DiMelQx, dafur aber 4,8-DiMelQx gebildet. Entgegen
der ,Las-Vegas-Hypothese® kann aber MelQx nachgewiesen werden. Bei den Glucose
enthaltenden Modellen ist MelQx sogar Hauptbestandteil der gebildeten HAAS.

In den untersuchten wasserarmen Modellen werden — entgegen der ,Las-Vegas
Hypothese* — auch in Abwesenheit von reduzierenden Zuckern HAASs gebildet. Beim Einsatz
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von Glycin werden MelQx und 7,8-DiMelQx gebildet; beim Einsatz von Alanin kann
lediglich MelQx (in Spuren) nachgewiesen werden.

Wir konnten beobachten, dass sich die Ascorbinsaure sowohl in wassrigen als auch in
wasserarmen Modellsystemen bel der HAA-Bildung ambivalent verhdt. Das Maximum der
Bildung von HAAs (MelQx als Hauptprodukt) beim Einsatz von Ascorbinséure, Glycin und
Kreatinin liegt wie bei den reduzierenden Zuckern bei einem Molmengenverhaltnis von 0,5 :
1: 1. Somit kann der in der Literatur gefundene Widerspruch, dass die Ascorbinsdure die
HAA-Bildung sowohl fordert, als auch hemmt, dadurch erkléart werden, dass — analog zu
Glucose — sowohl Uber als auch unter dem Bildungsmaximum liegende Mengen an
Ascorbinsaure die HAA-Bildung verringern. In wassrigen Modellen erfolgt die maximae
MelQx-Bildung bel einem pH-Wert von 7 und nimmt kontinuierlich mit fallendem pH-Wert
ab; ab einem pH-Wert von 4 kann kein MelQx mehr nachgewiesen werden. Wahrend in
wassrigen Systemen nur MelQx nachgewiesen wird, kann unter wasserarmen Bedingungen
neben MelQx in Analogie zu Hexosen auch 7,8-DiMelQx nachgewiesen werden. Beim
Einsatz von Natriumascorbat in wasserarmen Modellen wurde eine deutlich grof3ere Menge
an MelQx und 7,8-DiMelQx gebildet. Schwermetallionen katalysieren zwar den oxidativen
Abbau der Ascorbinsdure, deren Abbauprodukte die HAA-Bildung fordern, dennoch kann
weder beim Einsatz von Eisen- noch von Kupferionen ein nennenswerter Einfluss auf die
HAA-Bildung beobachtet werden.

Als Zwischenstufen der Maillardreaktion, die gemal der , Las-Vegas-Hypothese" fir
die HAA-Bildung verantwortlich gemacht werden, haben wir Methylpyridine bzw.
Methylpyrazine und Formaldehyd bzw. Acetaldehyd mir Kreatinin erhitzt, konnten aber keine
HAAs nachweisen. Da man HAAs auch in kreatin- bzw. kreatininfreien Lebensmitteln
nachweisen konnte, wurde diskutiert, ob neben Kreatin/Kreatinin  Arginin  as
Reaktionspartner in Frage kommt. Aus diesem Grund haben wir in wasserarmen
Modellsystemen Kreatinin durch Arginin ausgetauscht, konnten aber keine HAAS
nachweisen.

Anschlief3end haben wir Reaktionsaromen auf der Grundlage von Fleischextrakt, dem
Xylose bzw. Glucose zugesetzt wurde, untersucht. Beide Zucker verhalten sich in wassrigen
Systemen identisch; eine vdllige Unterdriickung der Bildung von HAASs konnte hier selbst bei
einem dreifachen molaren Zuckertberschuss im Verhdltnis zu Kreatinin nicht erreicht
werden. In wasserarmen Reaktionsaromen wird hingegen bel der Verwendung von Xylose

deutlich weniger MelQx gebildet als bei der Verwendung von Glucose.
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7. Arbetsvorschriften

7.1  Allgemein verwendete Ger ate, Hilfsmittel, Chemikalien und Reagenzien
V akuum-Rotationsverdampfer, Modell Rotavapor (Buchi, Esslingen/Fils)
Kuhlschrank, 4 °C

Gefriertruhe, -18 °C

Gefriertrocknungsanlage Modell GT 2 (Leybold-Heraeus, Kdln)

Trockenschrank (Binder, Tuttlingen, Typ: 1805330000202)
Reagenzglasschittler, Typ Vibro-Fix VF2 (Janke & Kunkel, IKA-Werk, Staufen)
Automatische Mikroliterpipetten (Eppendorf)

Laborwaage Modell 1204 (Sartorius, Gottingen)

Analysenwaage Modell analytic (Sartorius, Gottingen)

Zentrifugenglaser, 80 ml mit Gewinde, Schraubkappe und PTFE-Dichtung (Willers, Minster)
Schlitzsiebnutsche (Willers, Mnster)

Blaubandfilter

Scheidetrichter, 250 ml (Willers, Minster)

Scheidetrichter, 100 ml (Willers, Mnster)

Spitzkolben, 250 ml (Willers, Minster)

Spitzkolben, 25 ml (Willers, MUnster)

Spitzkolben, 10 ml, NS 11,5 (Willers, MUnster)

