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Lebensmittelsicherheit

Genotoxische Verbindungen effizient,
sicher und vollumfanglich in Nahrungs- und
Futtermitteln bestimmen

Guido DeuBing

Was den Nachweis erbgutschidigender Verbindungen in Lebensmitteln anbelangt, zweifeln For-
schende der Justus-Liebig-Universitit GieRen am Leistungsvermdgen der gegenwdrtig praktizier-

ten instrumentellen chemischen Analytik. Gertrud Morlock und Daniel Meyer dréngen auf einen

Paradigmenwechsel und schlagen als Lésung eine planare non-target Strategie vor. Aus ihrer

Sicht erweist sich die Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie kombiniert mit wirkungsbe-

zogenen Bioassays und der hochauflésenden Massenspektrometrie als Methode der Wahl zur

Erstellung von Genotoxin-Profilen, und zwar nicht nur in Lebensmitteln.
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Essen und Trinken hélt Leib und Leben zu-
sammen. Diese Redewende beschreibt in
einfachen Worten den Umstand der Nah-
rungsaufnahme als zwingend und notwen-
dig, will man bei Kraften bleiben. Seinen Ur-
sprung hat das Sprichwort allerdings in
einer Zeit der Menschheitsgeschichte, als
es weder Fastfood noch hochindustriell ver-
arbeitete Lebensmittel gab. Mit dem Wissen
van heute wére vielleicht eine dezente Pré-
zisierung der Formulierung sinnvoll und ziel-
flhrend:

Es kommt nicht allein auf die Nahrungs-
aufnahme an, sondern darauf, das Richtige
zu essen. Es geht darum, lassen wir auch
einmal die soziokulturelle Bedeutung des
Speisens auBer Acht, die Zufuhr essenziel-
ler Néhrstoffe in hinreichender Menge si-
cherzustellen, die unser Organismus beno-
tigt, um heranzuwachsen, sich zu entwickeln
und regenerieren zu kdnnen, die er aus sich
heraus jedoch nicht synthetisieren und da-
mit selbst bilden kann.

Zu den lebenswichtigen Nahrstoffen zah-
len Kohlenhydrate, Proteine, Vitamine und
Mineralstoffe. Ebenso dazu gehoren Fette
respektive die darin enthaltenen Fettsduren.
Fiir die Gesunderhaltung von besonderer
Bedeutung sind die mehrfach ungeséttigten
Fettsduren. Sie dienen uns nicht allein als
wertvolle Energielieferanten, sondern sie
sind obendrein auch ein wichtiger Baustein
unserer Kérperzellen, deren Membrane sie
durchléssig und flexibel halten, was sie un-
vermeidlich auch zum Bestandteil unter-
schiedlichster Stoffwechselprozesse macht.

Essenzielle Fettsduren im Fokus

Zu den mehrfach ungeséttigten Fettséuren
zéhlen die Omega-6-Fettsdure Linolsdure
und die Omega-3-Fettsdure Alpha-Linolen-
saure (auch n-6- und n-3-Fettséure). Die
Molelkiile unterscheiden sich im Aufbau nur
geringfligig: Die zweifach ungeséttigte Li-
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nolsaure enthalt 18 Kohlenstoffatome, 32
Wasserstoffatome und zwei Sauerstoff-
atome (C,H,,0,), die dreifach ungesattigte
Alpha-Linolenséure (C H,,0,) enthélt zwei
Wasserstoffatome weniger. Beide Omega-
Fettsduren sind aus gesundheitlicher Sicht
flr uns von groBer Bedeutung. Linolsdure
und Linolenséure sind flir uns essenziell,
sprich unentbehrlich und missen dem Or-
ganismus mit der Nahrung zugefiihrt wer-
den. Reich an Linolséure sind pflanzliche Ole
wie Oliven- und Sonnenblumendl, fettes
Fleisch und fettreiche Wurst, Margarine,
Nisse und Mandeln. Alpha-Linolensédure
wiederum ist in gréBerer Menge in Pflanzen-
olen wie Leindl (56-71%) [1] und Chiadl
(60 %) [2] enthalten. Ebenso reich an Lino-
lenséure, wenngleich in vergleichsweise ge-
ringerer Menge, sind Hanfél, Rapsdl, Wal-
nussol und Sojadl [3].

