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Spurensuche: Mineral6l in Lebensmitteln

Eine Nachweismethode fiir DNA-reaktive Mineralolfraktionen

Mit Mineralél kontaminierte Lebensmittel waren in den vergangenen 15 Jahren

regelmaBig Ursache fiir Schlagzeilen und Stellungnahmen der europaischen Behor-
de fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA = European Food Safety Authority). Ob ukrai-
nisches Sonnenblumendl im Jahr 2008, der Foodwatch-Report zu Babymilchpulver

2019 oder die jahrlichen Warnungen vor dem Schoko-Nikolaus in der Vorweih-

nachtszeit [1, 2, 11]: Mineraldlverunreinigungen finden sich mittlerweile Gberall.

Aber wie gefahrlich sind sie? Dieser Frage wurde im kooperativen Forschungspro-
jekt ,MOSH MOAH — Reduktion von Mineralél in Lebensmitteln” nachgegangen.

Bereits 2012 gab es ein wissenschaftliches
Gutachten der EFSA zu den unterschiedlichen
Effekten und Wirkungen von Mineraldlkontami-
nationen auf die menschliche Gesundheit [3]. Als
Hauptexpositionsquellen wurden in dem Bericht
Lebensmittelverpackungen und deren Additive
sowie Schmiermittel hervorgehoben — heute
wissen wir, dass die Kontaminationen verschie-
denste Quellen im gesamten Produktionszyklus
haben. Dabei unterscheidet man grundsatzlich
zwischen unbeabsichtigten Verunreinigungen
und erlaubter Einbringung z.B. durch Hilfsstoffe
wie E905, also mikrokristallines Wachs. All die-
se fihren in unterschiedlichem MaBe dazu, dass
Mineral6le (MOH = Mineral Oil Hydrocarbons) in
Lebensmitteln enden und beim Verzehr vom Kér-
per aufgenommen werden [3, 4, 5].

Trennung in MOSH und MOAH

MOH sind Mischungen von Substanzen, deren
Ursprung im Rohdl liegt. Aufgrund ihrer komple-
xen und vielseitigen Zusammensetzung sind die
einzelnen Komponenten bis heute aber kaum
identifizierbar, wodurch eine substanzbasierte
Risikobewertung schwierig ist. Eine grobe Tren-
nung gelingt in MOSH (Mineral Oil Saturated
Hydrocarbons) und MOAH (Mineral Oil Aromatic
Hydrocarbons). Bei MOSH handelt es sich um ali-
phatische langkettige oder zyklische Kohlenwas-
serstoffe. Sie kdnnen sich zwar im menschlichen
Korper bis zu einer gewissen Menge anreichern,
ihnen werden jedoch keine schwerwiegenden
gesundheitsbeeintrachtigenden  Eigenschaften
zugeordnet. MOAH hingegen sind aromatische

I Abb. 1: Schon 2012 gab ein wissenschaftliches Gutachten der EFSA als Hauptexpositionsquellen fiir
Mineralélkontaminationen Lebensmittelverpackungen und deren Additive sowie Schmiermittel an.

Viele weitere Quellen kamen seitdem hinzu.
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Verbindungen, die aufgrund der Vorkommnis-
se von polyaromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) mit 3—7 Ringen als potenziell mutagen
und karzinogen eingestuft werden. In (blichen
Mischungen liegt der MOAH-Anteil bei 15—30 %
[3,6].

Stetige Weiterentwicklung
in der Analytik

Um die Sicherheit fiir Konsument*innen zu
gewahrleisten, ist es Aufgabe der Routineana-
lyse, die Sicherheitsbedenken in Lebensmitteln
effektiv zu erkennen, um diese zu beheben.
Der Mangel an standardisierten Methoden
wird zwar langsam beseitigt (z.B. Update der
EN16995:2022, JRC-Methode fiir MOAH in
Babymilchnahrung), dennoch bleibt die Analytik
herausfordernd [4, 15, 16]. Einerseits ist die Pro-
benvorbereitung, die vor allem vom Fettgehalt
der Lebensmittelmatrix abhangig ist, sehr kom-
plex. Viele manuelle Aufreinigungsschritte sind
ndtig wie Verseifung, um Fett zu entfernen, ein
Clean-up mit Aluminiumoxid, um natirlich vor-
kommende n-Alkane aus der MOSH-Fraktion zu
eliminieren (Alox), oder Epoxidierung, um Olefi-
ne aus der MOAH-Fraktion zu beseitigen (Epox),
sowie eine anschlieBende Anreicherung durch
Losungsmittelverdampfung.