Magnetrihrer IKA-Combimag RCH (Janke & Kunkel, IKA-Werk, Staufen)
Rahrstabchen 5 — 25 ml

pH-Meter CG 810 (Schott, Mainz)

pH-Elektrode (WTH, Weilheim)

Ultraschallbad Modell Sonorex TK 52 (Bandelin, Berlin)

Reagenzgléaser (, Sovirelglaser* SVL 15), 10 ml, mit Gewinde, Schraubkappe und
PTFE-Dichtung (Sovirel, Levallois-Perret, Frankreich)

Pasteurpi petten mit Gummisaugern

Voll- und Messpipetten, 5-25 ml (Brand, Wertheim)

Messkolben, 10 — 1000 ml (Brand, Wertheim)

Standzylinder, 25 — 300 ml (Brand, Wertheim)

Methanol, destilliert iber KOH

Methanol fur die HPLC LiChrosolv® (Merck 1.06007.5000)

Dichlormethan destilliert Gber NH;OHXHCI, Na,COs

Acetonitril, HPLC-rein
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HAA-Stammldsung, gel6st in Methanol (HPLC-rein):

HAA mg/10 ml
1Q 11,82
MelQ 10,57
QX 8,51
MelQx 13,87
4.8 DiMelQx 8,12
7.8 DiMelQx 8,39
Tri MelQx 8,01
Norharman 23,63
Harman 11,02
PhiIP 21,16
MeAaC 8,40

HAA-Standardl6sungen, geldst in Methanol (HPLC-rein):
Die Stammltsungen werden auf Konzentrationen von ca. 10 ng/ul (1 : 100), 1 ng/ul
(1:2.000) und 0,1 ng/ul (1 : 10.000) verdinnt.

Lagerung der HAAsbei 4 °C

Anschrift der Lieferanten der HAAS:

Toronto Research Chemicalsinc.

2 Brisbane Rd., North Y ork, On. Canada M3J 238
Tel: (416) 665-9696

Fax: (416) 665-4439

info@trc-canada.com

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Postfach, D-82039 Deisenhofen

7.2 Probenaufbereitung
7.2.1 Extraktion

Gerateund Hilfsmittel:
Zentrifugenglas 80 ml, desaktiviert
Ruhrfisch

Schlitzsiebnutsche

Blaubandfilter
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Scheidetrichter, 250 ml

Chemikalien:
Salzséure IN p.a
IST-Losung: 4,7,8-TriMelQx in Methanol (wahlweise ca. 1 oder 10 ng/ul)

Arbeitsweise:

5 — 10 g Probe in ein Zentrifugenglas genau einwiegen, 100 pl 1ST-Ldsung hinzuftigen, mit
30 ml IN Salzsdure versetzen und die saure Losung (pH < 1) 12 Stunden (Uber Nacht) auf
einem Magnetrihrer rihren. Den Extrakt anschlief3end zentrifugieren (3000 U/min; 10 min)
und den Uberstand durch eine Schlitzsiebnutsche mit Blaubandfilter in einen desaktivierten
Scheidetrichter (100 ml) tberfihren. Der Ruckstand wird dreimal im Zentrifugenglasin je 10
ml 1 N Salzsaure suspendiert und anschlief3end zentrifugiert. Wahrend des letzten Schrittes
wird bei 4000 U/min zentrifugiert, um ein Verklumpen zu vermeiden, was eine weitere
Suspension erschweren wirde, sonst erfolgt die Zentrifugation bel 3000 U/min. Der
Uberstand wird durch die Schlitzsiebnutsche mit Blaubandfilter in den Scheidetrichter
Uberfihrt.

7.2.2.1 Flussig-Flussig-Verteilung mit Dichlor methan

Gerateund Hilfsmittel:
Zentrifugenglas 80 ml, desaktiviert
Ruhrfisch

Scheidetrichter 100 ml, desaktiviert
Scheidetrichter 250 ml

Spitzkolben 250 ml

Chemikalien und Reagenzien:

Salzsaure, rauchend p.a. 37 %

Sazsdure1 N

Natronlauge 30 %

Ammoniakldsung: Wasser (Bidest) + Ammoniak 25 %; 9+ 1 (v + V)

Arbeitsweise:

Der pH-Wert des Extraktes aus 7.2.1 wird mit einem pH-Meter Uberprift und gegebenenfalls
mit konz. Salzsdure auf einen pH-Wert < 1 eingestellt. Das Extrakt wird 3 x mit 50 ml
Dichlormethan ausgeschiittelt und die organische Phase verworfen. Die wassrige Phase wird
mit Natronlauge auf einen pH-Wert > 12 eingestellt und 3 x mit 50 ml Dichlormethan
ausgeschuttelt. Die organischen Phasen werden direkt in einen Scheidetrichter (250 ml)
Uberfihrt und mit 100 ml Ammoniakldsung pH-Wert > 10 ausgeschittelt. Die vereinigten
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organischen Phasen werden in einen Spitzkolben (250 ml) Uberfihrt und bei ca. 40 °C am
V akuum-Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft.