Die Menge, die der Mensch an Fett bezie-
hungsweise an essenziellen Fettsduren auf-
nehmen muss, hdngt vom jeweils individuel-
len Bedarf ab, der wiederum beeinflusst wird
vom Lebensalter und dem persénlichen Ak-
tivitdtsprofil [4]. Der Linolséurebedarf liegt
im Durchschnitt bei 100 mg/kg Sollgewicht
pro Tag, das heift, es sind 6,5 g Linolséure
pro Tag oder 2,3 Prozent der Energie als
Linolsaure notig. Die Zufuhrempfehlung fiir
Alpha-Linolenséure liegt bei 1 g pro Tag be-
ziehungsweise 0,5 Prozent der Nahrungs-
energiezufuhr. Das Verhaltnis von Linolsdure
zu Linolensdure liegt demnach wiinschens-
werterweise bei 5:1. [4, 5]

Kritischer Blick auf Pflanzendle

Auf den Punkt gebracht: Der Verzehr von
Pflanzendlen, die reich an ungeséttigten
Fettsduren sind, gehort zu einer gesunden
Erndhrung dazu, Stichwort mediterrane Er-
ndhrung: Die im Mittelmeerraum verortete
Erndhrungsweise basiert im weitesten Sinn
auf dem Verzehr von viel Obst und Gemiise,
Hilsenfriichten, Vollkorn-Getreideproduk-
ten und Olivenél, einem moderaten Fisch-
Konsum und einer gemaBigten oder gerin-
gen Menge an Milchprodukten, Wein und
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Fleisch. Laut Erndhrungswissenschaftler
Matthias Schulze Ubt die Mittelmeerdiat
eine positive Wirkung auf unseren Kérper
aus. Sie kénne sogar Herzinfarkten vorbeu-
gen und das Risiko fiir GefaBkrankheiten
verringern, wie der Leiter der Abteilung Mo-
lekulare Epidemiologie am Deutschen Insti-
tut fiir Ernahrungsforschung Potsdam-Reh-
briicke (DIfE) betont [6].

Neueste Untersuchung werfen nun aber
die Frage auf, ob diese Empfehlung uneinge-
schriankte Gultigkeit besitzt beziehungs-
weise ob nicht doch gewisse Einschrankun-
gen gelten sollten in Bezug auf den Verzehr
von Nahrungsmitteln, die reich an ungeséat-
tigten Fettsduren sind. Hierbei steht deren
Handhabung im téglichen Gebrauch im Fo-
kus. Farschende der Justus-Liebig-Universi-
tat (JLU) GieBen haben namlich kiirzlich erst
bei der Analyse handelsiiblicher Pflanzendle
beachtliche Mengen erbgutschidigender
Substanzen nachgewiesen. Diese hatten
sich im weiteren Verlauf der Untersuchung
der Linolensaure als Quelle zuordnen lassen,
berichten Gertrud Morlock, Professorin fiir
Lebensmittelwissenschaften an der JLU Gie-
Ben, und Doktorand Daniel Meyer im Fach-
journal Food Chemistry [7].

Wahl des richtigen
Analyseverfahrens

Obgleich dieser Sachverhalt nachdenklich
stimmt, setzen die Forschenden noch einen
obendrauf: Die tatsdchliche Tragweite des
Problems spiegele sich in der Erkenntnis wi-
der, bringt es Gertrud Morlock auf den
Punkt, dass ,die derzeit in der Analytik (ib-
licherweise eingesetzte Technik genotoxi-
sche Verbindungen in Lebensmitteln nicht
hinreichend erfasst und (ibersieht”. Mit an-
deren Worten: ,Wir wissen heute nur wenig
liber die Art und Menge genotoxischer, erb-
gutschadigender Verbindungen in Lebens-
mitteln.” Das wiederum hénge damit zusam-
men, dass unsere Lebens- und Futtermittel
in aller Regel komplexe Gemische seien, die
aus Tausenden Verbindungen bestehen, von
denen uns die meisten, oftmals Spurenver-