Andererseits wird mittels der State-of-the-
Art-Analysenmethode, der online gekoppelten
HPLC-GC-FID (Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie-Gaschromatographie-Flammenioni-
sationsdetektion), nur eine Trennung der MOH
in MOSH und MOAH und eine Bestimmung als
Summenparameter bewerkstelligt. Dabei wird
das nach der Probenvorbereitung erhaltene
Extrakt zunachst mit Normalphasen-HPLC in die
zwei Fraktionen (MOSH und MOAH) getrennt.
Die gewonnenen Fraktionen werden danach
online auf zwei idente GC-S&ulen in einem Ofen
transferiert, um MOSH und MOAH parallel in
einem Lauf zu bestimmen, wobei man durch
ein schnelles und steiles Ofenprogramm die
Empfindlichkeit der Methode steigert, indem die
komplexen Substanzgemische jeweils in einem
groBen, nicht aufgel6sten Peak, dem sogenann-
ten Mineralél-Hump, konzentriert werden.

Zwei universale Flammenionisationsdetek-
toren ermdglichen im finalen Schritt die Inte-
gration der MOSH- und MOAH-Humps und die
Bestimmung der jeweiligen Gehalte (Abb. 2) [7,
8]. Immense Erleichterung bei der Routineanaly-
tik bieten die vielen Automatisierungsmaglich-
keiten. Die wichtigsten Clean-up-Schritte wie
Alox und Epox sind bereits seit Langerem auch
automatisiert verfigbar und kénnen individuell
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I Abb. 2: Online gekoppelte HPLC-GC-FID (links) und Chromatogramm eines typischen Mineraléls (rechts, schwarz = MOSH, pink = MOAH).

fir jede Probe direkt am System zugeschaltet
werden, um entsprechend den standardisierten
Methoden natiirliche Interferenzen zu entfernen.
Fiir Fette und Ole wurde vor Kurzem sogar eine
vollstdndig automatisierte Aufarbeitung, die die
Verseifung inkludiert, entwickelt [9].

Neue Grenzen

Als Reaktion auf MOAH-Befunde, die im Food-
watch-Report vom Dezember 2021 festgehalten
wurden, wurde im April 2022 eine Stellung-
nahme des Ausschusses fiir Pflanzen, Tiere,
Lebens- und Futtermittel (PAFF-Committee) der
Europaischen Kommission publiziert [10, 11].
Darin sind maximale Quantifizierungslimits fiir
die HPLC-GC-FID-Methode beschrieben, die von
0,5 mg MOAH/kg trockenes Lebensmittel iber
1 mg MOAH/kg Lebensmittel mit einem Fettge-
halt zwischen 4% und 50 % bis zu 2 mg MOAH/
kg fiir Lebensmittel mit einem Fettgehalt > 50 %
reichen. Diese Quantifizierungsgrenzen werden
zurzeit als allgemein gliltige MOAH-Limits in der
Europaischen Union interpretiert und Lebens-
mittel, die sie Uberschreiten, sollen vom Markt
genommen werden.

Die Grenzen sind jedoch nicht toxikologisch
begriindet, sondern basieren lediglich auf der
Sensitivitdt der aktuell verfigbaren LC-GC-FID-

Analysenmethode und dem Fettgehalt der Pro-
be [10]. Auf toxikologischen Daten basierende
Limits fir die MOAH-Fraktion lassen sich aus
dem TTC (Threshold of Toxicological Concern)-
Konzept ableiten. Da angenommen wird, dass
MOAH DNA-reaktive Eigenschaften besitzen, gilt
ein viel geringerer taglicher Expositionsgrenz-
wert von 0,15pug/Tag bzw. 0,15pg/kg Lebens-
mittel fir eine 60 kg schwere erwachsene Person
[14]. Nur wenn nachgewiesen werden konnte,
dass das Substanzgemisch der MOAH oder
bestimmte Subfraktionen keine DNA-reaktiven
Effekte aufweisen, konnte dieser Grenzwert
um ein Vielfaches angehoben werden. Dazu ist
eine starker substanzbezogene Risikobewertung
erforderlich und nicht nur die Bestimmung eines
Summenparameters, wie dies bei der Verwen-
dung der LC-GC-FID-Methodik der Fall ist.