7.2.2.2 Flussig-FlUssig-Verteilung mit Dichlormethan an Extrelut

Gerateund Hilfsmitte:
Glassaule, 100 ml
Glassaule, 6 ml
Glastrichter

Faltenfilter

Glaswatte
Glasfaserfilter
Spitzkolben 25 ml

Chemikalien:

Extrelut-Kartusche:

In Glassaule (100 ml) Glaswatte und Glasfaserfilter einsetzen. Mit 15 g Extrelut NT (Merck,
1.150692.1000) auffillen und mit einem Glasfaserfilter verschlief3en.

Kieselgel-Kartusche (5 % Wassergehalt):

Kieselgel 60 (Merck) 24 h bei 120 °C im Trockenschrank trocknen. Nach dem Abkuhlen 95 g
Kieselgel mit 5 g Wasser versetzen und die Mischung homogenisieren. Glaswatte und
Glasfaserfilter in eine Glassaule (6 ml) einsetzen. Mit 500 mg Kieselgel aufflllen und mit
einem Glasfaserfilter verschlief3en.

Salzsdure 1IN

Kalilauge 14 N

Methanolische Salzsaure, 0,1 N: 100 ml 1 N Salzsaure mit Methanol auf 1 | auffillen

Arbeitsweise:

2 — 3 g Probe werden in ein Zentrifugenglas eingewogen, mit 100 pl IST und 10 ml 1 N
Salzsaure (pH-Wert < 1) versetzt. Anschlief3end 12 h (Uber Nacht) rihren. Mit 2 ml Kalilauge
(pH-Wert > 12) versetzen, zentrifugieren (3000 U/min) und den Uberstand durch ein
Fatenfilter auf eine Extrelut-Kartusche Uberfihren. Die Kartusche auf eine Kieselgel-
Kartusche stecken und den Rickstand aus dem Zentrifugenglas 3 x in 25 ml Dichlormethan
suspendieren, zentrifugieren und den Uberstand durch den Fatenfilter auf die
Extrelutkartusche tberfuhren. Die Tropfgeschwindigkeit sollte 1 bis 3 Tropfen pro Sekunde
betragen. Die Extrelutkartusche wird verworfen und die Kieselgel-Kartusche mit 3 x 3 ml
Dichlormethan (puriss.) gewaschen. Mit einer Wasserstrahlpumpe die Kieselgel-K artusche

1 min lang trocken saugen. Die Elution erfolgt mit 3 x 3 ml methanolischer Salzsdure in einen
Spitzkolben (25 ml). Das Eluat wird am Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft.
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7.2.3 Festphasenextraktion

Gerateund Hilfsmittel:
Absaugeinheit (Spezialanfertigung der Glasblé&serel der Universitét M unster)
Spitzkolben 10 ml

Chemikalien und Reagenzien:
Salzséure 0,1 N
Extraktionssaule Lichrolut SCX (500 mg, 3 ml) (Merck, Art. 1.02022.0001)
M ethanolischer Ammoniak:
Methanol + konz. Ammoniak, 50 + 2 (v + V)

Arbeitsweise:

Die SCX-SPE-Kartusche wird mit 3 ml Methanol fur ca 30 min konditioniert und
anschlief3end mit 3 x 3 ml Wasser gewaschen.

Der trockene Rickstand aus 7.2.2.1 bzw. 7.2.2.2 wird in 12 ml heif3er Salzséure gel6st und
nach dem Abkuhlen mit einer Pasteurpipette auf die SCX-SPE-Kartusche Uberfuhrt. Es wird
3 x mit 3 ml Salzsaure nachgespuilt. Die SCX-SPE-Kartusche wird erst mit 21 ml Salzsaure
und anschlief?end mit 3 x 3 ml Wasser gewaschen. Die Elution erfolgt mit 2 x 3 ml
methanolischem Ammoniak in einen Spitzkolben (10 ml). Das Eluat wird zur Trockene
eingedampft. Der Rickstand wird in 100 ul Methanol aufgenommen und mit einer
K olbenhubpipette in ein Autosamplergefald Uberfuhrt.

7.3 Bestimmung der HAAs durch HochdruckflUssigkeitschromato-
graphie (HPLC)

Gerateund Hilfsmittel:

HPL C-Pumpe (Merck)

Probenaufarbeitungssystem (50 ul), Rheodyne Schleifeninjektor 7125 (Fa. Techlab, Erkerode)
Diodenarray-Detektor L-7450 Merck mit Hochdruck-Durchfluf3zelle

Amperometrischer Detektor Star 9080 (Fa. Varian, Darmstadt)

Fluorescence Spectrometer RF 530 (Fa. Shimadzu, Duisburg)

Einstellungen der Software D-7000 HPL C System Manager fur DAD:
Spectral Bandwidth 7nm

Spectral Interval 400 msec
Absorbance Mode 0,2AU
Wavelength Range 200 —400 nm

134



Monitoring Wavelength 265 nm (pH 3) bzw. 273 nm (pH 7)

Noise 10
Smoothing OFF
Sensitivity N-Method
Purity Threshold 0,950

Einstellungen am Fluor eszenz-Detektor :

Time Constant 1sec
Sensitivity 10

EX Wavelength 333 nm
EM Wavelength 388 nm

Einstellungen am amper ometrischen Detektor:

Wall-Jet Melzelle Kohlenstoffelektrode, Ag/AQCl-Referenz, 50 pm  Spacer
(2 ml/min), 10 um Spacer (0,3 ml/min)

Modus DC

Potential +1,05V (TEAP pH 3) oder + 0,75 (TEAP pH 7)

Range 50 pA

7.3.1 Herstellung des Triethylammoniumphosphat-Puffers (pH 3,2)

Chemikalien und Reagenzien:

Triethylammoniumphosphat-Puffer (TEAP), 1 M, pH 3,2
10,119 g Triethylamin (Fluka, 90340) einwiegen und mit 30 ml Wasser versetzen.
Auf einem Eisbad vorsichtig mit Phosphorsaure auf einen pH-Wert von 3 einstellen
und auf 100 ml auffallen. Im Kuhlschrank bei 4 °C lagern.

