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1 Einleitung

Garnelen gelten als eine Delikatesse und sind ein vergleichsweise kostspieliges
Lebensmittel - unabhéngig davon, ob sie frisch und ungeschlt oder als
Garnelenfleisch, in ,,Krabbensuppen® oder in ,,Krabbensalaten* in den Handel
kommen. Da die meisten EU-Staaten nicht ausreichend viele Garnelen fur ihren
Markt produzieren, decken sie ihren Bedarf hdufig mit Garnelen aus Stidasien,
wobei die dort erzeugten Produkte nicht immer den hier geforderten
Hygienestandards entsprechen (SSNCEPCS, 1985). Die in der Deutschen Bucht
gefangenen Nordseegarnelen (Crangon crangon) werden zwar direkt nach dem
Fang abgekocht aber dann hdufig zum Schadlen zunédchst nach Polen oder
Tunesien verschifft, um erst anschlielend auf dem deutschen Markt in den
Handel zu kommen (DEeuTtscHE SEg, 1997). Um die Gesundheit des
Verbrauchers zu schiitzen und Krankheitsausbriiche durch z.B. Salmonellen zu
verhindern, ist die Behandlung mit einem Konservierungsverfahren, das die
organoleptischen Eigenschaften der Garnelen nicht verdndert, angebracht (EU-
KOMMISSION, 1998).

Ein fir die Abtétung von pathogenen Keimen und Verderbniserregern
anwendbares Konservierungsverfahren ist die Behandlung mit ionisierender
Strahlung aus den Radioisotopen ®Co und *'Cs oder Elektronenbeschleunigern
(CODEX ALIMENTARIUS, 1983; RADOMSK et al., 1994; THAKUR und SINGH 1994).
Die sogenannte Lebensmittelbestrahlung ist ein grindlich untersuchtes
Verfahren, bei dem keine schadlichen Effekte auftreten (WHO, 1992). Dabei ist
jede Energiedosis, die den gewiinschten technologischen Zweck erfullt, sicher flr
den Verbraucher (DIEHL et al., 1991). Die Hochstdosis wird allein durch die
organoleptischen Eigenschaften des jeweiligen Lebensmittels kegrenzt \WHO,
1997).

Trotzdem sind starke Vorbehalte der Verbraucher gegentber bestrahlten
Lebensmitteln anzutreffen (THAKUR und SINGH, 1994; BOGL,1998), und ihre
Besorgnis Gesundheitsgefahren betreffend, stellt ein Hindernis fiir die starkere
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Verbreitung des verhdltnismé&Big neuen Konservierungsverfahrens dar
(DEDERER, 1998).

In 41 Staaten ist die Bestrahlung von Lebensmitteln derzeit gestattet
(International Atomic Energy Agency (IAEA), 1998) und in 11 Staaten ist die
Bestrahlung von Garnelen zugelassen. Dabei sind die erlaubten Hochstdosen
und der jeweilige technologische Zweck durch die nationale Gesetzgebung
vorgegeben (IAEA 1998) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Zulassung der g-Bestrahlung von Garnelen

Land Hdochstdosis (kGy) Anwendungszweck Zulassung
Bangladesch 5 Haltbarkeit, Mikroben- 12.1983
Kontrolle
Belgien 5 Mikroben-Kontrolle  11.1988
Frankreich 5 Mikroben-Kontrolle  10.1990
Ghana 2/3/5 Parasiten / Haltbarkeit 01.1998
/ Mikroben-Kontrolle
Indien 6 Mikroben-Kontrolle  03.1994
Indonesien 7 Mikroben-Kontrolle  02.1995
Kroatien 5 Mikroben-Kontrolle  06.1994
Kuba 3 Haltbarkeit 01.1991
Niederlande 4.5 Mikroben-Kontrolle ~ 08.1992
Pakistan 5 Mikroben-Kontrolle  03.1996
Thailand 5 Mikroben-Kontrolle  12.1986

In Deutschland kommt die restriktive Haltung gegendber der Behandlung von
Lebensmitteln mit ionisierender Strahlung durch ein generelles Verbot mit
Erlaubnisvorbehalt nach 8§13 LMBG zum Ausdruck. Einzig fiir Trockengewdirze
ist die Bestrahlung nach einer Allgemeinverfligung nach § 47a LMBG zugelassen.
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Die Lebensmittelbestrahlung nach 81 Lebensmittelbestrahlungsverordnung dient
nur zu Kontroll- und Messzwecken.

Im Widerspruch zu deutschem Recht steht der in der Européischen Union
geltende Grundsatz der Warenverkehrsfreiheit, der den freien Verkehr mit
Lebensmitteln in der gesamten EU gewéhrleistet (DEDERER, 1998). Das Prinzip
der gegenseitigen Anerkennung, nach dem ein Lebensmittel, das in einem
Mitgliedsstaat rechtméliig hergestellt oder dort in den Verkehr gebracht worden
ist, grundsdtzlich in jedem anderen Mitgliedsstaat vermarktet werden darf
(EUGH, 1979), ist aktuelles Gemeinschaftsrecht. Die angestrebte Angleichung
der Rechtsvorschriften in der EU soll durch die Umsetzung zweier sich
erganzender EG-Richtlinien EG, 1997/1; EG, 1997/2) erfolgen (BUMBERGER
und JAHR, 1998).

Um die Einhaltung der unterschiedlichen gesetzlichen Regelungen im
Warenverkehr kontrollieren zu kdnnen, sind entsprechende
Identifizierungsverfahren fir kestrahlte Lebensmittel notig. Ein weiterer Grund
fur die Notwendigkeit entsprechender Verfahren ist die Qualitdtskontrolle beim
BestrahlungsprozeR.

Zahlreiche Arbeiten zum Bestrahlungsnachweis mit physikalischen, chemischen
und biologischen Methoden wurden verdffentlicht und in Ubersichtsartikeln
abgehandelt (HAIRE et al., 1997; STEVENSON, 1994; STEVENSON und STEWART,
1995; GROOTVELD und JAIN, 1989; IBE et al., 1991; GLIDEWELL et al., 1993;
DELINCEE, 1993; SCHREIBER et al., 1993).

Die Messung des ESR-Spektrums, die Messung der Thermolumineszenz (TL)
und die Detektion strahleninduzierter Kohlenwasserstoffe wurden fiur die
deutsche amtliche Lebensmitteliberwachung und auf europdischer Ebene
normiert (BOGL, 1998). Fur den Nachweis der Bestrahlung von Garnelen wird
Im Rahmen der amtlichen Lebensmitteliiberwachung die TL von mineralischen
Verunreinigungen aus den D&rmen der Garnelen und das ESR-Spektrum von

Schalenteilen untersucht BGVYV, 1998). Fur einen Nachweis der g-Bestrahlung
von Garnelenfleisch oder den Produkten daraus wurde bisher kein Verfahren
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validiert. Allerdings wird die Untersuchung strahleninduzierter Verdnderungen an
den aromatischen Aminosauren als mogliches Nachweisverfahren diskutiert.

Bei der Bestrahlung von Wasser werden OH-Radikale gebildet, die gegenuber
aromatischen Aminosduren hochst reaktiv sind (VON SONNTAG, 1987). So
entstehen beispielsweise nach einem Angriff von radiolytisch gebildeten
OH-Radikalen auf Phenylalanin (Phe) die drei moglichen Hydroxy-Phe-Isomere
p-Tyrosin (Tyr), m-Tyr und o-Tyr (WANG und VON SONNTAG, 1991). In
Abbildung 1 wird exemplarisch die Bildung von o-Tyr durch einen Angriff von
OH-Radikalen bzw. Elektronen gezeigt.

Aufgrund der Annahme, daR m- und o-Tyr ausschlieBlich durch Bestrahlung
entstehen wéhrend p-Tyr physiologisch ist, und da sich o-Tyr wesentlich
einfacher chromatographisch von p-Tyr trennen [&R3t als m-Tyr, haben KARAM
und Simic (1988) ein Verfahren zur Identifizierung von bestrahltem
Hihnerfleisch  Gber den gaschromatographischen Nachweis von o-Tyr
vorgeschlagen. Trotz der zundchst vielversprechenden Ergebnisse konnte sich
das Verfahren nicht durchsetzen.

ionisierende H OH
Strahlung H_ >

Abbildung 1: Schema der radiolytischen Bildung von o-Tyr
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Obgleich o Tyr inzwischen auch in unbestrahlten Lebensmitteln nachgewiesen
werden konnte (HART et al., 1988; HOUEE-LEVIN, 1994; MEIER et al., 1989),

blieb es als Marker flr eine stattgefundene g-Bestrahlung in der Diskussion. Das
haufig beschriebene Vorgehen welches die flissigchromatographische
Bestimmung von o-Tyr nach Freisetzung der Aminosduren durch Sdure-
Hydrolyse der Proteine beinhaltet, flihrte bisher nicht zu routinetauglichen
Verfahren. Die wesentlichen Ursachen dafiir sind der hohe UberschuB an
hydrolytisch freigesetztem p-Tyr und die durch die Hydrolyse entstehende
komplexe Matrix (MEIER, 1998).

Ein neuer Ansatz fiir den Nachweis der Bestrahlung von Garnelen ist die
Untersuchung des o-Tyr aus der Fraktion der nicht proteingebundenen
Aminoséduren. Vor allem bei Crustaceen kdnnte ein derartiges VVorgehen zum
Erfolg fuhren, da der Gehalt freier Aminoséuren hier meist mehrfach hoher ist
als in Warmblitern (CLAYBROOK, 1983). Die chromatographische Trennung der
Tyr-Isomere sollte ohne den kritischen Schritt, der Sdure-Hydrolyse der Proteine,
besser gelingen als in den bisher publizierten Verfahren.
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2 Ausgangssituation der o-Tyr-Analytik

Der Nachweis von strahleninduziertem o-Tyr wurde von KARAM und SimIC
(1988) als Methode fiir den Nachweis einer Bestrahlung von Hihnerfleisch
vorgeschlagen. Wéhrend der Analyse wurde das proteingebundene o-Tyr durch
eine Sdurehydrolyse (6N HCI-Losung, 110°C, 12h) aus der Proteinmatrix gel6st
und nach Derivatisierung mit Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid  mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie  (GC-MS)  quantifiziert.  Der
Gebrauch von Lésungsmitteln wahrend der Probenvorbereitung induzierte
jedoch weitere Bildung von o-Tyr, was auch von IBE et al. (1991) berichtet
wurde. HART et a. (1988) nahmen an, daR o-Tyr als naturliche Aminoséure in
Serumproteinen vorkommt und entfernten diese durch Extraktion mit Wasser.
In unbestrahlten Garnelen konnten sie mittels Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) 105 ug/kg o-Tyr als N,O-
bis(pentafluorpropionyl)isopropylester nachweisen.

MEIER et al. (1988) nutzten die Methode von KaArRAM und Simic (1988) aber
konnten bis 40 kGy kein o-Tyr in Huhnerfleisch nachweisen. Allerdings war es
ithnen maoglich, durch die Modifikation einer High-Performance Liquid-
Chromatography (HPLC)-Methode, die urspringlich von IsHIMITSU et al. (1986)
fur die Messung von o-Tyr in Serum entwickelt wurde, eine Alternativmethode
zur Bestimmung von o-Tyr in saurem Hydrolysat aus Hihnerfleisch bereitstellen.
Sie nutzten dabei eine Hypersil-5-ODS-S4ule und einen neutralen Eluenten mit
jeweils 1 % NaCl und MeCN. Die Detektion erfolgte wie bei ISHIMITSU et al.
(1988) mittels Fluoreszenz (FI) ( ¢, = 275 nm, | ., = 305 nm). Alle folgenden
Vero6ffentlichungen bezogen sich auf die flussigchromatographische Trennung
und folgten in etwa dem von MEIER et al. (1988) vorgegebenen Ablauf, wobei
Probenvorbereitung, Hydrolyse, Clean-Up, Trennbedingungen oder Detektion

jeweils abgewandelt wurden.
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ZOLLER et al. (1993) und ZoLLER (1993) nutzten einen Acetat-Citrat-Puffer mit
pH 4.5 und 1 % Ethanol als Eluent. Auch MEIER (1991) verwendete spater bei
pH 4.5 gepufferte Eluenten und experimentierte mit einer Backflush-
Reinigungsprozedur fir das stark beanspruchte Trennmaterial. Aulierdem
ersetzte er die FlkDetektion durch eine elektrochemische Detektion (MEIER,
1993). Durch den Zusatz von Methansulfonsédure wéahrend der Hydrolyse traten
in den Chromatogrammen weniger Storpeaks auf - die Ergebnisse waren aber zu
unprézise (IBE et al., 1991). CHUAQUI-OFFERMANNS und McDOUGALL (1991A,;
B;) reinigten das Hydrolysat durch RP-18-SPE und probierten alternative
Trennmaterialien aus. Auch MisCHKE et al. (1993) testeten verschiedene
stationdre Phasen und bedienten sich der Solid Phase Extraction (SPE) bei der
erstmaligen Untersuchung von bestrahlten Garnelen. Eine sehr gute Trennung
des o-Tyr von Storsubstanzen erreichten CHUAQUI-OFFERMANNS und
McDoOUGALL (1993) durch die erneute HPLC-Analyse der nach einer ersten
Trennung gesammelten o-Tyr-haltigen Fraktionen von Hihnerfleisch-
Hydrolysat. HAGER (1994) und FRIEDERICI (1995) setzten zur Trennung eine
Cyclodextrinséule ein, wodurch eine Umkehr der Elutionsreihenfolge erreicht
werden konnte. Das Trennmaterial stellte sich aber unter den gegebenen
Bedingungen wegen der kurzen Lebensdauer als nicht routinetauglich heraus.
HELLE et al. (1996) chromatographierten das Hydrolysat von Garnelen unter
Zusatz von Octylsulfonat als lonenpaarreagenz (IPR) zum Eluenten und
ANDERLE et al. (1996a) variierten die Sdulentemperatur, um bessere
Trennergebnisse zu erhalten. SchlieBlich nutzten KRACH et al. (1997) einen

Elektroden-Array-Detektor zur spezifischen Detektion von o-Tyr.