2019 empfahl die EFSA daher, weitere Analy-
senmethoden fiir mit MOAH kontaminierte Pro-
ben anzuwenden. Mit diesen sollte festgestellt
werden, ob 3—7-PAKs in der Mischung vorhan-
den sind, die fiir den DNA-reaktiven Charakter
der MOAH verantwortlich gemacht werden [5].
Die Methode der Wahl fiir diese Charakteri-
sierung ist die umfassende zweidimensionale
Gaschromatographie (GCxGC). Da jedoch mit
dieser Methode immer noch Tausende Subs-
tanzen nachgewiesen werden konnen, ist eine
Risikobewertung jeder einzelnen mit GCxGC

identifizierten Substanz nicht moglich. Alterna-
tiv kdnnte das gesamte MOAH-Gemisch — oder
einzelne isolierte Subfraktionen mit bekannter
Zusammensetzung — mithilfe von Bioassays auf
DNA-reaktive Wirkungen untersucht werden.

Kombination von Methoden

In dem von der GLi Austria (Gemeinniitzige
Lebensmittelinitiative fiir Osterreich) koordinier-
ten Forschungsprojekt ,MOSH MOAH — Reduk-
tion von Mineraldl in Lebensmitteln” hat sich
ein kollektiver Ansatz als wegweisend herausge-
stellt. Der Technischen Universitat Graz und dem
Osterreichischen Forschungsinstitut fiir Chemie
und Technik (OFl), die als wissenschaftliche Part-
ner das Forschungsvorhaben umgesetzt haben,
ist es durch die Kombination von chemischer
Analytik und gleichzeitiger toxikologischer Cha-
rakterisierung mit In-vitro-Tests gelungen, auf
die zuvor gestellten Fragen Antworten zu gene-
rieren [12].

Ein essenzieller Bestandteil der Arbeiten war
die weitere Subfraktionierung der MOAH in
mono- und diaromatische bzw. tri- und polya-
romatische Teilmengen und deren Isolierung
und Charakterisierung, um mehr Einblicke in die
Effekte der unterschiedlichen Komponenten der
MOAH-Fraktion zu erhalten.
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I Abb. 3: Shimadzu Nexera LC-20AD mit Prominence RF-20Axs Fluoreszenzdetektor (FLD) und SPD-M20A Photodiodenarray-Detektor (DAD) zur Isolierung
von mono- und diaromatischen sowie tri- und polyaromatischen Verbindungen aus den MOAH [13].
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I Abb. 4: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsaufbaus des Forschungsprojekts

,MOSH MOAH" [12].

Fir die Isolierung wurde nach Koch et. al
(2020) eine Donor-Akzeptor-Komplexchroma-
tographie eingesetzt [13]. Dazu wurde eine
Nexera LC-20AD (Abb.3) mit einer Nucleosil
Chiral 2,5-pm-Séule (250 x 4 mm, Macheryna-
gel GmbH & Co. KG) und einem Prominence RF-
20Axs Fluoreszenzdetektor (FLD) sowie einem
SPD-M20A Photodiodenarray-Detektor (DAD)
verwendet, welche die Trennung der gesam-
ten MOAH-Fraktion in Mono- und Diaromaten
sowie Tri- und Polyaromaten ermdglichte. Die
getrennten Fraktionen wurden mittels Fraktio-
nensammler gesammelt, angereichert und einer
weiterfihrenden chromatographischen Metho-
de, basierend auf GCxGC, zugefiihrt, um die
unterschiedliche Zusammensetzung der Fraktio-
nen zu evaluieren und die Prasenz bzw. Absenz
von 3-7-PAKs nachzuweisen.