Phosphorséaure, 0,1 M (aus konz. Phosphorsaure)

7.3.3.1LiChrospher 60 RP-select b (5 um), 250 x 4 mm, 1 ml/min

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 1 | aufftllen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorsaure
auf 3,1 einstellen.

Mobile Phase B:

5ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 500 ml auffullen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorsaure
auf 3,1 einstellen und anschliefend mit 500 ml Acetonitril versetzen. Nach dem
Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.
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HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Lichrospher 60 RP-select b (5 pm), 250 mm x 4 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 90 + 10 auf 10 + 90 nach 20
min, 5 min isokratisch bei 10 + 90; in 2 min auf 90 + 10; 13 min
isokratisch bei 90 + 10

Flussrate: I ml/min

Injektionsvolumen: 20 ul

7.3.1.2 Super sphere RP-select b (4 pm), 250 mm x 2 mm, 0,2 ml/min

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 1 | aufftllen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorsaure
auf 3,1 einstellen.

Mobile Phase B:

5ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 500 ml auffillen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorséure
auf 3,1 einstellen und anschliefend mit 500 ml Acetonitril versetzen. Nach dem
Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.

HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Supersphere RP-select b (4um), 250 mm x 2 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 90 + 10 auf 10 + 90 nach 20
min, 15 min isokratisch bei 10 + 90; in 2 min auf 90 + 10; 13 min
isokratisch bei 90 + 10

Flussrate: 0,2 ml/min

Injektionsvolumen: 5yl

7.3.1.3 Super sphere RP-select b (4 pm), 250 mm x 3 mm, 0,3 ml/min

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 1 | aufftllen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorsaure
auf 2,8 einstellen.

Mobile Phase B:

5ml TEAP (pH 3,2) mit Wasser auf 500 ml auffillen. Den pH-Wert mit 0,1 M Phosphorséure
auf 3,2 einstellen und anschlieffend mit 500 ml Acetonitril versetzen. Nach dem
Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.
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HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Supersphere RP-select b (4um), 250 mm x 3 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 96 + 4 auf 50 + 50 nach 30
min, nach 10 min auf 10 + 90; 10 min isokratisch bei 10 + 90, in 5 min
auf 96 + 4; 15 min isokratisch bei 96 + 4

Flussrate: 0,3 ml/min

Injektionsvolumen: 5yl

7.3.2 Herstellung des Ammoniumfor miat-Puffer (pH 3,2),
Super sphere RP-select b (4 um), 250 x 3 mm, 0,3 mi/min

Chemikalien und Reagenzien:

Ammoniumformiat-Puffer (AF), 1 M, pH 3,2:
6,306 g Ammoniumformiat einwiegen und mit 30 ml Wasser versetzen. Vorsichtig
mit konz. Ameisensdure auf einen pH-Wert von 3,2 einstellen und auf 100 ml
auffillen. Im Kuhlschrank bel 4 °C lagern.

Ameisensdure, 0,1 M (aus konz. Ameisensaure)

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 ml AF (pH 3,2) mit Wasser auf 1 | auffillen. Den pH-Wert Uberpriifen und gegebenenfalls
mit 0,1 M Ameisensaure einstellen.

Mobile Phase B:

5 ml AF (pH 3,2) mit Wasser auf 500 ml auffillen. Den pH-Wert Uberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Ameisensaure einstellen und anschlief3end mit 500 ml Acetonitril
versetzen. Nach dem Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.

HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Supersphere RP-select b (4um), 250 mm x 3 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 90 + 10 auf 45 + 55 nach 30
min, nach 10 min auf 0 + 100; 15 min isokratisch bei 0 + 100, in 5 min
auf 90 + 10; 20 min isokratisch bei 90 + 10

Flussrate: 0,3 ml/min

Injektionsvolumen: 5yl
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7.3.3 Triethylammoniumphosphat-Puffer (pH 7)

Chemikalien und Reagenzien:

Triethylammoniumphosphat-Puffer (TEAP), 1 M, pH 7:
10,119 g Triethylamin einwiegen und mit 30 ml Wasser versetzen. Auf einem Eisbad
vorsichtig mit Phosphorsaure auf einen pH-Wert von 7 einstellen und auf 100 ml
auffillen. Im Kuhlschrank bei 4 °C lagern.

Phosphorséaure, 0,1 M (aus konz. Phosphorsaure)

7.3.3.1Lichrospher 60 RP-select b 250 mm x 4 mm, 1 ml/min

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 m TEAP (pH 7) mit Wasser auf 1 | aufflllen. Den pH-Wert Uberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Phosphorsaure einstellen.