}) Neueste Unter-
suchungen werfen
die Frage auf, ob
Nahrungsmittel,

die reich an unge-
séattigten Fettsduren
sind, uneingeschrankt
als gesund einzustu-
fen sind und ob nicht
Einschrankungen
gelten sollten in
Bezug auf deren
Verzehr. {{
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}) Ungesittigte Fett-
sauren werden leicht
zum Objekt oxidativer
Prozesse. Ob durch
Luftsauerstoff ver-
ursacht oder photo-
lytisch getriggert:
Am Ende bilden

sich daraus Epoxide,
deren genotoxisches
Potenzial bekannt

ist. {(

bindungen, nicht bekannt seien, wie die
analytische Chemikerin erlautert. Nicht zu-
letzt deshalb komme man mit einer zielge-
richteten Analytik nicht sehr weit, was den
Nachweis potenzieller Schadstoffe und To-
xine betreffe, betont Gertrud Morlock.

Analytische Praxis im Zweifel

Gehen wir noch einmal einen Schritt zuriick:
Lipide, sprich Fette und Ole, sind ein wich-
tiger Bestandteil von Grundnahrungs- und
Futtermitteln. Insbesondere von den darin
enthaltenen ungesattigten Fettséduren weil
man aber, dass sie leicht zum Objekt oxida-
tiver Prozesse werden. Ob durch Luftsauer-
stoff verursacht oder photolytisch getrig-
gert: Am Ende bilden sich daraus Epoxide,
deren genotoxisches Potenzial zwar durch-
aus bekannt sei, wie Morlock sagt, derer
man allerdings in der Laborpraxis in der
Qualitatssicherung, Produktkontrolle oder
Lebensmittelkontrolle nicht vollumfanglich
habhaft werde. Bei den beschriebenen Me-
thoden und Verfahren zur Bestimmung von
Genotoxinen handle es sich némlich vorwie-
gend um ,Assays zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Epoxiden basierend auf
der Reaktion mit Bromwasserstoff oder an-
deren Chemikalien. Die Kenntnis der Iden-
titat jedes vorhandenen Epoxids ist wichtig,
da die Referenzstandards entsprechend der
Kettenlidnge des Analyten ausgewahlt wer-
den miissen, was jedoch bei Lebensmittel-
proben mit unbekannter Zusammensetzung
problematisch sein kann. Ein anderer An-
satz verwendet einen Carbamat-Assay, der
an die Hochleistungsfllissigkeitschromato-
graphie gekoppelt ist, was zu Problemen mit
Metallionen im System fihren kann.” Eben-
falls werde die kernmagnetische Resonanz-
spektroskopie verwendet, die sich jedoch
nur sehr begrenzt einsetzen lasse und ver-
sage, insbesondere wenn es um hochwirk-
same Genotoxine geht, die in sehr geringen
Mengen in einer komplexen Probe vorhan-
den sind, schreiben Morlock und Meyer. Das
sich ahzeichnende Problem zahlreicher blin-
der Flecken gipfle in der Erkenntnis, dass

man zwar einen bestimmten Bereich erbgut-
schadigender Verbindungen, nadmlich den
der Epoxide, bereits erkannt hat, andere
Substanzklassen aber, die ebenfalls geno-
toxisch wirkten, nicht darstellen kdnne, re-
siimiert Morlock.

Planare non-target
Genotoxizitats-Profile

Zielgerichtete chemische Analysemethoden

(target analysis) schieden aus Sicht der For-

schenden zur sicheren und vollumfénglichen

Analytik potenziell erbgutschidigender Ver-

bindungen aus. Und auch standardisierte

Bioassays flr sich allein genommen (zwar

non-target, aber nur Summenwert als Ergeb-

nis) erfiillten die Anforderungen aus unter-
schiedlichsten Griinden [7] nicht hinrei-
chend. Worin aber liegt die Losung?

Auf der Suche nach geeigneten Analyse-
verfahren und -methoden lieB sich Morlock
von mehreren Annahmen leiten:

1. Dievon uns tagtaglich konsumierte Nah-
rung enthalt Genotoxine, von denen we-
nig bekannt ist und die in aller Regel un-
erkannt bleiben.