In Tabelle 1 [siehe Seite 17] wird die Literatur zur fllssigchromatographischen
Bestimmung von o-Tyr unter besonderer  Berucksichtigung  der
Trennbedingungen zusammengefasst, wobei der Bestrahlungsnachweis im
Vordergrund steht. Hier sind auch Veroffentichungen genannt, die im Text

nicht erwahnt werden.
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Neben den Bestimmungsverfahren fr o-Tyr, die zum Bestrahlungsnachweis von
Lebensmitteln dienen sollen, wurden vor allem Verfahren entwickelt, die die
Bestimmung von oTyr als Marker fir freie Radikale bei der Erforschung des
oxidativen Stresses in der Medizin zum Ziel hatten (KARAM et al.,, 1991,
HALLIWELL et al., 1992; GiuLlvl und DAVIES, 1993; GoTz et al., 1994). Auch

diese sind in der Ubersichtstabelle mit aufgefiihrt.

Das meistzitierte  Verfahren beinhaltet eine Homogenisierung  des
Probenmaterials mit anschlieRender Salzsaure-Hydrolyse im Vakuum, bei einigen
Autoren einen Clean-Up-Schritt Gber SPE, die Trennung der Hydrolysate Gber
RP-HPLC und die nachfolgende FI-Detektion.

Weder wurde eines der auf diesem Schema beruhenden Verfahren bisher zur
Routinetauglichkeit gebracht, noch wurde die Validierung eines solchen
Verfahrens publiziert. Auf Grundlage der Literaturangaben und eigener nicht
verOffentlichter Ergebnisse, konnen dafiir folgende Hauptgriinde angegeben

werden:

- kurzes ,,Saulenleben* wegen starker saurer Injektionslésungen

- Schwierigkeiten bei der Chromatographie durch komplexe Matrix

- Schwierigkeiten bei der Chromatographie durch hohen p-Tyr-UberschuR
- teilweise hoher o-Tyr-Gehalt unbestrahlter Proben

- schlecht reproduzierbare Ergebnisse zum Hintergrundgehalt an o-Tyr in
unbestrahiten Proben

- Zu geringe Spezifitat

Als gemeinsame Ursache der angegebenen Probleme kann die Hydrolyse mit
Salzsdure angesehen werden. Bei den dabei angewandten drastischen
Bedingungen (Temperatur zwischen 110 °C und 150 °C, pH < 0, tiber mehrere

Stunden) entsteht zum einen eine schwer zu trennende Matrix. Zum anderen
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wird aus den Proteinen eine grofle Menge an p-Tyr frei, wodurch die Trennung
des in wesentlich geringerer Konzentration vorkommenden o-Tyr zusétzlich

erschwert wird.
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Tabelle 1: Flissigchromatographische Bestimmung von o-Tyr
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2 Ausgangssituation der o-Tyr-Analytik
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3 Zielsetzung

Priméres Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer schnell
durchfuhrbaren und zuverldssigen Methode zur quantitativen Bestimmung von
o-Tyr aus der Fraktion der nicht proteingebundenen Aminosduren aus
Nordseegarnelen. Diese Methode soll dazu dienen, eindeutig unterscheiden zu

kdnnen, ob Garnelen mit g-Strahlen behandelt wurden oder nicht.

Im Rahmen der Methodenentwicklung sollten auf folgende Fragestellungen
n&her eingegangen werden:

Welche Mdglichkeiten gibt es flr die schonende Isolierung der Fraktion nicht
proteingebundener Aminosduren aus Garnelen?

Wie gelingt die flissigchromatographische Trennung von o-Tyr in Gegenwart
eines hohen Uberschusses an p-Tyr? Welches Detektionsverfahren ist fiir einen
Nachweis von nicht proteingebundenem radiolytisch entstandenem o-Tyr
empfindlich und spezifisch genug?

Die Untersuchung von mit g-Strahlen behandelten Garnelen sollte Aufschlul}
uber die Dosis-Wirkungs-Beziehung bei der radiolytischen Hydroxylierung von
Phe geben. In diesem Zusammenhang sollte die Frage nach der Mdglichkeit
einer Dosimetrie beantwortet werden.

Ein weiterer Gegenstand der Untersuchungen war die Klarung der Frage nach
dem Vorkommen von o-Tyr in unbestrahltem Material. Es sollte tberpruft
werden, ob es sich dabei um Aufarbeitungsartefakte oder einen nattrlichen
Hintergrundgehalt handelt.

Durch die Quantifizierung von o-Tyr in ausgewéhlten Handelsprodukten (kleiner
Warenkorb) sollte die Anwendbarkeit der entwickelten Bestimmungsmethode
gepruft und die Hohe des moglichen Hintergrundgehaltes ermittelt werden.

Die ermittelten Werte sollten mit einem ebenfalls validierten Referenzsystem, das
noch zu entwickeln war, Uberprift werden.
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4 Theoretische Grundlagen

4.1 Lebensmittelbestrahlung

Bereits seit 1957 wird die Behandlung von Lebensmitteln mit ionisierender
Strahlung kommerziell betrieben (THAKUR und SINGH 1994).

Tabelle 2 zeigt, fur welche Zwecke und mit welchen erlaubten Maximaldosen die
Bestrahlung gegenwaértig eingesetzt wird (IAEA 1998, BFE 1995).

Tabelle 2: Anwendung der Lebensmittelbestrahlung

Anwendungszweck Dosisbereich
(kGy)
Keimhemmung bis 0.05 - 0.15
Reifungsverzogerung 0.25-1.0
Insekten- und Parasitenbekdmpfung 015-10

Pasteurisierung / Verlangerung der Haltbarkeit 1.0 - 5.0

Verbesserung der technischen Eigenschaften 2.0-7.0

Quaranténe-Behandlung / Desinfektion 1.0-10

Sterilisierung 10 - 100

Der Zweck der Bestrahlung und die angewandte Dosis variieren zum Teill
erheblich und die Effekte tberschneiden sich; so wird z.B. bei der Bekdmpfung
von Insekten in Kartoffeln auch deren Keimung gehemmit.

Eine Ubersicht der fiir kommerzielle Zwecke in den Landern der Welt bestrahlte
Produkte zeigt Tabelle 3.
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Tabelle 3: Bestrahlte Produkte fir kommerzielle Zwecke (aus ICGFI

1999)

Land Produkte

Argentinien Gewirze, Kakaopulver, Spinat

Bangladesch getrockneter Fisch, Hilsenfrichte, Kartoffeln, Zwiebeln

Belgien gefrorene Lebensmittel, getrocknetes Gemiise, Gewdirze

Brasilien Frichte, Gemdse, Getreide, Gewirze

Chile Getrocknetes Gemiise, Gewirze, Kartoffeln, Zwiebeln

China Apfel, Birnen, BohnensoBe, Chilies, gesalzenes Szechuan-Gemiise,
geschnittenes Fleisch, getrocknete Litchi, getrocknetes Rindfleisch,
Gewdrze, GewirzsoRe, Ingwer, Kartoffeln, Knoblauch, Reis, Schnaps
aus Suflkartoffeln, Szechuan-Wurst, Tomaten, Wirstchen, Zangchan-
Ente, Zwiebeln

Dénemark Gewlirze

Deutschland Gewlirze

Finnland Gewirze

Frankreich Froschschenkel, gefrorene entbeinte Hihner, gefrorene Garnelen,

Gemisewurzen, getrocknete Friichte, Gewirze

GroRbritannien

Gewiirze

Indonesien Gewlrze, Reis

Iran getrocknete Frichte, Gewirze, Nisse
Israel Gewurze, trockene Zutaten, Wiirzen
Italien Gewiirze

Japan Kartoffeln

Jugoslawien Gewurze

Kanada Gewdirze

Korea (Republik)

Aloe-Produkte, Enzym-Produkte, getrocknete Pilze, getrockneter
Fisch, getrocknetes Fleisch, getrocknetes Gemise, Ginseng-Produkte,
Hefe, Muschelpulver, Sojabohnenpastenpulver, Sojasol3enpulver,
Starke, Trockenwiirze

Kroatien getrocknetes Rindfleisch, Gewdlrze, Lebensmittelzutaten, Nudeln

Kuba Bohnen, Kartoffeln, Zwiebeln

Mexiko Gewiirze, trockene Lebensmittelzutaten

Niederlande Eipulver, Garnelen, Geflligel, gefrorene Produkte, getrocknete Gemuise,
Gewiirze, Verpackungsmaterial

Norwegen Gewdrze

Stdafrika Eiprodukte, Erdbeeren, Erdnussbutter, Fisch, frische Gemdse, Friichte,
Gelee, getrocknete Wirstchen, getrocknetes Casein, haltbare
Fleischprodukte, haltbare Lebensmittel, Hefe, Honigprodukte,
Kartoffeln, Knabberartikel, Knoblauch, Mangos, Marinaden, Nsse,
Papayas, Rindfleisch, Sduglingsnahrung, Soja-Mischungen, Suppen, Tee,
Trockengemise, verarbeitete Lebensmittel

Thailand Enzyme, fermentierte Schweinewirste, Gewirze, Zwiebeln

Tschechien Gewdrze, trockene Lebensmittelzutaten

Ungarn Enzyme, Gewiirze, Zwiebeln

USA Frichte, Geflugel, Gemise, Gewirze, tropische Friichte
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Geméll CODEX ALIMENTARIUS (1984) sind fir die Bestrahlung von

Lebensmitteln drei unterschiedliche Strahlungsarten zugelassen:

Strahlung aus g-Anlagen:

- ®Co, kiinstlich hergestellt aus Co - es werden zwei g-Quanten mit einer
Energie von 1.17 MeV und 1.33 MeV emittiert

- B'Cs, aus Kernspaltung - es wird ein g-Quant mit einer relativ niedrigen
Energie von 0.66 MeV emittiert

Maschinenstrahlung (Strahlung aus Linearbeschleunigern):

- Elektronen (a-Strahlung) - mit einer auf 10 MeV begrenzten Energie (um
Aktivierung des Bestrahlungsgutes auszuschlie3en)

- Rontgenstrahlen (Sekunddrstrahlung aus Elektronenbeschleuniger) mit einer
auf 5 MeV begrenzten Energie.

Die Wirkung der Bestrahlung beruht tberwiegend auf der Deaktivierung von

Enzymen und auf der Verdnderung von Nucleinséuren (BFE 1995).

4.1.1 Primar-Effekt der Bestrahlung

Wenn Lebensmittel mit ionisierender Strahlung behandelt werden, fuhrt die
absorbierte Energie (° Energie-Dosis [Gy]) zu bestimmten Effekten bei Atomen
oder Molekilen. So werden durch den Compton-Effekt Elektronen freigesetzt,
die, abhangig von ihrer kinetischen Energie, zur lonisierung (GI. 1), zur Spaltung
(Gl. 2) oder nur zur Anregung (GlI. 3) eines Molekiils fihren (THAKUR und SINGH
1994).