Mobile Phase B:

5 m TEAP (pH 7) mit Wasser auf 500 ml aufflllen. Den pH-Wert Gberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Phosphorsaure einstellen und anschlief3end mit 500 ml Acetonitril
versetzen. Nach dem Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.

HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Lichrospher 60 RP-select b (5um), 250 mm x 4 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 90 + 10 auf 10 + 90 nach 25
min, 5 min isokratisch bei 10 + 90; in 5 min auf 90 + 10; 13 min
isokratisch bei 90 + 10

Flussrate: I ml/min

Injektionsvolumen: 20 ul

7.3.3.2 Super sphere RP-select b (4um) 250 mm x 4 mm, 0,3 ml/min

Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 m TEAP (pH 7) mit Wasser auf 1 | aufflllen. Den pH-Wert Uberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Phosphorsaure einstellen.

Mobile Phase B:

5 m TEAP (pH 7) mit Wasser auf 500 ml aufflllen. Den pH-Wert Gberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Phosphorsaure einstellen und anschlief3end mit 500 ml Acetonitril
versetzen. Nach dem Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.
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HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Supersphere RP-select b (4um), 250 mm x 3 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 80 + 20 auf 0 + 100 nach 20
min, 30 min isokratisch bei 0 + 100; in 5 min auf 80 + 20; 20 min
isokratisch bei 80 + 20

Flussrate: 0,3 ml/min

Injektionsvolumen: 5yl

7.4 Besimmung der Aminosaurezusammensetzung von  Modellsystemen,
Fleischextrakt und Reaktionsaromen durch HPLC

7.4.1 Probenaufbereitung

Gerateund Hilfsmittel:
Autosampl ergefalie (Hewlett-Packard, Wal dbronn)

Chemikalien und Reagenzien:
Ethanol, 96 % (v/v)

Ethanol, 70 % (v/v)
Boratpuffer, 0,4 N (pH 10,4)

Arbeitsweise:

1g der Probe in einen 50 ml Messkolben genau einwiegen, mit 12,5 ml Wasser versetzen und
im Ultraschallbad 10 min extrahieren. Danach mit 30,5 ml 96prozentigem Ethanol versetzen,
umschwenken und mit 70prozentigem Ethanol auf 50 ml auffillen. Einen Teil der Lésung bei
4000 U/min zentrifugieren und 100 pl des klaren Uberstandes im Autosamplergef &R mit

900 pl Boratpuffer versetzen.

7.4.2 Derivatiserung von Aminosauren; Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC)

Gerateund Hilfsmittel:
HPLC HP Serie 1100 (Hewlett-Packard, Walbronn)
- Hochdruckgradientenpumpe
- Vakuumdegaser
- Thermostatischer Autosampler
- Saulenofen
- Diodenarray-Detektor (DAD)
- Fluoreszenz-Detektor

139



- Auswertesoftware HP-ChemStation Vers. 4.06
Autosampl ergefal3e (Hewlett-Packard, Wal dbronn)

Chemikalien und Reagenzien:

Aminosaure-Standardl6sung, 1 mg/ 100 ml

OPA-Reagenz (50 mg ortho-Phthalaldehyd und 1 ml Mercaptopropionsdure in 10 ml
Boratpuffer)

Boratpuffer, 0,4 N (pH 10,4)

Natriumacetat-Trihydrat

Triethylamin (TEA)

Essigsdure, 96 %

Tetrahydrofuran (THF)

Arbeitsweise:

Automatische Vorsaulenderivatisierung (Autosampler der HP Serie 1100):

Die Vorsaulenderivatisierung erfolgte automatisiert im Autosampler, indem durch en
Injektionsprogramm 5 ul Boratpuffer, 1 ul OPA-Reagenz und 1 pl Probe/Standard aus
getrennten Autosamplergefé3en in  die Injektionsschleife gezogen werden. Durch
mehrmaliges Auf- und Niederziehen innerhalb der Injektionsschleife werden die Ldsungen
gemischt und anschlief3end injiziert.

Injektionsprogramm: Draw 5 ul from vial 10 (Boratpuffer), draw 1 ul from vial 11 (OPA),
draw O pul from vial 12 (Wasser), draw 1 ul from vial 13 (Probe/Standard), draw 1 pl from vial
12 (Wasser), mix 8 pl in seat (max speed, six times), inject.

Hochdruckflissigkeitschromatographie:

Saule: Spezialsaule fir Aminosaureanalytik 200 x 2,1 mm (79916AA-572,
Hewlett-Packard, Waldbronn)

Flussrate: 0,45 ml/min

Saulenofen: 40 °C

Mobile Phase A: 0,020 M Natriumacetat + 0,018 % (v/v) TEA (pH 7,2 mit 1-2 %
Essigsdure eingestellt) + 0,3 % (v/v) THF

Mobile Phase B: 20 % (v/v) 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2 mit 1-2 % Essigséure
eingestellt), 40 % (v/v) Acetonitril, 40 % (v/v) Methanol

Gradient: Von 15 % B auf 30 % B in 15 min; von 30 % B auf 70 % B in 15

min; von 70 % B auf 100 % B in 5 min; 5 min isokratisch bei 100 %
B; von 100 % B auf 15 % B in 5 min; 10 min isokratisch bei 15 % B