2. Die gegenwdrtig in Analyselaboratorien
genulzte Analysetechnik erfasst Geno-
toxine nicht hinreichend, weil Target-
Strategien per Definition nur ein limi-
tiertes Spektrum an Verbindungen
erfassen und Non-Target-Assays (Sum-
menwert) nicht empfindlich genug sind
und wichtige Effektsignale durch entge-
gengesetzte Signalantworten (cytoto-
xisch, physico-chemisch etc.) aufgeho-
ben werden konnen.

Aus diesen Annahmen leiteten die For-

schenden die Hypothese ab, dass ,.ein emp-

findlicher planarer Genotoxizitats-Bioassay,
der die Trennung und den Wirkungsnach-
weis auf derselben Oberflache kombiniert,
eine Differenzierung der Effekte ermdglicht
und in der Lage sein kdnnte, das Vorhanden-
sein von Genotoxinen in Lebensmitteln zu
kldren®. Sie richteten ihr Augenmerk bei der
Lésung der Herausforderung, Genotoxine in
Lebensmitteln moglichst vollumfanglich in
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33 Pflanzendlen [7] zu bestimmen, auf die
Hochleistungs-Diinnschichtchromatogra-
phie (HPTLC) kombiniert mit bioclogischen
Assays und der hochauflésenden Massen-
spektrometrie (HRMS/MS) [8, 9].

Probe aufs Exempel

Morlock und Meyer gingen dabei, verein-
facht skizziert, wie folgt vor: Sie applizier-
ten Aliquote (0,1 ug) der Pflanzendle ohne
weitere Probenvorbereitung lediglich ver-
dinnt auf HPTLC-Platten (Kieselgel). Deren
Entwicklung erfolgte in entsprechenden
Trennkammern mit aufsteigendem Kapillar-
fluss, und zwar in drei Stufen: erst die po-
laren, dann die mittelpolaren und schlieB-
lich die unpolaren Komponenten. Der
chromatographische Trennerfolg wurde
mittels géngiger Detektionsverfahren (UV/
Vis, FLD) Gberprift. Den Genotoxizitdtstest
fiihrten sie auf derselben Trennoberflache
durch: Die HPTLC-Platte wurde zunéchst
mit einer Suspension kultivierter genmodi-
fizierter Bakterien (Salmonella Typhimurium)
benetzt und inkubiert. In dieser Zeit haben
alle Probenbestandteile Kontakt mit der
Bakterienzelle. Bei einer DNA-schadigen-
den (genotoxischen) Verbindung wird nun
ein Reparaturmechanismus (SOS-Umu-C)
in der Bakterienzelle in Gang gesetzt, der
letztlich zur Freisetzung eines Enzyms
(Galaktosidase) an dieser Genotoxin-Stelle
auf der HPTLC-Platte fiihrt. Die Sichtbar-
machung des Genotoxins erfolgt durch
Aufbringen des Substrates fiir das Enzym
(fluorogenes Galaktosid) und erneuter kur-
zer Inkubation, wahrend der das Fluorophor
entsteht. Zur ldentifizierung der gentoxi-
schen Verbindungen wurden die interessie-
renden Zonen mittels Elutionskopf-basier-
tem Interface aus dem Kieselgel eluiert und
der HRMS/MS zugefiihrt. Fiir das Scree-
ning der 33 Pflanzendl-Proben wurde die-
selbe Zellkultur verwendet, um die Signal-
intensitdten unmittelbar vergleichen zu
kénnen. Somit seien die Unterschiede in
den genotoxischen Reaktionen tatséchlich
der Menge an Genotoxin oder -stéarke und
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Komplexe Proben untersucht mit dem planaren Genotoxizitits-Assay, der

durch einen gentechnisch veranderten Salmonella Typhimurium-Stamm

mit einem SOS-Umu-C-Reparaturmechanismus Genotoxine als griine

Fluoreszenzzonen (siehe Punkte in der Abbildung) nachweist.

nicht einer unterschiedliche Zellkulturleis-
tung zuzuschreiben.