RH — » RH-T + e- (Gl. 1)

RH —> RH* (Gl 3)



4 Theoretische Grundlagen 25

Die Primér-Effekte kdnnen unspezifisch jedes Molekul betreffen - es gibt dabei
keine Praferenzen. So kann auch ein mit ionisierender Strahlung behandeltes
Phe-Molekil durch die Abstraktion eines Elektrons ionisiert werden (Abbildung
2). Das Cyclohexadienyl-Radikal, ein Produkt des Primar-Effektes, bildet bei
Reaktion mit Wasser, das in vielen Lebensmitteln als Hauptbestandteil

vorkommt, dann die vier moglichen Hydroxy-Phe-Radikale (Abbildung 1).

Auch das Wasser absorbiert Strahlungsenergie und wird radiolytisch gespalten,
wobei im wesentlichen die folgenden Radiolyseprodukte auftreten (DRAGNIC

und DRAGNIC 1963; VON SONNTAG 1987; DoDD 1995):

H,O ww——> QOH- + e_aq + H- t H30+ (G|4)

4.1.2 Sekundar-Effekt der Bestrahlung

Die durch den Primar-Effekt der ionisierenden Bestrahlung gebildeten freien
Radikale sind sehr reaktiv und konnen untereinander oder mit den
Lebensmittelinhaltsstoffen reagieren, was zu den Sekundar-Produkten der
Bestrahlung fiihrt. Die dabei entstandenen Spezies konnen wie folgt

weiterreagieren:

R- +H- _ » R—H Kombination (GI. 5)
+ R- —  » R—R Dimerisierung (Gl. 6)

+ -
RH * e€ag —> RH Elektroneneinfang (Gl. 7)

Hydroxyl-Radikale als primare Radiolyseprodukte des Wassers wirken stark
oxidativ. Besonders reaktiv sind sie gegeniiber ungesattigten Verbindungen und
solchen mit aromatischen Ringen (KARAM und SimMiC 1989; WANG et al. 1993).

Beim Angriff eines OH-Radikals auf Phe kommt es zur Addition an den aro-
matischen Ring, was zu den oben erwdhnten vier moglichen Zwischen-
produkten (Abbildung 2) fihrt. Drei von ihnen (1, 2, 3) fiihren zur Bildung von
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Hydroxy-Phe. Die Ipso-Form (4) fuhrt zu unbekannten Produkten (WANG et al.
1993).

R —

'R = NHy—CH—CO;

1 2
+ HO- R R &,
H |
H H
OH
R
Ri /jOH
HoE ;H
3 4

ionisierende
Strahlung

R+%

Abbildung 2: Bildung der Hydroxy-Phe-Radikale durch Primar- und
Sekundér-Effekt

Die Neutralisierung der Hydroxy-Phe-Radikale aus Primér - und Sekundér-Effekt
erfolgt durch Oxidation beliebiger Art (Abbildung 3) und es entstehen o-Tyr, m-
Tyr und p-Tyr (WANG und VON SONNTAG 1991).

R R

OH OH
©<H Fe® ©/
e
FE® H®

o-Tyr
+ 02

—>

-HO;

Abbildung 3: Oxidation des o-Hydroxy-Phe-Radikals zu o-Tyr401401

Die Menge der bei der Bestrahlung entstehenden Tyr-Stellungsisomere und ihr
Verhdltnis h&ngen von zahlreichen Parametern ab, wobei pH-Wert der
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Umgebung und das Vorhandensein von Oxidantien - besonders von Sauerstoff
- die groRte Rolle spielen (VON SONNTAG 1987, WANG und VON SONNTAG 1991,
WANG et al. 1993).

Bei niedrigen pH-Werten kommt es bei nicht proteingebundenen Aminosauren
auch zur Decarboxylierung - die Abgabe von CO, kann zum
Bestrahlungsnachweis genutzt werden (FURUTA et al. 1997).

4.2 Freie Aminosauren in Organismen

Da Proteine in lebenden Organismen einer standigen Umsetzung unterliegen,
befinden sich proteingebundene und nicht proteingebundene Aminoséuren
(Free Amino Acids = FAA) in einem dynamischen Gleichgewicht. Da alle 20
proteinogenen Aminoséuren bei der Proteinbiosynthese bendtigt werden,
mussen all diese im FAA-Pool vorhanden sein. Die Konzentration an FAA ist,
abhdngig von Spezies und Gewebe, intrazelluldr wesentlich héher als extrazellulér
(ULrRicH 1990). Einer Quantifizierung der FAA oder einzelner nicht
proteingebundener Aminosdauren muf} also ein effektiver Zellaufschluf3
vorangehen. Jede quantitative Bestimmung von FAA in Organismen kann
allerdings nur einen Zeitquerschnitt der Flie3gleichgewichte erfassen.

In Vergleich zu den Geweben von Wirbeltieren ist der FAA-Gehalt in den
meisten Crustaceen um ein Vielfaches hoher. Der grofie Pool an organischen
Anionen - einschlieBlich FAA - wird wegen des auffallenden Defizits an
anorganischen Anionen in marinen Crustaceen zur Aufrechterhaltung der
osmotischen Balance benotigt (CLAYBROOK 1983). Tabelle 4 zeigt den Gehalt an
nicht proteingebundenem Phe und p-Tyr in einigen Crustaceen.

Tabelle 4: FAA-Gehalt einiger Crustaceen (CLAYBROOK 1983), (ug/g FG)

Calanus  Neomysis Meganyctip Carcinus  Cancer  durchsch
finmarchicus integer h.norvegica maenas magister n. Gehalt

Phe 280.8 99.1 66.1 115.6 198.2 150

Tyr 434.9 145.0 181.2 271.8 181.2 240
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5 Material und Methoden

5.1 Phenylalanin

Phe kommt in zahlreichen Proteinen zu 4-8 % vor und gehort zu den flr den
Menschen essentiellen Aminosduren. Pro Tag ist die Zufuhr von etwa 2.2 g Phe
zur Bedarfsdeckung notig, wobei ein Mangel grof3tenteils durch Tyr ausgeglichen
werden kann. Phe wird im menschlichen Korper mittels Phe-4-hydroxylase zu
Tyr abgebaut. Ein genetisch bedingtes Fehlen des Enzyms fihrt zur
Stoffwechselstérung Phenylketonurie - der Ausscheidung von Phenyl-
brenztraubensdure im Harn.

In Geweben und Korperflissigkeiten von Crustaceen ist Phe zu etwa 1 mol%
vorhanden (ULRICH 1990).

5.2 Nordseegarnelen

Die Nordseegarnele (Crangon crangon L.1758) (systematische Klassifizierung:
Tabelle 5) ist eine besonders haufige Art der Fauna des Wattenmeers und wird
wegen ihres Geschmacks und ihres erndhrungsphysiologischen Wertes
kommerziell genutzt.

Tabelle 5: systematische Klassifizierung der Nordseegarnele

systematische lateinische deutsche Bezeichnung

Stufe Bezeichnung

Stamm Arthropoda Gliederfiilzer

Klasse Crustacea Krebstiere

Unterklasse Malacostraca Hohere Krebse

Uberordnung Eucarida

Ordnung Decapoda ZehnfulRkrebse

Unterordnung Natantia garnelenartige
Langschwanzkrebse

Uberfamilie Crangonoida
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Familie Crangonidae

Gattung Crangon crangon Nordseegarnele, Granat

Da Garnelen besonders leicht verderblich sind, werden sie sofort nach dem Fang
abgekocht.

Die Zusammensetzung des essbaren Anteils von Nordseegarnelen ist in Tabelle 6
zusammengefasst dargestellt (Souci et al. 1994).

Im Muskelfleisch enthalt Crangon crangon etwa 10.7 pumol/g Frischgewicht an
nicht proteingebundenen ,,seltenen Aminosduren* inklusive Phe und Tyr - und
315.0 umol/g Gesamt-FAA (WEBER und VAN MARREWIIK 1972).

Tabelle 6: Ausgewdhlte Inhaltsstoffe von Nordseegarnelen in g/100 g
el3barem Anteil

Wasser Protein Fett Phe Tyr

Nordseegarnele | 78.4 18.6 1.4 0.88 0.65

Zur Untersuchung eines ,,kleinen Warenkorbs* wurden die Proben aus den vier
am hdufigsten im Handel anzutreffenden Garnelen-Produkten ausgewahlt. Die
Proben-ldentifikationsnummer, Produktart und Hersteller, sowie die Art der
Verpackung der zur Untersuchung ausgewdhlten Proben sind in Tabelle 7
aufgefihrt.

Tabelle 7: Proben des ""kleinen Warenkorbs"*

Proben [Produktart und Hersteller Verpackung

ID-Nr.

01 Bisumer Krabbensuppe, Feinkostfabrik Jirgen [Vollkonserve
Langbein GmbH

02 Old Commercial Room Original Hamburger |Vollkonserve
Krabbensuppe
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04 Frische, gekochte, entschalte Nordseekrabben, |Bedientheke
GrofRhandel - Nordsee

05 Nordseekrabbensalat, Beeck Feinkost GmbH & (Bedientheke
CoKG

06 Nordseekrabbensalat, Mayo Feinkost GmbH Fertigpackung

07 Nordseekrabben, gekocht, geschélt, Merl GmbH & |Fertigpackung
CoKG

08 Nordsee-Krabben-Salat, Nadler-Feinkost GmbH  |Fertigpackung

09 frische, gekochte, entschalte Nordseekrabben Fertigpackung

11 Krabbensalat Nordsee, Voss Feinkost und |Fertigpackung
Lebensmittel GmbH

12 Krabbensalat Nordsee, Popp-Feinkost GmbH Fertigpackung

13 frische ungeschélte Bedientheke

5.2.1 Bestrahlung und Dosimetrie

Zur Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung bei der radiolytischen Bildung
von o-Tyr wurden frische Nordseegarnelen mit Zieldosen von 1, 3 und 5 kGy
bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgte in einer Blutbestrahlungsanlage IBL-437C
(CIS-Isotopendiagnostik), die von der Firma Beiersdorf AG zu
Forschungszwecken eingesetzt wird. Die Anlage arbeitet mit einer *'Cs-
Strahlenqguelle, mit der eine Dosisrate von 11.7 Gy/min erreicht wird.

Die tiefgekiihlten Garnelen befanden sich wéhrend der Bestrahlung in
Polyethylen (PE)-Beuteln, die mit Kihlelementen bei niedrigen Temperaturen
gehalten wurden. Ein Auftauen der Proben wahrend des Bestrahlungsprozesses
konnte allerdings damit nicht verhindert werden.

Die von den Proben absorbierte Dosis wurde mit , Amber-Perspex‘-
Dosimetern, Plattchen aus Polyacrylmetacrylat (Acrylglas), gemessen. Die
Dosimeter wurden fir eine gleichmdRige Messung der Dosis wahrend der
Bestrahlung zwischen den Proben verteilt plaziert. Nach der Bestrahlung wurde
die farbliche Verdnderung der Dosimeter photometrisch gemessen. Aus den
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erhaltenen Werten wurde mittels einer Kalibrierkurve, die gegen genormte
Alanin-Dosimeter aufgenommen wurde, die genaue Strahlendosis berechnet.

5.3 HPLC

Die Trennung stark ionogener Substanzen, zu denen auch die Tyr-Isomere
zéhlen, ist ein Sonderfall in der RP-HPLC. Freie Silanolgruppen innerhalb der
stationdren Phase wirken sich dabei stérend auf das Trennergebnis aus. Sie
treten berall dort auf, wo das Tragermaterial - Kieselgel - nicht vollstdndig mit
dem Derivatisierungsreagenz, das spater die eigentliche RP-Phase bildet, reagiert
hat. Da dies grundséatzlich bei allen Silicagel basierten RP-Materialien der Fall ist,
werden die freien Silanolgruppen durch ein ,,Endcapping“ zu belegen versucht.
Aber auch Endcapped-Sdulen lassen noch polare Wechselwirkungen zwischen
lonischem Analyten und freien Silanolgruppen zu. Um gute Trennergebnisse zu
erzielen, gilt es, diese storenden Wechselwirkungen zu verhindern.

Dies kann durch Absenken des pH-Wertes durch Zugabe einer Puffersaure zum
Eluenten erreicht werden: Negativ geladene Gruppen des Analyten kdnnen so
neutralisiert werden. Bei Tyr wir das Gleichgewicht zwischen dissoziiert und
undissoziiert in Richtung der undissoziierten neutralen Form verschoben
[Abbildung 4].