DAD-Detektor: Extinktion 338, Spalt 10 nm (Referenz: 390/20 nm)

Fluoreszenz-Detektor: Extinktion 340 nm, Emission 450 nm, Cut off Filter 280 nm, PTM
gain 10

Auswertung: Software ChemStation Version 4.06
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Auswertung:

Die Auswertung zur Identifizierung und Quantifizierung der priméren Aminosauren erfolgt
nach der Methode des externen Standards. Neben dem Vergleich der Retentionszeiten und der
Extinktionsspektren (DAD) ist aufgrund des eingesetzten, schnell-scanenden Fluoreszenz-
Detektors ein Vergleich der Emissionsspektren zur Identifizierung der Aminosauren méglich.

7.5 Bestimmungder HAAsdurch LC-MS

HPL C-System:
L dsungsmittel entgaser: HP Series 1100, Modell G 1322A (Fa. Agilent, Waldbronn)
Thermostatenelement: HP Series 1100, Modell G 1330, mit Sdulenhalterung G 1316A
HPLC-Pumpe: HP Series 1100, Modell G 1311 A, Austausch der Hochdruck-
mischkammer von 500 pl auf 12 pl
Autosampler: HP Series 1100, Modell G 1329 A
MSMS System:
M assenspektrometer: Micromass Quattro LC, Manchester UK
Interface: ESl-Interface:
Nebulizer-Gas 84 | No/h, Desolvation-Gas 855 | No/h
Tuning Parameter ES+:
Kapillarspannung 3,5 kV; Extraktor 5V; RF-Lens 0,2 V; Source
Block Temperature 110 °C; Desolvation Temperature 300 °C
MSL1: Entrance 80,0 V; Exit 80,0 V; lon Energy 0,9 V, lon Energy
Ramp 0,0 V; LM Resolution 14,0; HM Resolution 14,0;
MS 2: lon Energy 3V; lon Energy Ramp 0,0 V; LM Resolution 12,5;
HM Resolution 12,5
Detektor: Dwell-Time 100 ms, Interchannel delay 0 s, 650 V

Chemikalien und Reagenzien:

Ammoniumformiat-Puffer (AF), 1 M, pH 3,2:
6,306 g Ammoniumformiat einwiegen und mit 30 ml Wasser versetzen. Vorsichtig mit
konz. Ameisensaure auf einen pH-Wert von 3,2 einstellen und auf 100 ml auffdllen.
Im Kihlschrank bei 4 °C lagern.

Ameisensdure, 0,1 M (aus konz. Ameisensaure)
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Arbeitsweise:

Mobile Phase A:

10 ml AF (pH 3,2) mit Wasser auf 1 | auffillen. Den pH-Wert Uberpriifen und gegebenenfalls
mit 0,1 M Ameisensaure einstellen.

Mobile Phase B:

5 ml AF (pH 3,2) mit Wasser auf 500 ml auffillen. Den pH-Wert Uberprifen und
gegebenenfalls mit 0,1 M Ameisensaure einstellen und anschlief3end mit 500 ml Acetonitril
versetzen. Nach dem Durchmischen im Ultraschallbad entgasen.

HPL C-Parameter:

Stationére Phase: Supersphere RP-select b (4um), 250 mm x 3 mm

Gradient: Mobile Phase A + Mobile Phase B: Von 80 + 20 auf 0 + 100 nach 30
min, 25 min isokratisch bei 0 + 100, in 5 min auf 80 + 20; 20 min
isokratisch bei 80 + 20

Flussrate: 0,15 ml/min

Injektionsvolumen: 5yl

Detektion der HAAs durch ESI-MRM (multiple reaction monitoring):

HAA Ubergang m/z Collision-Energie (eV) Cone Voltage
1Q 199,2 > 157,1 37 45
199,2 > 184,1 27 45
1Qx 200,3 > 159,2 20 45
200,3 > 185,2 29 45
MelQ 213,4>145,1 27 45
213,4 > 198,2 27 45
Mel Qx 214,4>173,0 24 45
214,4>199,3 28 45
4,8-DiMelQx und 228,4 > 160,2 30 40
7,8-DiMel Qx 228,4>213,3 26 40
4,7,8-TriMel Qx 242,2>145,0 40 50
2422 > 227,2 30 50
Norharman 169,0 > 115,0 50 35
169,0 > 140,0 35 35
Harman 183,3>115,0 34 50
183,3 > 168,2 28 50
PhiP 225,4 > 140,2 56 48
225,4>210,0 29 48
MeAoC 198,4 > 181,2 23 40
198,4 > 183,2 23 40
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7.6 Gaschromatographie-Massenspektrometrie der HAAS

Chemikalien und Reagenzien:
N-(tert-Butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluor-acetamid (MTBSTFA, ABCR SIB 1966)
tert.-Butyldimethylchlorsilan (TBDMCS, Fluka 19905)

Acetonitril, destilliert und Uber Molekularsieb gelagert

Arbeitsweise:

Die gereinigten Extrakte werden zur Trockene eingedampft und in 100 pl Acetonitril gelOst.
Nach Zugabe von 100 pl MTBSTFA mit 1 % TBDMCS wird diese Mischung 30 minim
Trockenschrank bei 70°C erhitzt. Das Reaktionsgemisch kann ohne weitere Abtrennung des
Reagenzes zur Gaschromatographie eingesetzt werden.