Um die DNA-Reaktivitat der generierten Sub-
fraktionen zu beurteilen, wurde anschlieBend

ein miniaturisierter Ames-Test eingesetzt. Dieser
basiert auf Histidin-auxotrophen Salmonellen,
die bei Exposition mit DNA-reaktiven Substanzen
eine Mutation erfahren, wodurch ihre Histidin-
Prototrophie wiederhergestellt wird und somit
ein Wachstum auf Minimalmedium méglich ist.
Abbildung 4 zeigt den finalen Versuchsablauf,
der im Rahmen des Forschungsprojektes ,MOSH
MOAH" umgesetzt wurde [12].

Erste Ergebnisse

Um aufzuzeigen, dass die erarbeitete kombi-
nierte Analysenstrategie funktioniert, wurde ein
Referenzminerall mit hohem MOAH-Gehalt
getestet [12]. Erste Einblicke der instrumentellen
Charakterisierung mittels GCxGC zeigten deut-
lich, dass Unterschiede in der Zusammensetzung
zwischen der isolierten mono- und diaromati-
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I Abb. 5: Ames-Test-Resultate: Mono- und Diaromaten des getesteten Mineraldls sind nicht DNA-reaktiv
im Ames-Test, wahrend Tri- und Polyaromaten DNA-reaktiv sind [12].
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schen und der tri- und polyaromatischen Frak-
tion erkennbar sind und dass die Auftrennung
nach der Ringanzahl erfolgreich war.

Noch interessanter waren die Ergebnisse
des Bioassays: Das getestete Referenz6l war im
Ames-Test positiv, d.h., DNA-reaktive Effekte
wurden festgestellt, genauso konnte dies auch
fiir die MOAH und deren Tri- und Polyaroma-
ten-Fraktion gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu blieben die MOSH- sowie die Mono- und
Diaromaten-Fraktion der MOAH-Fraktion stets
negativ und zeigten somit keine DNA-Reakti-
vitat. In Abbildung 5 sind die Ergebnisse der
fraktionierten Bestandteile auszugsweise dar-
gestellt.

Nach diesem ersten Erfolg wurde die
kombinierte Strategie auf weitere Proben
angewendet, um fortlaufend toxikologi-
sche Daten von MOSH und vor allem von
MOAH und den zugehdrigen Subfraktionen
zu erheben. Darunter waren etwa Food-
Grade- und Non-Food-Grade-Schmierdle und
-Fette sowie Verpackungsmaterialien. Der nach-
gewiesene Trend konnte dabei erneut besta-
tigt werden: In allen MOAH-Fraktionen, die
im Ames-Test positiv ausfielen, konnten auch
aromatische Verbindungen mit mehr als drei
Ringen mittels GCxGC nachgewiesen werden,
wahrend diese in Ames-negativen (nicht DNA-
reaktiven) Proben nicht prasent waren. Mithilfe
dieses kombinierten Ansatzes und des damit
verbundenen Wissensaufbaus wird die Gefah-
renidentifizierung und Risikobewertung von
Proben, die mit MOAH kontaminiert sind, in
Zukunft einfacher sein.

Verbesserung der
Lebensmittelsicherheit

Im Rahmen des von der FFG (Osterreichische
Forschungsforderungsgesellschaft)  unterstiitz-
ten Forschungsvorhabens ,MOSH MOAH -
Reduktion von Mineraldl in Lebensmitteln” hat
das Projektkonsortium aktiv dazu beigetragen,
Losungen fiir die Problematik von Mineral6lriick-
standen in Lebensmitteln zu finden. Bestehende
Methoden wurden optimiert und neue Strategi-
en entwickelt, um die Identifizierung von Eintra-
gungsquellen zu erleichtern, die Kontamination
zu verringern und das damit verbundene Risiko
stoffbezogener zu bewerten.

Die entstandenen Empfehlungen im Umgang
mit MOSH und MOAH unterstiitzen die Verpa-
ckungs- und Lebensmittelbranche dabei, Mine-
raldl in Lebensmitteln nachhaltig zu reduzieren
und die Sicherheit fiir Endkonsument*innen wei-
ter zu erhéhen.

Autoren: Sanja Savi¢, Elisa Mayrhofer,
Osterreichisches Forschungsinstitut fiir Chemie
und Technik (OFI), Team Mikrobiologie & Zellkultur
Andrea Hochegger, Erich Leitner, Technische
Universitat Graz, Institut fiir Analytische Chemie
und Lebensmittelchemie
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