0 0
+
o A OH
_
NH, ~ NH;
HO HO

Abbildung 4: Gleichgewicht dissoziiertes Tyr und undissoziiertes Tyr
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Dabei sollte der pH-Wert aber nicht kleiner als 2 sein, da es sonst unter anderem
zur Hydrolyse der stationdren Phase, also dem Ablésen der RP-Phase vom
Trager kommt.

Wenn der Analyt unter den gewdhlten Bedingungen eine positive Ladung
aufweist, wie es bei einem niedrigen pH-Wert des Eluenten wegen der
Ammonium-Gruppe flr die Tyr-Isomere zutrifft, ist die Nutzung eines negativ
geladenen IPR mdglich. Trifluoressigsaure (TFA), die hdufig bei der Trennung
von Aminoséuren eingesetzt wird (FARAHANI und SimMic, 1988; GIESEG et al.AL,
1993, SIMAT 1996) kdnnte gleichzeitig als lonenpaarbildner und als Sdure
fungieren.

Ein anderer Weg zur Vermeidung der genannten Wechselwirkungen ist die
Verwendung basisch wirkender Stoffe zum Eluenten. Die polaren Silanolgruppen
des Trennmaterials werden so teilweise unpolar und wirden keine stérenden
Wechselwirkungen hervorrufen. Der pH-Wert des Eluenten sollte nicht grofier als
pH 8 sein, da darlber das Kieselgel des Trennmaterials zu hydrolysieren beginnt.

Auch unter basischen Bedingungen wére die Bildung eines neutralen
lonenpaares maoglich, da das Gleichgewicht zwischen Tyr und dem Tyr-Anion in
Richtung der dissoziierten Form mit der negativ geladenen Carboxyl-Gruppe
verschoben wird. Als ein bei den gewahlten Bedingungen positiv geladenes IPR,
das gleichzeitig als Pufferbase nutzbar ist, wurde N-Methylpiperidin (NMP)
eingesetzt.

5.4 Detektion

Nach einer flissigchromatographischen Trennung der Phe-Radiolyseprodukte
sind zahlreiche unterschiedliche Methoden der Detektion ohne vorherige
Derivatisierung denkbar. Eine mdgliche Variante ist die einfache und robuste
UV-Detektion der Tyr-Isomere.

Aufgrund der Oxidierbarkeit der Tyr-Isomere bietet sich auch die
elektrochemische Detektion (Rizzo und D'ERIL, 1991) als zuséatzliche
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Detektionsmethode an. HARRIMAN (1987) berichtet von einem Redoxpotential
von 1220 mV fur Tyr in saurer (pH 2) wassriger Losung.

Eine weitere von zahlreichen Autoren (ISHIMITSU et al., 1986; GLIDEWELL et al.,
1993) beschriebene Detektionsmethode fiir Tyr-Isomere ist die FFDetektion bei

einer Anregungswellenldnge von | ., = 275 nm und einer Emissionswellenlange

von | ., =305 nm.
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6 Verfahrensentwicklung und Validierung

6.1 HPLC

6.1.1 Trennsysteme

Da bei der Chromatographie komplexer Matrices die Gefahr gegeben ist, durch
Koelution von Stdrsubstanzen mit dem Analyten zu hohe Mel3ergebnisse zu
erhalten, ist die Verifikation mit einem unabhdngigen Referenzsystem
angebracht.

Die Trennbedingungen wurden in der Weise variiert, dal} neben dem primdren
Trennsystem ein Referenzsystem mit stark abweichenden chromatographischen
Bedingungen zustande kam.

Bei der Auswahl der Trennbedingungen wurden die Parameter Sdulenmaterial,
Eluenten-Zusammensetzung (Puffer, pH-Wert, IPR, organischer Modifier) und
Sdulentemperatur variiert. Fur die Entwicklung beider Trennsysteme wurden
Losungen von p-Tyr, m-Tyr und o-Tyr unterschiedlicher Konzentration in
Salzsdure (0.1 mol/L) und mit den Analyten dotierte Blindproben - Cytosol aus
unbestrahlten Garnelen - eingesetzt.

Die Trennung der Tyr-Isomere im sauren Milieu gelang mit einem Eluenten mit
0.1 % TFA in bidestilliertem Wasser ohne organischen Modifier am besten.
Versuche mit dotierten Blindproben zeigten, dal bereits eine Zugabe von 5 %
MeCN eine deutliche Verschlechterung der Trennung verursachte. Die Dauer
einer Trennung erhohte sich ohne organischen Anteil wegen der geringeren
Elutionskraft des Eluenten um etwa 15 Minuten gegendiber der Trennung mit
einem Eluenten, der 5 % MeCN enthielt. Der o-Tyr-Peak wurde allerdings nur so
- ohne zugesetzten Modifier - von allen Storpeaks getrennt [siehe Abbildung 5].

Durch den Einsatz eines 3-um-Trennmaterials konnte eine deutlich verbesserte
Trennung gegeniiber Trennmaterialien mit einer PartikelgroRe von 5 um erreicht
werden. Allerdings fihrte dies in Verbindung mit der hohen Viskositat des
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Eluenten ohne Modifier zu einem zu hohen Sdulenrtickdruck von ca. 350 bar.
Die S&ulentemperatur wurde von anfanglich 25 °C auf 35 °C erhoht, um den
Druck wéhrend der Trennung zu senken. Diese Temperaturerhbhung bewirkte
eine deutliche Minderung des Sdulenriickdrucks auf ca. 240 bar (bei 1 mL/min)
und damit auch eine langere Lebensdauer des Trennmaterials.

Das resultierende Trennsystem wird im Folgenden mit "Trennsystem ["
bezeichnet.

[Anhang - 13.3.1] [Anhang - 13.5.1]

Flr eine Trennung im basischen Milieu wurde NMP als Pufferbase und IPR
eingesetzt. Da NMP nur in der Qualitat "zur Synthese™ kommerziell erhéltlich
war, mufdte es vor dem Einsatz im Eluenten durch Destillation Gber KOH
gereinigt werden [Anhang - 13.4].

Die Trennung der Tyr-Isomere mit Eluenten mit einem pH-Wert zwischen 8
und 11 wurde untersucht. Bei einem pH-Wert von 9.0 wurden die besten
Trennergebnisse auf einem basenstabilen Trennmaterial erzielt. Auch hier flhrte
jede Zugabe von organischem Modifier zu einer Verschlechterung der Trennung.
Die Sdulentemperatur wurde, wie bei der Verwendung von Eluent I, bei 35 °C
gehalten.

Das resultierende Trennsystem wird im Folgenden mit "Trennsystem 11"
bezeichnet.

[Anhang - 13.3.2] [Anhang - 13.5.2]

Fir beide Trennsysteme wurde ein Spilschritt mit 40 % Acetonitril nach jedem
Probenlauf etabliert.
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Abbildung 5: HPLC-Chromatogramme von Garnelen-Cytosol; Eluent I, a:
mit 5 % MeCN im Eluenten, b: wie a aber dotiert mit m-Tyr (1) und o-Tyr

(2), c: ohne organischen Modifier, d: wie ¢ aber dotiert mit m-Tyr (1) und
o-Tyr (ca. 150 ng/mL)



6 Verfahrensentwicklung und Validierung 37

6.1.2 Detektionsmethode

Nach einer flissigchromatographischen Trennung der Phe-Radiolyseprodukte
sind zahlreiche unterschiedliche Methoden der Detektion ohne vorherige
Derivatisierung denkbar.

UV-Detektion und FlDetektion aus der Reihe der spektrometrischen Methoden
und amperometrischer Detektion aus der Reihe der elektrochemischen
Methoden wurden untersucht.

UV-Scans von wéssrigen Tyr-Losungen zeigten, dal? die Absorptionsmaxima der
drei stellungsisomeren Tyrosine jeweils zwischen 273.0 und 274.6 nm liegen
[Anhang - 13.9]. Fir die Detektion im Konzentrationsbereich um 0.1 mg/L, der
fur die Untersuchung bestrahlter Garnelen-Proben relevant ist, reichte die
Empfindlichkeit der UV-Detektion allerdings nicht aus.

Bei amperometrischer Detektion aus einer wassrigen TFA-LOsung (0.1 %)
wurden die hochsten Responsefaktoren fir oTyr in bei einem Potential von
1150 mV erzielt. Bei diesem Potential war die amperometrische Detektion
empfindlicher als die FFDetektion. Da aber zahlreiche andere Substanzen
ebenfalls oxidiert wurden, war die elektrochemische Detektion mit nur einer
Elektrode nicht spezifisch genug. Ein Elektrodenarray-Detektor, mit dem ein
spezifischerer Nachweis moglich gewesen wére, stand nicht zur Verfligung.

FI-Spektren der Tyr-Isomere in saurer, wassriger Losung (0.1 % TFA) zeigten die
in Tabelle 8 dargestellten Ergebnisse.

Tabelle 8: Fluoreszenz der Tyr-Isomere

o-Tyr m-Tyr p-Tyr

| . Anregung [nm] |269.5 269.5 271.5

| ., Emission [nm] |303.5 317.5 311.5
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Die Anregungs- und die Emissionswellenlange wurden so gewahlt, dal3 o-Tyr mit
hdchster Empfindlichkeit neben m-Tyr und p-Tyr detektiert werden konnte

(I =275 nmund | ¢, = 305 nm).

Wegen der hohen Empfindlichkeit und der, verglichen mit den anderen
gepruften Detektionsmethoden, tberlegenen Selektivitdt wurde fir die weiteren
Untersuchungen die FFDetektion gewahlt [Anhang - 13.3].

Die pH-Abhédngigkeit der FlFIntensitat wurde durch Messung der Fl von o-Tyr
in wéssrigen Losungen mit pH-Werten zwischen pH 1.0 und pH 10.8 ermittelt.
Der pH-Wert wurde jeweils mit einer kalibrierten pH-Einstab-Mel3kette
kontrolliert. Die Lésungen mit pH-Werten zwischen 7.5 und 10.6 wurden mit
Phosphatpuffer, die Lésungen mit pH-Werten zwischen 1 und 2 mit TFA bzw.
HCI hergestellt.

Abbildung 6 zeigt das Ergebnis der Untersuchung. Die Fluoreszenzintensitét
naherte sich bei pH 7.5 dem Maximum - daher wurde diese Intensitdt im
Diagramm als Maximum (100%) angegeben. Messungen im Bereich zwischen
pH 2 und pH 7.5 wurden nicht durchgefiihrt, da dieser pH-Bereich fir die
gewilinschten chromatographischen Eigenschaften nicht infrage kamen. Die
Ergebnisse wurden bei der Wahl der Eluenten berticksichtigt.

120%

&

% 100% SN

£ 80% - X

T 60% X
40% 1 )/X
200% +—x \x
0% -

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH-Wert

Abbildung 6: Fl-Intensitat von o Tyr in Abhangigkeit vom pH-Wert des
Losungsmittels; (I c,= 275 nmund | ,, = 305 nm)
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6.2 Verfahren zur Cytosolgewinnung

Zur Gewinnung des Cytosols aus Garnelen wurde ein Verfahren entwickelt, das
Im wesentlichen die folgenden Schritte umfalt: Vorzerkleinerung des
Probenmaterials (Garnelenfleisch), Homogenisierung und Zerkleinerung der
Zellen, Abtrennung von Zellfragmenten, und Isolierung der freien Aminoséuren.
Dabei wurde besonderer Wert darauf gelegt, dal im aufgearbeiteten Cytosol
maoglichst keine Reste der zur Aufarbeitung genutzten Chemikalien zurlickbleiben
solliten. Die (Ublichen Fallungsmethoden fir Proteine durch Zusatz von
Schwermetallsalzen, anorganischen Séuren, wie Perchlorsdure oder organischen
Séuren, wie Sulfosalicylsdure wurden daher nicht angewandt.

6.2.1 Homogenisierung - Aufschlu® der Zellen

Die Vorzerkleinerung der noch tiefgekihlten, geschélten Garnelen wurde mit
einer Moulinette durchgefiihrt. Fiir die Homogenisierung wurde zum einen ein
Glas-Homogenisator und ein Dispergier-Gerat (Ultra-Turrax) eingesetzt. Es
wurde jeweils vorzerkleinertes Garnelenfleisch in Salzsdure (0.1 mol/L)
verarbeitet.