Trennparameter:

Kapillar-Saule J& W DB-1, 60,0 m x 0,25 mm, 0,25 pm;

Positive Chemische lonisation: CI-Gas: Ammoniak 3,8 W, 0,9 ml/min Direkteinlass,
SIM-Modus (jeweils[M + H]");

Inlet: Pulsed Splitless, 300 °C; Initial Temp: 180 °C; 5 min: 235 °C; 6 min: 270 °C; 16 min:
300 °C; 41 min: 320 °C; 66 min: 340 °C

7.7 Herstelung verschiedener M odellsysteme

Gerateund Hilfsmittel:

Loffel

Spatel

Metallschale

Morser und Pistill

Kryo-Muhle

Parafilm

Temperaturgeregelter Umluft-Trockenschrank

Chemikalien und Reagenzien:

Kreatinin

D-Glucose, D-Xylose, D-Fructose, D-Ribose, D-Arabinose, D-2-Desoxyglucose
D-2-Desoxyribose

Glycin, Alanin

L-Ascorbinsdure, L-Natriumascorbat

Fleischextrakt

Microcristalline Cellulose (Avicel), ca. 0,02 mm (Serva, Heidelberg)
Eisen-111-Chlorid-hexahydrat, Kupfer-11-Sulfat-petahydrat
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2-Methylpyridin, 2-Methylpyrazin, 2,5-Dimethylpyrazin
Acetaldehyd, Formaldehydl 6sung 28%ig

7.7.1 Wasserarme M odellsysteme

Arbeitsweise:

Die modellspezifischen Komponenten werden genau eingewogen und in Wasser gelOst.
Anschlief?end wird die Losung unter Nachspulen mit Wasser auf mikrokristalline Cellulose
(Avicel) gegeben und in einer Metallschiissel zu einem zéhen Brel verrihrt.

Nach dem Abdichten der Metalschiissel mit Parafilm wird die Probe Uber Nacht
eingefroren und am néchsten Tag gefriergetrocknet. Nach Beendigung der Trocknung wird
die Mischung gemorsert, noch einmal vermahlen und ein weiters Mal getrocknet.

Zum Einstellen der Gleichgewichtsfeuchtigkeit wird das Pulver im Vakuumexsikkator
eine Woche Uber einer geséttigten Salzlésung (vgl. Kap. 3.1.3 Tabelle 9) in verschraubbaren
Zentrifugenglasern gelagert und t&glich auf einem Reagenzglasschiittler fur eine Minute
geschuttelt. Der Wassergehalt wird durch Differenzwagung ermittelt.

Modelle auf Kreatininbasis werden mit 70 ml Wasser und 34 g Avicel auf 5 g
Kreatinin angesetzt. Bei der Verwendung von Feischextrakt werden Fleischextrakt und
Avicel inden Verhdtnissen 1 : 1 gemischt.

5 bis 10 g des Modellsystems, dessen aw-Wert eingestellt worden ist, werden in
einem verschlossenen Zentrifugenglas im Umlufttrockenschrank erhitzt.

7.7.2 Wasserreiche M odellsysteme:

Chemikalien und Reagenzien:

Polyphosphatpuffer:
4,2588 g Dinatriumhydrogenphosphat + 11,0359 g Pentanatriumtriphosphat in 500 ml
Wasser |6sen und mit Phosphorsaure auf den gewlinschten pH-Wert einstellen und auf
11 auffdllen.

Arbeitsweise:

Die modellspezifischen Komponenten werden in ein desaktiviertes Zentrifugenglas genau
eingewogen und wahlweise in Wasser oder Puffer geldst und der pH-Wert gegebenenfalls mit
Polyphosphatpuffer eingestellt. Nach dem Verschlie3en des Zentrifugenglases wird das
Modellsystem wie unter 7.8.1 beschrieben im Umlufttrockenschrank erhitzt.
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7.8 Bestimmung des Wasser gehaltes

Gerateund Hilfsmittel:
Vakuumtrockenschrank mit Orangegel
Trockenschrank

Waégeglaschen, Durchmesser 5 cm, 30 ml
Nickelschale, Durchmesser 7 cm

Pistill aus Glas

Seesand, gegluht bei 600 °C

Arbeitsweise:

2 bis 3 g des Modellsystems bzw. des Reaktionsaromas werden in ein Wageglaschen
eingewogen und 2 h bel 70 °C im Vakuumtrockenschrank unter Vakuum getrocknet. Nach
einer Abkuhlzeit von 30 min im Exsikkator wird das Gewicht bestimmt. Es wird sechs
weitere Male jeweils eine Stunde lang im Vakuumschrank getrocknet und nach dem
Abkuhlen im Exsikkator gewogen. Durch das Extrapolieren einer Geraden lasst sich der
Wassergehalt graphisch ermitteln. Dabei werden nur die letzten 5 Messpunkte, die auch auf
einer Geraden liegen und as Trockenmasse berechnet wurden, verwendet. 8 bis 10 g
Fleischextrakt werden mit 20 bis 30 g Seesand in einer Nickelschale verrihrt. Anschlief3end
wird wie bei den Modellsystemen verfahren.