Hypothesen bestéatigen sich

Was wurde erreicht? Morlock und Meyer:
sUnsere erste Hypothese, die besagt, dass
unsere tagliche Nahrung Genotoxine enthal-
ten kdnnte, hat sich leider als richtig erwie-
sen.” Es habe sich gezeigt, dass die Anzahl
und Intensitat der Signale mittelpolarer Ge-
notoxine deutlich héher lagen, wenn die Ole
lénger als zwei Jahre gelagert wurden ge-
geniiber Olen, die weniger als ein Jahr gela-
gert worden waren.” lhre zweite Hypothese,
also dass gegensétzliche Signalreaktionen
zu falschen Summenwerten fiihren und bei
der Interpretation der Ergebnisse von in-
vitro-Mikrotiterplatten-Assays in die Irre flin-
ren kénnen, habe sich ebenfalls bewahrhei-
tet, berichten die Forschenden weiter. Dass
es bislang keine Effektdifferenzierung und
nur einen Summenwert gebe, erklére, ,wa-
rum wir bisher noch keine Genotoxin-halti-
gen Grundnahrungsmittel gesehen haben®.
Dabei habe man in nur 0,1 Millionstel
Gramm eines jeden Haushaltsdls mehrere
genotoxische Verbindungen nachweisen
kénnen. Ein Desaster, wie die Forschenden
andeuten: Der durchschnittliche Verbrauch

)) Wir wissen nur
wenig liber die Art
und Menge geno-
toxischer Verbin-
dungen in Lebens-
mitteln, was damit
zusammenhiéngt,
dass Lebens- und
Futtermittel komplexe
Gemische darstellen,
die aus Tausenden,
vielfach uns unbe-
kannten Verbin-
dungen bestehen. {{
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Vier Saatendle untersucht ohne (-S$9) und mit (+89) Metabolisierung
durch das S9-Leberenzym-System und zeitgleich detektiert mit dem

planaren Genotoxizitats-Assay, der Genotoxine als griine Fluoreszenz-

zonen (siehe Punkte in der Abbildung) darstellt, die durch eine funktionie-

rende Lebermetabolisierung entgiftet wurden.

)) Die tatséchliche
Tragweite des
Problems spiegelt
sich in der Erkenntnis
wider, dass die der-
zeit in der Analytik
iblicherweise ein-
gesetzte Technik
genotoxische Ver-
bindungen in Lebens-
mitteln nicht hin-
reichend erfasst. {({

von Olen und Fetten habe, wie die Forschen-
den berichten, in Deutschland im Jahr 2020
bei etwa 25 kg pro Kopf, das entspreche
69 g Ol/Fett pro Kopf und Tag. Das wiede-
rum bedeute, ,dass gerade, wenn man
sich gesund erndhren will, tiglich eine um
690 Millionen héhere genotoxische Reak-
tion aufgenommen werden kann als die im
Bioautogramm beobachtete Reaktion®, sagt
Morlock, die sich berechtigterweise die
Frage stellte: Warum sind wir noch am Le-
ben? Vermutlich aufgrund der Entgiftung der
nachgewiesenen genotoxischen Verbindun-
gen durch eine gesunde Leber. Zumindest
zeigten dies erste Untersuchungen und Er-
gebnisse der simulierten Metabolisierung
mit Leberenzymen (Leber-Stoffwechsel)
auch auf derselben Trennoberflache. Aller-
dings bleibt fraglich, in wie vielen Féllen bei
anderen Krebsarten, die das Verdauungs-
system betreffen, beginnend in Mund und
Speiserdhre, mit der Nahrung aufgenom-
mene genotoxische Verbindungen eine aus-
schlaggebende oder Nebenrolle spielen.

Was am Ende zu sagen bleibt

Pflanzendle, die reich an ungesattigten Fett-
siuren sind, werden fiir eine gesunde Er-

nahrung sehr empfohlen. Doch so gesund
wie gedacht, sind diese Ole offenkundig
nicht, wie Morlock und Meyer mit der Be-
stimmung erbgutschadigender Verbindun-
gen in einer Vielzahl kommerziell erhaltli-
cher Pflanzendle belegi haben. Den
Forschenden gelang es mittels HPTLC kom-
biniert mit planarem Bioassay und HRMS/
MS, oxidierte Linolenséure in allen Proben
als eine Ursache der Genotoxizitdt zu iden-
tifizieren. Die Menge der schédlichen Ver-
bindungen in den untersuchten Olen stieg
mit zunehmender Lagerung an der Luft.
Wohlbekannt sei in diesem Kontext, wie
Morlock und Meyer berichten, dass inshe-
sondere die gesunden ungesattigten Fett-
sduren anfillig fir oxidative Reaktionen
sind, die zur Bildung von Epoxiden filhre.
JEpoxidierte Fettséuren sind in ihrer geno-
toxischen Wirkung bereits bekannt, wurden
bislang aber nicht in Pflanzendlen nachge-
wiesen®, sagt Gertrud Morlock. ,Unsere
Analysen sind von groBer Bedeutung, denn
Pflanzendle stecken in fast allen Lebensmit-
teln, in vielen Nahrungsergénzungsmitteln
und Kosmetika®, betont die analytische Che-
mikerin.