Die vollstdndige Homogenitdt wurde im Glas-Homogenisator nach 2 bis 3
Minuten erreicht. Danach mufite die Probe aus dem Homogenisator verlustfrei
in ein weiteres Geféal} Uberfiihrt und der Glaskolben und der Glasbehélter
vollstéandig gereinigt werden.

Bei Nutzung des Ultra-Turrax konnte die Homogenisierung direkt in den
Zentrifugenrohrchen durchgeftihrt werden. Die Bearbeitungszeit mit dem Ultra-
Turrax betrug bei den gewahlten Bedingungen jeweils 30 Sekunden. Mit beiden
Gerdten wurde eine ausreichende Homogenitdt und ein vollstandiger
ZellaufschluBR erreicht. Ein Vergleich der Chromatogramme von nach beiden
Methoden aufgearbeiteten Proben zeigten keine Unterschiede.

Fir die folgenden Arbeiten wurde der Ultra-Turrax als Homogenisator gewahit.
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Nach der Homogenisierung erfolgte jeweils eine Sedimentation durch Zentri-

fugation bei 5500 ~ g. Dabei wurden noch intakte Zellen, Zellkerne und andere
groRere Partikel entfernt. Es resultierte ein klarer, leicht rosa gefarbter Uberstand
und ein vom Uberstand klar abgetrenntes Pellet.

6.2.2 Ultrafiltration

Zur Abtrennung Kkleinerer Zellfragmente und Organellen sowie groRerer
Molekiile, die die Chromatographie stéren kénnten, wurde der nach der
Homogenisierung und Zentrifugation erhaltene Uberstand zunachst durch einen
Membranfilter (0.2-um-Poren) und dann durch einen Ultrafilter mit der
AusschluBgrenze 10 kD filtriert. Aus 400 uL Lésung wurden nach 6-stiindiger
Zentrifugation etwa 200 pL Filtrat erhalten. Das Filtrat wurde direkt zur
chromatographischen Trennung eingesetzt.

Nach anfénglichen guten Ergebnissen kam es zu Problemen bei der
Chromatographie. Die Filtrate enthielten noch zu grolRe Mengen an
Stérsubstanzen, die das Trennmaterial nach nur wenigen Injektionen
verstopften. Die Gewinnung des Cytosols durch die Anwendung von Ultrafiltern
allein wurde daher als ungeeignet angesehen.

6.2.3 Losungsmittelfallung

Zur weiteren Reinigung des Zellextraktes nach der Homogenisierung wurde eine
Féallung mit Aceton und MeCN eingesetzt. Weiterhin wurde geprift, ob der
Zusatz von Aceton bereits bei der Homogenisierung Vorteile bringt.

Dem klar zentrifugierten Zellextrakt wurden 80 % Aceton zugefiigt, was zu einer
sofort sichtbaren Fallung fiihrte. Nach zweistindiger Kiihlung bei -15 °C wurde
erneut zentrifugiert und vom Rickstand dekantiert. Das Aceton wurde
anschlieBend mit einem Stickstoffstrom abgeblasen. Zur restlosen Entfernung
des Acetons wurde das Cytosol gefriergetrocknet und letztlich in Salzséure-
Losung (0.1 mol/L) gelost [Anhang - 13.8]. Das fertig aufgearbeitete Cytosol
konnte direkt zur Chromatographie eingesetzt werden. Gelagert wurde es in
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Braunglas-Probenflaschchen bei -15 °C. Dieses Vorgehen wurde fur alle
weiterfiihrenden Versuche genutzt.

Die Kenndaten flr das Verfahren werden im Abschnitt "Validierung" dargestellt.

Bei der Homogenisierung des Garnelen-Gewebes in einer Mischung aus HCI-
Losung (0.1 mol/L) und Aceton (20:80 ,v/v) kam es zu einer Mitféllung von o-
Tyr. Nur etwa 40% des vor der Aufarbeitung addierten o-Tyr wurden
wiedergefunden. Daher wurde diese Variante der Aufarbeitung nicht etabliert.

Bei der Nutzung von MeCN an Stelle von Aceton gab es vor allem bei der
Entfernung des MeCN nach der Féallung Probleme. Es konnte durch Abblasen
mit Stickstoff nicht genugend entfernt werden. Probeldsungen mit einem zu
hohen Restgehalt an Acetonitril flihrten bei der Chromatographie zu schlecht
reproduzierbaren Trennergebnissen und verzerrten Peakformen.

6.2.4 Lagerung des Cytosols

Frisch aufgearbeitetes Cytosol einer mit o-Tyr dotierten unbestrahlten Garnelen-
Probe wurde am Tag der Aufarbeitung und nach Lagerung bei -15 °C fir zwei
Monate untersucht. Es resultierten nahezu identische Chromatogramme. Die
Peakflachen von o-Tyr wichen nicht voneinander ab.

Die aufgearbeiteten Cytosole sind somit mindestens 2 Monate lang bei -15 °C
lagerfahig.

6.3 Validierung des Verfahrens

Im Rahmen der Validierung wurden die Verfahrenskenndaten des entwickelten
Verfahrens, die fur die Charakterisierung von Prézision und Richtigkeit notig
sind, ermittelt. Die Validierung wurde sowohl mit dem priméren Trennsystem -
Trennsystem | - als auch mit dem Referenzsystem - Trennsystem Il -
durchgeftuihrt. Das Vorgehen war jeweils identisch.



6 Verfahrensentwicklung und Validierung 42

Fir die Grundkalibrierung wurden StandardlGsungen von o-Tyr mit 4
dquidistanten Konzentrationsstufen je dreimal vermessen. Die resultierenden
Kalibrierfunktionen wurden mittels Residualanalyse auf Linearitat gepruft.

Aus mit o-Tyr-Standardlésung dotierten Garnelen-Proben wurden die Cytosole
fur die "Matrixkalibrierung" gewonnen [Anhang - 13.7]. Es wurden ebenfalls je
drei Proben mit dquidistanten Konzentrationsstufen vermessen.

Aus den erhaltenen Daten konnten jeweils Verfahrensstandardabweichung und
Verfahrensvariationskoeffizient als Kenndaten fiir die Préazision des Verfahrens
ermittelt werden [Tabelle 2].

Zur Berechnung der Wiederfindungsfunktion wurde die Geradengleichung der
Grundkalibrierung auf die Peakflachen aus der "Matrixkalibrierung" angewandt.
Es zeigten sich fur beide Trennsysteme proportionalsystematische
Abweichungen. Die Wiederfindungsraten lagen bei 65.1 bzw. 66.8% [siehe
Tabelle 9].

Die Nachweisgrenze - berechnet tber das SignalkRausch-Verhaltnis (2:1)- betrug
fur Trennsystem | 10.92 ug/L und fir Trennsystem 11 2.93 pg/L.

Tabelle 9: Verfahrenskenndaten fir die Bestimmung von o-Tyr;
Trennsystem | und Trennsystem 11

Parameter Trennsystem | Trennsystem |1
I

Verfahrensstandardabweichung |12.03 pg/kg 13.71 ug/kg

Verfahrensvariationskoeffizient 6.4 % 7.3 %
Wiederfindungsrate 65.1 % 66.8 %
Nachweisgrenze (NWG) 10.92 ug/L 2.93 ug/L

(2~ Grundrauschen)

[Anhang - 13.10]
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7 Untersuchung g-bestrahlter Proben

Nordseegarnelenfleisch - vorbereitet nach Anhang 13.6 - wurde mit
lonisierenden Strahlen behandelt, wobei die absorbierten Strahlendosen bei 1, 3
und 5 kGy lagen. Visuell lieBen die bestrahlten Proben sich nicht von
unbestrahlten Proben unterscheiden.

Nach dem oben genannten Verfahren [Anhang - 13.8] wurde die Fraktion der
nicht proteingebundenen Aminosduren aus den bestrahlten Proben und aus
einer unbestrahlten Vergleichsprobe extrahiert. Auch die extrahierten Cytosole
wiesen keine &ulerlich wahrnehmbaren Unterschiede voneinander auf.

Die Extrakte wurden tUber HPLC mit Trennsystem | und Trennsystem Il
getrennt und mit FFDetektion detektiert [siehe Anhang - 13.3]. Der
Substanzpeak von o-Tyr wurde durch Vergleich der Retentionszeiten mit
Referenzproben und durch Dotierung von Blindproben mit o-Tyr identifiziert.

Die Quantifizierung erfolgte tber die wadhrend der Validierung erhaltenen
Kalibrierfunktionen. Pro Bestrahlungsstufe wurden funf Proben (Aliquote eines
Homogenisates aus 10g Garnelenfleisch) unabh&ngig voneinander aufgearbeitet
und vermessen.

Nach Trennung mit dem Primér-Trennsystem wurden o-Tyr-Gehalte zwischen
12.8 und 690.4 pg/kg Frischgewicht gemessen. Der Mittelwert des o-Tyr-
Gehaltes jeder einzelnen Bestrahlungsstufe war jeweils signifikant hoher als der
Mittelwert des Gehaltes der niedrigeren Bestrahlungsstufe (Varianzanalyse auf
99.9% Signifikanzniveau). Der Anstieg des o-Tyr-Gehaltes verlief in
Abhéngigkeit von der aufgenommenen Energiedosis anndhernd linear - es
wurden 120 pg/kg o-Tyr pro kGy aufgenommener Energie gebildet [siehe
Abbildung 7].
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Abbildung 7: Gehalt an nicht proteingebundenem o-Tyr in Abhéangigkeit
von der Strahlendosis; Trennsystem I; Mittelwert (ug/kg bezogen auf
Frischgewicht; n = 5) und Konfidenzintervall des Mittelwertes (p = 0.95);
* % % = signifikanter Unterschied

Die unter Verwendung von Trennsystem | erhaltenen Ergebnisse wurden durch
die Analyse mit Trennsystem Il Gberprift. Da die Messungen mit der gleichen
HPLC-Anlage durchgefiihrt wurden, mul3ten die Extrakte bis dahin tiefgekihlt
gelagert werden. Eine Verdnderung durch die Lagerung konnte ausgeschlossen
werden [siehe Kapitel 13.10].

Es wurden o-Tyr Gehalte zwischen 52.6 und 661.0 pg/kg erhalten. Die
signifikanten Unterschiede zwischen den Bestrahlungsstufen und der annahernd
linearer Anstieg der Menge des Radiolyseproduktes konnten bestétigt werden
[siehe Abbildung 8].

Die Mittelwerte der o-Tyr-Gehalte der einzelnen Bestrahlungsgruppen zigten
keine signifikanten Unterschiede zu den Mel3ergebnissen, die mit Trennsystem |
erhalten wurden.



7 Untersuchung g bestrahlter Proben

45

800

700 ;
600 -
500
400
300 ;
200 ;
100

0

Co-Tyr
*k*
415,1
— | E—
*k*k
218,1
_ 0
56,1
——

*k%
620,1

0,00 1,00 3,00

5,00 kGy

Abbildung 8: Gehalt an nicht proteingebundenem o-Tyr in Abhéangigkeit
von der Strahlendosis; Trennsystem II; Mittelwert (ug/kg bezogen auf
Frischgewicht; n = 5) und Konfidenzintervall des Mittelwertes (p = 0.95);
* % % = signifikanter Unterschied

Der Mittelwert der o-Tyr-Konzentrationen in den Blindproben lag mit 56 ug/kg
signifikant tber dem mit Trennsystem | ermittelten. Die Ursache dafiir kann eine
mit o-Tyr bei den gewahlten Bedingungen koeluierende Stérsubstanz sein. Diese
Interferenz erschwert die Peakintegration des o-Tyr-Peaks [siehe Anhang -
13.13], sie ist aber bei héheren o-Tyr-Gehalten zu vernachlassigen..



8 Untersuchung eines kleinen Warenkorbes 46

8 Untersuchung eines kleinen Warenkorbes

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des entwickelten Verfahrens auf Proben
aus dem Handel und zur Analyse des Hintergrundgehaltes an o-Tyr wurde ein
"kleiner Warenkorb" bestehend aus 5 "Krabbensalaten", 2 "Krabbensuppen", 3
Fertigpackungen mit "Krabbenfleisch" und einer Probe ungeschélter frischer
Garnelen untersucht.

Aus den Proben wurde nach der Vorbereitung [Anhang 13.6] nach dem oben
genannten Verfahren [Anhang - 13.8] die Fraktion der nicht proteingebundenen
Aminosduren extrahiert. Die Proben wurden jeweils zweimal aufgearbeitet und
die Extrakte mit Trennsystem | und Trennsystem Il analysiert.