7.9 Desaktivierung von Glasger aten

Gerateund Hilfsmittel:
Keine

Chemikalien und Reagenzien:

Dichlormethylsilan

Toluol

Desaktivierungsreagenz: 5 — 10 %ige Losung von Dichlordiemethylsilan in Toluol (in einer
Braungl asflasche aufbewahren)

Arbeitsweise:

Das Glasgefal’ vollstandig mit Desaktivierungsreagenz fullen und das Reagenz 30 min lang
einwirken lassen. Anschlief3end das Glasgefél’ leeren und mit etwas Toluol und dann sofort
mit Methanol nachspllen. Das Glasgefald kann dann mit Wasser gespllt werden und ist
gebrauchsfertig.

Die Desaktivierung muss wiederholt werden, wenn sich beim Beflllen mit Wasser ein
Meniskus bildet. Das Desaktivierungsreagenz kann mehrfach verwendet werden.
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9  Abkulrzungsverzeichnis

1,56-TMIP
1,6-DMIP
2-Desoxy-Glc
2-Desoxy-Rib
4,7,8-TriMel Qx
4,8-DiMel Qx
4-CH20H-8-Mel Qx
4-MelQx
4-OH-PhIP
7,8-DiMel Qx
7,9-MelgQx
8-MelQx
AoC

Abb

AlA

Ala

APCI

Ara

Arg

AS

Asn

Asp

aw

CE

Cre-P-1

Cys
DAD
DEG
DNA
ELCD
Ery

2-Amino-1,5,6-trimethylimidazo[4,5-b] pyridin
2-Amino-1,6-dimethylimidazo[4,5-b] pyridin
2-Desoxy-Gucose

2-Desoxy-Ribose
2-Amino-3,4,7,8-tetramethylimidazo[ 4,5-f] chinoxalin
2-Amino-3,4,8-trimethylimidazo[ 4,5-f] chinoxalin
2-Amino-4-hydroxymethyl-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]chinoxalin
2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f]chinoxalin
2-Amino-1-methyl-6-(4-hydroxyphenyl)imidazo[4,5-b] pyridin
2-Amino-3,7,8-trimethylimidazo[ 4,5-f] chinoxalin
2-Amino-1,7,9-trimethylimidazo[ 4,5-g] chinoxalin
2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]chinoxalin
2-Amino-9H-pyrido[ 2,3-b]indol

Abbildung

Aminoimidazoazaarene

Alanin

athmosperic pressure chemical ionization

Arabinose

Arginin

Autosampler

Asparagin

Asparaginsiure

Wasseraktivitét

Kappilarzonenel ektrophorese
4-Amino-1,6-dimethyl-2-methylamino-1H,6H-pyrollo
[3,4-f]benzimidazol-5,7-dion

Cystein

Diodenarray Detektor

Diethylenglycol

Desoxiribonucleinsaure

Elektrochemischer Detektor

Erythrose
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ES|

Fru

Lys-P-1
MeAaC
MelQ

Met

MS
MTBSTFA

elektrospray ionization

Fructose

Galactose

Gaschromatographie

Glucose

Glutamin

Glutaminsdure
2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3",2"d]imidazol
2-Aminodipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol
Glycin

Glycerinaldehyd

heterocyclische aromatische Amine
1-Methyl-9H-pyrido[4,3-b]indol

Histidin

Hydroxymethylfurfural

Hochlei stungs-Fl iissi gkeitschromatographie
2-Amino-1,6-dimethylfuro[3,2-€]imidazo[4,5-b]pyridin
Isoleucin
2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin
Chinoline
2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinoxalin
Chinoxaline

Infrarotes Licht (> 700 nm)

Interner Standard

Kapitel

FlUssigkeitschromatographie

Leucin

Lysin

3,4-Cyclopentenopyrido[ 3,2-a] carbazol
2-Amino-3-methyl-9H-pyrido[ 2,3-b]indol
2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f]chinolin
Methionin

M assenspektrometrie
N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)-trifluoracetamid
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NMR
Norharman
Orn-P-1
PAK
Phe
Phe-P-1
PhIP
Pro

Rib
RNA
RP
SCX
Ser

SIM
TBDMSCI
TD50
TEA
TEAP
Thr

Trp
Trp-P-1
Trp-P-2
Tyr

uv

va

Vis

K ernresonanzspektroskopie
9H-Pyrido[4,3-b]indol
4-Amino-6-methyl-1H-2,5,10,10b-tetraazafluoranthen
polycyclische aromatische K ohlenwasserstoffe
Phenylalanin

2-Amino-5-phenylpyridin
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] pyridin
Prolin

Ribose

Ribonucleinséure

Umkehrphase

Starker Kationentauscher

Serin

selected ion monotoring
tert-Butyldimethylsilylchlorid

Dosisbei der bei 50% einer Population toxische Wirkung auftreten
Triethylamin

Triethylammoniumphosphat

Threonin

Tryptophan
3-Amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indol
3-Amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indol

Tyrosin

Ultraviolettes Licht (200 - 400 nm)

vain

Sichtbares Licht (400 - 700 nm)

Xylose
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