Bei dem von ihnen angewendeten neuar-
tigen Verfahren kombinierte das Forscher-
team Methoden aus der Chemie und der
Biologie auf derselben Oberflache: die chro-
matographische Trennung und den Wir-
kungsnachweis. ,Mit dieser Methode erhalt
man deutlich aussagekréaftigere Wirkstoff-
profile als bislang mdglich und kann geno-
toxische Verbindungen in komplexen Pro-
ben differenzierter und mit hoherer
Sensitivitat visualisieren®, berichtet Gertrud
Morlock. Diese wirkungsbezogene Analytik
mittels sogenannter Planar-Chromatogra-
phie hat sie an der JLU GieBen etabliert. ,Die
aktuell in der Lebensmittelanalytik verwen-
deten Methoden geben die Schadstoffbe-
lastung mit Genotoxinen in komplexen Le-
bensmitteln wie Olen nicht richtig wieder,
da deren Signale von iberméachtigen ande-
ren Signalen liberlagert werden.” Ein Para-
digmenwechsel in der Analytik hin zu plana-
ren bildbasierten Wirkstoffprofilen sei
unvermeidbar, um die Verbrauchersicher-
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heit inshesondere bei Basislebensmitteln zu
erhdhen.

Um das leistungsstarke neue Verfahren
zu verbreiten, wurde es als portables Open-
Source-System miniaturisiert, das sie mit
ihrer Arbeitsgruppe entwickelt hat und das
weltweit einzigartig ist. Im Vergleich zu an-
deren Methoden ist es sehr nachhaltig be-
zliglich des geringeren Materialeinsatzes
und -verbrauchs sowie der kleinen Nutzfli-
che, die zwei Labore ersetzt.

Hinzukomme, dass planare wirkungsbe-
zogene Screenings durch die parallele Ana-
lyse vieler Proben je nach Assay nur 5 bis
20 min pro Probe erfordern bei vergleichs-
weise geringen Verbrauchskosten und
keine oder nur eine minimale Probenvor-
bereitung erfordern, wie Gertrud Morlock
es beschreibt [10, 11]. Die Investitionskos-
ten lagen flir kommerzielle Systeme héher,
wohingegen das Open-Source-System um
den Faktor 100 verringerte Materialkos-
ten zur Anschaffung benétigt. Koénnen
Schadstoffzonen keinen bekannten Verbin-
dungen in den komplexen Proben zuge-
ordnet werden, ist es mdglich, hochaufge-
|6ste Massenspektren direkt vom Bioauto-
gramm durch automatisierte Elution iiber
eine zusétzliche orthogonale Trennung mit-
tels Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie zu erhalten. Diese weitergehende
Charakterisierung erfolgt laut Morlock bei
Bedarf und gestalte die sogenannte On-
Surface-Assay-Strategie héchst effizient
[10, 11].

Weiterer Forschungsbedarf besteht hin-
sichtlich der Frage, ob Mundschleimhaut,
Speiserohre und Haut als erste Kontaktstel-
len mit den Genotoxinen umgehen kénnen
und ob die Leber - sollten die Genotoxine
Uberhaupt dort ankommen - diese Substan-
zen entgiften kann. Zudem seien weitere
Studien vonnéten, um Verarbeitungsprakti-
ken, Produktformulierungen und geeignete
Lagerungsbedingungen zu finden, die die
Stabilitat 6lhaltiger Lebensmittel, Nahrungs-
erganzungsmittel und Kosmetika iiber die
empfohlene Produktlebensdauer gewéhr-
leisten.
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B welche Mikrondhrstoffe fiir das Immunsystem relevant sind
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