Die Extrakte der Garnelen aus Suppe und Salat zeigten &uRerlich deutliche
Unterschiede zu den Extrakten aus frischem Garnelenfleisch. Die Extrakte aus
den Suppen waren grau gefarbt, konnten aber ohne weitere Arbeitsschritte zur
Analyse eingesetzt werden. Extrakte der Garnelen aus Salaten waren etwas
blasser gefarbt als die Extrakte frischer Garnelen und zeigten eine sichtbare
Fettschicht, die vor der Gefriertrocknung mit einer Pasteurpipette entfernt
werden mulfite .

Bei Trennung mit Trennsystem | war in 7 Proben kein o-Tyr nachweisbar. In 4
Proben wurden Mittelwerte von 13.1 bis 18.2 ug/kg o-Tyr gemessen.

Durch Dotierung mit o-Tyr konnte ausgeschlossen werden, daB es sich Dbei
einem zundchst irrtimlich als o-Tyr identifizierten, typischerweise in den
Garnelen aus "Krabbensalaten" auftretenden groflen Substanzpeak um o-Tyr
handelte (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Chromatogramme der Fraktion nicht proteingebundener
Aminosauren aus einem "Krabbensalat”, Trennsystem |1I; 1. p-Tyr,
2: 0-Tyr; oben: ohne Dotierung; unten: nach der Aufarbeitung dotiert mit
o-Tyr

Unter Verwendung von Trennsystem Il war in zwei Proben kein o-Tyr
nachweisbar. In den anderen Proben lag der Gehalt zwischen 22.20 und 69.39
ug/kg. Diese erhohten Messwerte lassen sich durch Koelution einer
Stoérsubstanz mit o-Tyr erkldren.

Keine der untersuchten Proben zeigte einen erhfhten Gehalt an o-Tyr, der auf
eine stattgefundene Bestrahlung héatte schlieRen lassen konnen.

Die Messwerte im Einzelnen sind aufgefiihrt in Anhang 13.12.
Chromatogramme siehe Anhang 13.3.
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9 Diskussion

9.1 Verfahren

Der neue Ansatz zum Nachweis einer stattgefundenen Behandlung mit
lonisierenden Strahlen wurde untersucht, weil bisher vertffentlichte Verfahren,
mit denen proteingebundenes und nicht proteingebundenes o-Tyr nach einer
Saurehydrolyse bestimmt wurden, nicht zum Erfolg gefuhrt haben - siehe Kapitel
2 "Ausgangssituation der o-Tyr-Analytik". Die Anwendung unterschiedlicher
Hydrolyse- und Reinigungstechniken fiihrten nie zu einer fiir eine gute Trennung
ausreichend sauberen Probenldsung (HEIN et al. 1997).

Auch der Vorschlag von Karam (KArRAM und Simic 1990), nur das o-Tyr in der
wasserunldslichen Proteinfraktion ~ zu  untersuchen,  ergab  keine
zufriedenstellenden Ergebnisse.

Das entwickelte Verfahren betrachtet das nicht proteingebundene o-Tyr und
beinhaltet die Verfahrensschritte Cytosolgewinnung inklusive Homogenisierung
des Probenmaterials, Freisetzung des Cytosols aus den Zellen und Isolierung der
freien Aminosduren aus dem Homogenisat und die Chromatographie der
Aminoséuren mittels RP-HPLC und FFDetektion.

9.1.1 Isolierung der FAA

Homogenisierung und ZellaufschluR verlaufen gleichzeitig, wobei ein Ultra-Turrax
Dispergiergerat genutzt wird. Ein ZellaufschluR ist notig, da der groRere Anteil
der freien Aminosduren in Crustaceen im Zellinneren vorkommt (ULRICH 1990) -
nicht in den Zellzwischenrdumen.

Nach der Sedimentation durch Zentrifugation, bei der neben Zellfragmenten
und anderen grolReren Partikeln auch durch den EinfluR der Salzsdure gefallte
Proteine entfernt werden, ist die resultierende L&sung noch nicht zur
Chromatographie geeignet. Erst nach der Ldsungsmittelfallung mit Aceton
resultiert eine proteinfreie und klare Injektionslésung.
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Nach der Entfernung des Acetons wird in Salzsaure (0.1 mol/L) aufgenommen.
Gegentiber ungepufferten Hydrolysaten, die bei der Aufgabe auf RP-Material zu
Problemen fiihren kénnen (CHUAQUI-OFFERMANNS et al. 1993), haben die so
erhaltenen Cytosole einen moderaten pH-Wert von ca. 1. Die Stabilitat von o
Tyr unter diesen Bedingungen wurde bereits von zahlreichen Autoren gezeigt
(DE DUVE und BEAUFEY 1981; HUGGINS et al. 1993). Bei h6heren pH-Werten ist
o-Tyr in LAsung instabil, (DE DuVE und BEAUFEY 1981; CHUAQUI-OFFERMANNS
und McDouGALL 1991) was allerdings nur fir eine langere Exposition gilt.
Innerhalb der 40 Minuten, die die Probenldsungen mit dem basischen Eluenten
wéhrend der Trennung in Berlihrung kommen, konnte kein Abbau von o-Tyr
beobachtet werden.

9.1.2 Chromatographie

An ein Verfahren fur die Trennung und Bestimmung der Tyr-Isomere aus einer
komplexen Matrix werden besondere Anforderungen gestellt, was durch die im
Kapitel 2 geschilderten Probleme der publizierten Verfahren, die tiberwiegend auf
RP-HPLC beruhen, deutlich gezeigt wird.

Wie Arbeiten von Ishimitsu (IsHimITsSU et al. 1989) zeigen, liegt das
Hauptproblem bei der Chromatographie von o-Tyr neben p-Tyr und m-Tyr
nicht in der Isomerentrennung sondern in der Beeinflussung der Trennung
durch stdrende Begleitsubstanzen der Probenmatrix. Auch eine zu kurze
Lebenszeit der Trennsdulen, ein hoher Saulenriickdruck und eine unzureichende
Peak-Auflosung (CHUAQUI-OFFERMANNS und McDOUGALL 1991) sowie eine zu
geringe Spezifitdt (ZOLLER 1993) konnen zu den wichtigsten zu l6senden
Aufgaben gezahlt werden.

Mit einem waéssrigen Eluenten, der aufler 0.1% TFA keine weiteren Modifier
enthielt, einem 3-um-C-18-Trennmaterial und einer Saulentemperatur von 35°C
wurden (berzeugende Trennergebnisse erhalten. Nach der Chromatographie
eines  Garnelen-Cytosols  liegt der  o-Tyr-Peak  symmetrisch  und
grundliniengetrennt vor. Der Sdulenriickdruck von etwa 240 bar und die Peak-
Auflosung blieben Gber mindestens 250 Injektionen konstant. Da TFA
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gleichermalRen als IPR und S&ure fungiert, ist die Herstellung des Eluenten
dulerst unkompliziert.

Die Temperaturerhohung von 25°C auf 35 °C bewirkte ein Sinken der

dynamischen Viskositat h von 0.89 mPas auf 0.72 mPas was zur Begrenzung des
Séulenrickdrucks ausreichte.

Da die Anwendung eines zweiten Detektionsverfahrens oder einer
massenselektiven Detektion nicht moglich war, wurde zur Uberpriifung der mit
Trennsystem | ermittelten Ergebnisse ein zweites Trennsystem (Trennsystem I1)
mit stark unterschiedlichen Trennbedingungen gewihlt. Bei Ubereinstimmen der
mit beiden Systemen ermittelten Werte ist eine hohe Sicherheit fir die
Peakidentitdt und fur den AusschluB einer Koelution von Storsubstanzen
gegeben.

Die Nutzung eines wassrigen Eluenten mit NMP als IPR und Pufferbase bei pH
9 auf einem 5-um-C-18-Material ergab gute Trennergebnisse. Obwohl RP-
Material mit Kieselgel als Trager als empfindlich gegeniiber basischen Eluenten
gilt, wurde pH 9 gewdhlt. Die Empfindlichkeit des Materials gilt vor allem fir
Phosphat- und Carbonat-Puffer (KIRKLAND und DESTEFANO 1996) und
besonders bei h6heren Temperaturen und Konzentrationen. NMP wurde bereits

erfolgreich bei hoheren pH-Werten zur Trennung von b-Blockern genutzt
(KIRKLAND und DESTEFANO 1996). Das fur Trennsystem Il eingesetzte
Material (Prodigy ODS (3)) ist laut Herstellerangabe wegen der besonders hohen
Reinheit des eingesetzten Kieselgels (99.999 %) alkalistabil (PHENOMENEX 1999).

Zur anschaulichen Verdeutlichung der Vorgédnge bei der Anwendung der
entwickelten Trennsysteme kann das "lon-pair-model* (BARTHA und
STAHLBERG 1994), ein stochiometrisches lonenpaar-Chromatographie (IPC)-
Modell, herangezogen werden: Danach wird innerhalb der polaren mobilen
Phase aus dem geladenen Analyten und dem entgegengesetzt geladenen IPR ein
stochiometrischer Komplex gebildet. Dieser nun ungeladene Komplex wird vom
hydrophoben RP-Material adsorbiert.
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Bei dem niedrigen pH-Wert des Eluenten von Trennsystem 1 ist o-Tyr zu Uber
90% positiv geladen (Abbildung 11) und kann mit dem negativ geladenen
Trifluoracetat-Anion einen ungeladenen Komplex bilden, der von der C-18-
Phase adsorbiert werden kann.

Im Eluenten von Trennsystem Il liegt oTyr in der einfach negativ geladenen
Form vor. NMP hat einen pKs-Wert von 10.08, liegt bei pH 9 also zu tber 90%
als Kation vor, das mit dem o-Tyrosyl-Anion einen ungeladenen Komplex bilden
kann, der wiederum von der RP-Phase adsorbiert wird (siehe Abbildung 10).
Kirkland (KIRKLAND und DESTEFANO 1996) beschreiben, daR der pH-Wert des
Eluenten bei IPC um 1 - 1.5 tber dem pK-Wert des Analyten liegen soll, um ein
Maximum an freier Base zu erhalten. In der Tat zeigt die Pufferkurve (Abbildung
11) von o-Tyr, daB bei pH 9, wie er im Eluenten von Trennsystem Il vorliegt,
erst etwa 45 % des Analyten in der gewinschten einfach negativ geladenen
Form vorhanden ist. Die praktische Anwendung hat aber gezeigt, dal? bei pH 9
mit diesem Trennsystem die besten Trennergebnisse erzielt werden kodnnen.
Dieser Effekt kann damit erklart werden, dall mit einer Senkung des pH-Wertes
Immer weniger o-Tyr zu Gunsten der zwitterionischen in der anionischen Form
vorliegt und es andererseits bei Erh6hung des pH zu einer Entladung des IPR
kommt,

HO

Abbildung 10: Wechselwirkung zwischen Tyr und NMP

Eine Derivatisierung mit den fir die fllssigchromatographische Trennung von
Aminosauren tblichen Reagenzien wie z.B. Dansylchlorid wurde nicht eingesetzt,
da der Analyt eine ausreichende Eigenfluoreszenz aufweist und das Fluoreszieren
anderer Substanzen aus der Probenmatrix weitere Probleme gebracht hétte.
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Abbildung 11: Pufferkurve fur o-Tyr

9.1.3 Detektion

Drei unterschiedliche Detektionsmethoden wurden gepruft: UV-Detektion,
elektrochemische Detektion und FIDetektion.

Die elektrochemische Detektion zeigte gegeniiber der Fl-Detektion eine groflRere
Empfindlichkeit und fiihrte in anderen Arbeiten, bei denen es um die o-Tyr-
Quantifizierung ging auch zum Erfolg (KAUR et al. 1988; KRACH et al. 1997),
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konnte aber nach eigenen Untersuchungen nicht iberzeugen. Bei Einsatz des
sauren Eluenten lag das Redoxpotential von o-Tyr bei 1150 mV, so daB keine
selektive Detektion mehr mdoglich war. HARRIMAN (1987) berichtete von einem
pH-abhédngigen Redoxpotential von o-Tyr von 1.22 mV bei pH 2.

Auch bei Einsatz des basischen Eluenten konnte mit einer einzigen Mefzelle
keine ausreichende Selektivitdt erreicht werden, obwohl das Redoxpotential laut
Harriman unter diesen Bedingungen auf einen Wert zwischen 0.72 und 0.93 mV
gefallen sein muRte.

Die UV-Detektion zeigte sich als weder empfindlich noch selektiv genug um die
Anforderungen zu erftllen.

Die FlDetektion bei | =275 nm und | ;,=305 nm erwies sich fur beide
genutzten pH-Bereiche als empfindlich und selektiv genug. Die
Wellenlangeneinstellung deckt sich mit den groR3tenteils publizierten Verfahren,
einzig PAL et al. (1988) geben eine Anregungswellenldnge von 270 nm an.

Die pH-Abhéngigkeit der FI von oTyr begrenzte den Spielraum nur teilweise:
Zwar zeigte sich, dal3 die Abweichung vom Isoelektrischen Punkt von o-Tyr zu
hoheren und zu niedrigeren pH-Werten zu einer geringeren Fl fuhrte, diese aber
immer noch flr einen Nachweis der Bestrahlung ausreichte.

WHITE (1959) berichtete von einer Abnahme der FI bei pH 2.5 und pH 9.7 um
50% vom Maximalwert.

Ein weiterer Punkt, der die Detektion beeinflulte war die Wahl des
Eluentenpuffers. So konnte nicht auf Phosphat als Puffer zurtickgegriffen
werden, da dieses im basischen pH-Bereich einen von PAL et al. (1990)
dokumentierten Quencheffekt auf o-Tyr ausibt.
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9.1.4 Validierung

Wie im Kapitel 2 gezeigt, wurden zahlreiche Verfahren zum
Bestrahlungsnachweis tber o-Tyr publiziert. Zwar wird in einigen Publikationen
die Kalibriermethode erwéhnt, es fallt aber auf, daR eine vollstdndige Validierung
des Verfahrens nie beschrieben wird.

Mit der Validierung des neu entwickelten Verfahrens wird geprift, ob es fiir den
gewilinschten Zweck geeignet ist. Dies wird im einzelnen durch Untersuchungen
zur Spezifitdt, Linearitdt, Prazision, Richtigkeit, Arbeitsbereich, NWG und
Robustheit gezeigt.

Flr beide Trennsysteme konnte durch Dotierversuche mit den Analyten in
wassriger Losung und in der Probenmatrix die Identitat der o-Tyr-Peaks gezeigt
werden. Es kam allerdings bei der Trennung von Cytosolen mit dem basischen
Eluenten zur Koelution eines Storpeaks mit dem o-Tyr-Peak, was zu Problemen
bei der Peakintegration im unteren Konzentrationsbereich fiihrte.

Die Linearitdt wurde mittels Residualanalyse der Kalibrierfunktionen aus Grund-
und Matrixkalibrierung innerhalb der Konzentrationsgrenzen 75 pg/L bis 300
Hg/L nachgewiesen. Fir die in unbestrahlten Proben zu erwartenden o-Tyr-
Konzentrationen (> 75 pg/L) wurde Linearitdt vorausgesetzt.

ISHIMITSU et al. (1986) zeigten bei der Untersuchung von o-Tyr in Humanserum
bei gleichen Fluorezenzbedingungen Linearitat zwischen 10 und 250 pg/L.

Die Prazision, ausgedriickt Gber den Verfahrensvariationskoeffizienten, wurde als
angemessen angesehen: Bei Anwendung des Trennsystems | lag er bei 6.4 %, bei
Anwendung des Trennsystems |1 bei 7.3 %.

Richtigkeit, also die Ubereinstimmung des mit einem Verfahren gemessenen
Wertes mit dem "wahren™ Wert, kann mit unterschiedlichen Vorgehensweisen
erfolgen:
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1. Die Untersuchung einer Referenzprobe und der Vergleich des erhaltenen
Wertes mit dem bekannten Wert setzt die Existenz einer Referenzprobe
voraus - dieses war nicht der Fall.

2. Der  Vergleich der Ergebnisse mit denen eines anerkannten
Bestimmungsverfahrens konnte mangels eines solchen Verfahrens nicht
erfolgen.

3. Eine Wiederfindungs-Analyse mit dotierten Proben wurde durchgefihrt.
Diese letzte Methode wurde angewandt, und es wurden proportionak
systematische Abweichungen um 66 % ermittelt. Diese vergleichsweise
niedrigen Wiederfindungsraten kénnen zum einen damit erklart werden, dal
durch Matrixbestandteile, wie beispielsweise Phosphat, ein Quencheffekt
hervorgerufen wird, zum anderen ist ein gewisser Verlust bei der
Probenaufarbeitung nicht auszuschliel3en.

Die NWG von 10.9 pg/L bei Nutzung des sauren und 2.9 pg/L bei Nutzung
des basischen Eluenten sind, verglichen mit den Nachweisgrenzen anderer
publizierter Verfahren, relativ hoch. So kommen MEIER et al. (1989) bei pH 7 zu
einer NWG von 0.1 pg/L und IsHIMITSU et al.(1986) bei pH 2.75 zu 0.75 pg/L.

Zu erklaren ist dies zum Teil mit der abgeschwdchten Fl bei den gewahlten
Bedingungen (siehe oben). Einen Einflul auf die Qualitdt der Analytik hat er
aber nicht, da der Konzentrationsbereich von o-Tyr in bestrahlten Proben
deutlich Uber der NWG liegt.

9.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Die absorbierte Strahlendosis ist bei der Behandlung von Lebensmitteln mit
ionisierender Strahlung der Schliisselfaktor der Qualitdtskontrolle. Denn ist de
Dosis zu niedrig, wird der gewiinschte Effekt nicht erreicht; ist sie zu hoch,
kénnen die technischen Eigenschaften und die Qualitdt des Produktes
beeintrachtigt werden (EHLERMANN 1998). Zur amtlichen Uberwachung gehort
neben der Identifikation bestrahlter Produkte auch die Dosimetrie (EHLERMANN
1995).



9 Diskussion 56

Die Untersuchung von bestrahlten Garnelen sollte AufschluR tber die Dosis-
Wirkungs-Beziehung bei der radiolytischen Hydroxylierung von Phe geben. In
diesem Zusammenhang sollte die Frage nach der Mdglichkeit einer Dosimetrie
beantwortet werden.

Eine Analyse der mit Strahlendosen von 1 kGy, 3 kGy und 5 kGy behandelten
Garnelen ergab einen linearen Anstieg des Gehaltes an nicht proteingebundenem
o-Tyr von 120 pg/kg/kGy bezogen auf das Frischgewicht. Dabei lag der o-Tyr-
Gehalt einer jeden Bestrahlungsstufe signifikant Gber dem der niedrigeren Stufe.
Diese Daten konnten auch nach der Bestimmung mit einem zweiten
Trennsystem (Trennsystem 11) bestétigt werden.

Der lineare Anstieg der o-Tyr-Konzentration (ber den betrachteten
Dosisbereich wird von den Untersuchungen von KRACH et al. (1997) bestétigt.
Auch bei der Untersuchung von proteingebundenem o-Tyr in bestrahltem
Gefligelfleisch (MEIER et al. 1993, CHUAQUI-OFFERMANNS et al. 1993) wurde
dieser Zusammenhang ermittelt.

Abweichend davon zeigen sich die Ergebnisse bei der Untersuchung von mit
lonisierenden Strahlen behandelten Phe-Lésungen. So zeigen KRAINIK et al.
(1995), daRR nur bei mit Argon oder Lachgas (N,O) gesattigten Phe-L6sungen
die o-Tyr-Zunahme linear ist. Bei Luft- oder Sauerstoffsattigung der Lésung kam
es schon ab einer Dosis von 1 kGy zu einem deutlichen Abflachen der Kurve.
WANG et al. (1993) berichteten, dal} bei einem Angriff von Hydroxylradikalen auf
Phe zundchst eine weitgehend zuféllige und von der Atmosphére unabhéngige
Addition und Bildung eines Hydroxycyclohexadienyl-Radikals erfolgt. Erst die
Weiterreaktion ist von den duf3eren Bedingungen abhéngig.

Andererseits wurde der EinfluR der wéhrend der Bestrahlung von Hihnerfleisch
anliegenden Atmosphédre von CHUAQUI-OFFERMANNS et al. (1993) auf die
radiolytische o-Tyr-Bildung bestritten. Daraus [&4Rt sich schliefen, dafl in
Lebensmitteln neben der Atmosphdre weitere Faktoren, die bei der
Untersuchung von Modelldsungen nicht bertcksichtigt wurden, fir die oTyr-
Entstehung verantwortlich sind. So zeigten Pulsradiolyse-Studien von HOEY und
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BUTLER (1994, 1995), dal? Antioxidantien einen stark hemmenden Effekt auf die
o-Tyr-Bildung haben.

Die Steigung der von KRACH et al. (1997) ermittelten dosisabh&ngigen o-Tyr-
Zunahme von 26 ug/kg/kGy ist deutlich niedriger als die hier gemessene.

Die in Arbeiten zur Untersuchung des proteingebundenen o-Tyr-Gehaltes in
bestrahlten Lebensmitteln sind nicht mit den Werten des freien o-Tyr
vergleichbar.

Einen wichtigen Effekt auf die o-Tyr-Entstehung hat die Temperatur wéhrend
der Bestrahlung. CHUAQUI-OFFERMANNS et al. (1993) zeigten mit der
Untersuchung von bei unterschiedlichen  Temperaturen  bestrahltem
Huhnerfleisch, da zwischen 0.4 °C und 20 °C kein Effekt auftritt, sobald die
Temperatur aber < 0 °C ist, eine deutliche Hemmung der o-Tyr-Bildung eintritt.
Von KRANIK et al. (1995) wird von einer deutlichen Hemmung der o-Tyr-
Bildung in bestrahlten Phe-LAsungen ab 0°C berichtet.

Vor diesem Hintergrund wird klar, dal3 eine sichere Dosimetrie mit o-Tyr als
Marker nur bedingt anwendbar sein wird.

9.3 Hintergrundgehalt von o-Tyr in unbestrahlten Proben

Auch die nicht bestrahlten Garnelen-Proben, die mit dem neu entwickelten
schonenden Verfahren untersucht wurden, zeigten einen geringen Gehalt an o-
Tyr. Bezogen auf das Frischgewicht wurden im Mittel 19.3 pg/kg an nicht
radiolytisch gebildetem, nicht proteingebundenem o-Tyr nachgewiesen. In den
Proben, die im Rahmen der Prifung auf Anwendbarkeit des entwickelten
Verfahrens als ,kleiner  Warenkorb* untersucht wurden, wurden
Hintergrundgehalte bis zu 18.2 ug/kg gemessen.

Da die Proben - auRer die Warenkorb-Proben - direkt vom Erzeuger bezogen
wurden, kann es sich bei dem nachgewiesenen o-Tyr aber nicht um ein
Radiolyseprodukt handeln.
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Die Artefaktbildung durch Aufarbeitungsschritte wie eine saure Hydrolyse, bei
der es zu einer Fenton-Reaktion kommen kann (ZOLLER 1993) oder die
Losungsmittelextraktion vor der Hydrolyse, die Mitochondrien zur o-Tyr-
Produktion anregt (Karam und Simic 1990, 1989) kann ebenfalls ausgeschlossen
werden.

In einer groReren Zahl der Publikationen zum Bestrahlungsnachweis Gber o-Tyr
als Bestrahlungsmarker wird von einem geringen Hintergrundgehalt berichtet -
unabhdangig von untersuchtem Lebensmittel und angewandter Methode (KRACH
et al. 1997, HART et al. 1988, MEIER et al. 1993).

Bereits 1991 wurde von CHUAQUI-OFFERMANNS und McDOUGALL
zugestanden, dal} o-Tyr nicht exklusiv durch ionisierende Strahlung gebildet wird.
Vielmehr wird o-Tyr berall dort gebildet, wo reaktive Sauerstoffspecies wie das
Hydroxyl-Radikal mit Phe in Beriihrung kommen.

Von KARAM und Simic (1990) wird von einer durch Mitochondrien vermittelten
Haber-Weiss-Reaktion berichtet, aus der o-Tyr hervorgeht. Auch oxidativer
Stress (NIEss et al. 1997, KARAM et al. 1991) und die Bestrahlung mit UV-Licht
(IsHIMITSU et al. 1990) konnen zur Bildung von oTyr flhren. Und weiterhin
wird von der Hydroxylierung von Phe durch Flavin berichtet (MAGER und Tu
1994).

Der bestrahlungsunabhangige Hintergrundgehalt an o-Tyr muf nicht zwingend
dessen Ablehnung als Bestrahlungsmarker zur Folge haben - siehe folgender
Abschnitt.

9.4 Anwendbarkeit des entwickelten Verfahrens

Die Anforderungen, die FAO und IAEA an ein Nachweisverfahren fur
bestrahlte Lebensmittel stellen, sind in Tabelle 10 beschrieben (DELINCEE 1993).
Im folgenden soll gepruft werden, inwieweit diese dul3erst strengen Forderungen
vom entwickelten Verfahren erfillt werden.
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Tabelle 10: Liste der Anforderungen fur ein Verfahren zum analytischen
Nachweis fur bestrahlte Lebensmittel

Diskriminierung

Bestrahltes Lebensmittel: meRbare Veranderung vorhanden;
bestrahltes Lebensmittel: mel3bare Verdnderung nicht vorhanden,
bzw. eindeutig charakterisiert und ausreichend verschieden von
strahleninduzierten Veranderungen

Spezifitét

Ahnliche Verdnderungen nicht durch andere
Lebensmittelverarbeitungsverfahren,  Lagerung,  Zucht-  oder
Sortenauswahl, gednderte Wachstumsbedingungen u.&.

Reichweite

Parameter mel3bar Uber den ganzen relevanten Dosisbereich des
bestrahlten Lebensmittels

Stabilitat

MelRgroRe stabil wahrend der gesamten Haltbarkeitsdauer des
Lebensmittels

Zuverlassigkeit

Reproduzierbarkeit, Prazision, Validierung mit Hilfe statistischer
Methoden

Geringe Storanfélligkeit

MelgroRe  unempfindlich  oder genau  vorhersehbar  bei
unterschiedlichen Bedingungen, 2.B. Verdnderung der
Bestrahlungsparameter (Dosisleistung, Temperatur, Gasatmosphére,
Feuchtigkeit, usw.), Stérung durch andere Lebensmittelbestandteile,
Storung durch zusatzliche Verfahrensschritte

Félschungssicherheit

Verfalschungen schwer mdglich. Deshalb vorteilhaft, wenn die
MeRgroRe innere Lebensmitteleigenschaften widerspiegelt, z. B.
Veranderungen an Proteinen, Fetten, Nucleinsduren usw., statt an
dulReren Merkmalen, wie Verpackung, Sand- oder
Staubkontamination usw.

Unabhéngigkeit Keine identische, unbestrahlte Vergleichsprobe erforderlich

Praktische Einfach, auch apparativ; geringe Kosten; schnelle Durchfiihrung;

Anwendbarkeit geringe ProbengroRe; leicht standardisierbar; wenn mdglich,
zerstorungsfrei

Gerichtsfahigkeit

Dosisabhdngigkeit Messung der aufgebrachten Strahlendosis

9.4.1 Diskriminierung

Diese Forderung besagt in strenger Anwendung, dal} die mel3bare Verdnderung,

in diesem Fall der Gehalt an freiem o-Tyr, im unbestrahlten Lebensmittel nicht
vorhanden sein soll. Es konnte jedoch in jeder unbestrahlten Probe ein
bestimmter Hintergrundgehalt an o-Tyr nachgewiesen werden. Wenn man

allerdings den Unterschied der Gehalte in bestrahlten und unbestrahlten Proben
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betrachtet (siehe Abbildung 12), erkennt man, dal} er ,,ausreichend verschieden*
ist. Der nach einer Bestrahlung mit 1 kGy niedrigste gemessene o-Tyr-Gehalt lag
bei 211 pg/kg und damit fast 10-fach ber dem hdchsten in dieser Studie
gemessenen Wert einer unbestrahlten Probe von 24 ug/kg. [siehe Abbildung 12]

Andere Autoren haben bereits bei einem Unterschied von 4-6-fach (MISCHKE et
al. 1993) oder niedriger (CHUAQUI-OFFERMANNS et al. 1993) von einer
ausreichenden Diskriminierung berichtet. MEIER et al. (1993) ermittelten in
unbestrahlten Proben Hintergrundgehalte von 0.03 - 0.08 mg/kg und sahen o-
Tyr-Gehalte von

0.1 mg/kg bereits als suspekt an.
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Abbildung 12: Gehalt an o-Tyr in unterschiedlichen Garnelen-Produkten
im Vergleich zu bestrahlten Proben; Trennung mit TS | und TS II;
Mittelwert, hochster Wert, niedrigster Wert

9.4.2 Spezifitat

Die Untersuchungen zeigten, daB in frischem wund in abgepacktem
Garnelenfleisch ein spezifischer Nachweis von o-Tyr moglich ist. Bei der
Untersuchung der Suppen und Salate zeigten sich allerdings stérende Effekte:
Die Cytosole aus den Garnelen der ,,Krabbensuppen* zeigten stark verénderte
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Chromatogramme mit einer geringeren Anzahl an Storpeaks aber auch einem
stark verkleinerten p-Tyr-Peak, was auf eine Art Auswaschung der FAA aus den
Proben hindeuten kann. Die aus den Salaten gewonnenen Cytosole zeigten zum
Teil erhebliche Interferenzen, die eine Integration des o-Tyr-Peaks stark
erschwerten.

9.4.3 Reichweite

Es wurden Garnelen untersucht, die bis zu einer Dosis von 5 kGy bestrahlt
wurden. Nur in Indonesien und Indien werden hohere Strahlendosen fir
Krustentiere (Maximaldosis 7 kGy) verwendet. Auch bei dieser Dosis ist die
Maglichkeit der Diskriminierung denkbar. Problematisch wéare eine Abnahme der
o-Tyr-Konzentration ab einer bestimmten Dosis fur eine mogliche Dosimetrie:
Bei einer Dosis-0-Tyr-Konzentrations-Kurve mit einem Maximum wirden fir
eine Gehaltsangebe zwei Bestrahlungsdosen gelten. Eine solche Kurve ist bei der
Bestrahlung von sauerstoffgeséttigten Phe-Lésungen bereits beobachtet worden,
wobei die maximale o-Tyr-Konzentration schon bei 2.5 kGy erreicht wurde
(KRAINIK et al. 1995).

9.4.4 Stabilitat

In Krustentieren werden bei mikrobiellem Verderb durch Decarboxylierung aus
den Aminosduren biogene Amine gebildet. So entsteht aus p-Tyr das biogene
Amin Tyramin (HALAsz et al. 1994). Ein Abbau von o-Tyr durch
Mikroorganismen ist ebenfalls denkbar, wurde aber nicht nachgewiesen. Es gibt
keine Anhaltspunkte, daR o-Tyr in starkerem MaRe abgebaut wird als p-Tyr, und
daher ist die Stérung des Nachweises innerhalb der Haltbarkeit der
Nordseegarnelen und anderer Krebstiere nicht wahrscheinlich. Nach erfolgter
Extraktion der freien Aminosduren sind die Untersuchungslésungen dber 2
Monate lang stabil.
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9.4.5 Zuverlassigkeit

Das Verfahren wurde ausfiihrlich validiert (siehe oben ,Validierung®). Die
Eignung fur Routineuntersuchungen muR noch durch entsprechende
Ringversuche tberprift werden.

9.4.6 Geringe Storanfalligkeit

Uber die Abhingigkeit der radiolytischen o-Tyr-Bildung von zahlreichen
Parametern wurde weiter oben ausflhrlich berichtet. Die Sensibilitdt des
Verfahrens gegentber Storung durch andere Lebensmittelbestandteile wurde bei
der Untersuchung des Warenkorbs festgestellt. Bei der Analyse von Garnelen aus
»Krabbensuppe* fuhrt wahrscheinlich die Auswaschung der freien Aminoséuren
zu einem geringeren Gehalt der Proben an freien Aminosduren. Davon bleibt
auch das o-Tyr nicht verschont, so dal} davon auszugehen ist, dafl der
Schwellenwert bei dessen Uberschreitung ein Produkt als bestrahlt gilt fur
Garnelen, die in Flussigkeiten gelagert werden nach unten korrigiert werden muf.

9.4.7 Falschungssicherheit

Bei dem o-Tyr-Gehalt von Lebensmitteln handelt es sich um eine innere
Eigenschaft, deren absichtliche Verfalschung schwer moglich sein dirfte. Zwar
konnte man o-Tyr zu einer Probe hinzugeben um so den Gehalt zu erhéhen,
aber eine gewollte Veringerung des Gehaltes ist nicht mdglich. Eine
Abhéangigkeit von duBeren Merkmalen, wie bei der TL-Messung mineralischer
Verunreinigungen aus den Déarmen von Garnelen (AGNEL et al. 1993) besteht
nicht.

9.4.8 Unabhangigkeit

Bis zur Einfliihrung des Verfahrens in die Routineanalytik ist unter anderem eine
breitere Datenbasis notig, die die Schwankungsbreite der in der Natur
vorkommenden Gehalte an o-Tyr in Garnelen wiedergibt. Auf der Grundlage
solcher Daten kann dann ein Bestrahlungsnachweis auch ohne identische
unbestrahlte Vergleichsprobe gefiihrt werden.
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9.4.9 Praktische Anwendbarkeit

Die praktische Anwendbarkeit des vorgestellten Verfahrens kann in Bezug auf
apparative Anforderungen und auf den Zeitaufwand noch optimiert werden. So
ist die Entfernung des L&sungsmittels nach der Proteinfallung gleichermalien
zeit- und wegen der Notwendigkeit einer Gefriertrocknung auch apparativ
aufwendig. Die Substitution der Losungsmittelfallung wird ein Ziel zukinftiger
Entwicklungen sein. Die Anforderungen an das Chromatographiesystem sind
vergleichsweise gering - ebenso die Menge des zur Analyse bendtigten
Probenmaterials.

9.4.10 Dosisabhangigkeit

Die radiolytische Bildung von Hydroxyl-Radikalen und die Hydroxylierung von
Phe héngt, wie erwdhnt, von zahlreichen Faktoren ab:

Dosisrate und Strahlungsart, das wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen
nachgewiesen, sind ohne EinfluR. Aber Temperatur des Bestrahlungsgutes, der
pH-Wert und die Atmosphére im Bestrahlungsgut beeinflussen die o-Tyr-
Ausbeute zum Teil stark.

Andererseits sind die Bedingungen innerhalb eines Lebensmittels oder einer
Lebensmittelgruppe anndhernd standardisierbar. Bei einer Validierung fur
einzelne Lebensmittel, wobei auch der natirliche Hintergrundgehalt nicht
vernachldssigt ~ werden  durfte, und einer  Standardisierung  der
Bestrahlungsbedingungen konnte die Dosimetrie iber den o-Tyr-Gehalt als eine
Art Konventionsmethode funktionieren.

Eine prazise Dosimetrie, wie sie mittels standardisierten Dosimetern bei der
Qualitatskontrolle in den Bestrahlungsanlagen stattfindet, wird aber (ber den
Nachweis von o-Tyr nie mdglich sein.

9.5 Ausblick

Auch vor dem Hintergrund der zunehmenden Liberalisierung des Welthandels
und der europdischen Marktoffnung ist die Notwendigkeit eines
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Nachweisverfahrens fur bestrahlte Lebensmittel gegeben. Auch, wenn die
Bestrahlung bestimmter Lebensmittel zugelassen wird oder das generelle
Bestrahlungsverbot entféllt, so mufl dennoch der Nachweis einer
stattgefundenen Bestrahlung mdglich sein. Zu diesem Schluf? kommt auch BOGL
(1998), der die Entwicklung analytischer Nachweisverfahren fiur bestrahlte
Lebensmittel rechtfertigt, um die Einhaltung der national unterschiedlichen
Regelungen im Warenverkehr gewéhrleisten zu kénnen. Da in nahezu allen
Staaten, in denen die Bestrahlung zugelassen ist, eine Kennzeichnungspflicht gilt,
sind auch im Rahmen der nationalen Lebensmitteliberwachung
Nachweisverfahren noétig. THAKUR und SINGH (1994) sehen im Fehlen einer
standardisierten Methode zur Dosimetrie sogar einen Grund fur die geringe
Verbreitung der Lebensmittelbestrahlung.

Neben der Erkennung einer Lebensmittelbestrahlung hat der oTyr-Nachweis
eine Perspektive als Detektionsverfahren fir die Aktivitdt von Hydroxyl-
Radikalen, was fir die Erforschung des oxidativen Stresses in Bezug auf
menschliche Krankheiten von Interesse ist (VAN DER VLIET et al.1994).

Das in dieser Arbeit betrachtete Verfahren erfillt die von FAO und IAEA
gestellten Anforderungen in weiten Bereichen. Dennoch ist es, wie die
Diskussion seiner Anwendbarkeit gezeigt hat, noch weiter zu optimieren.

Der Schritt der Cytosolgewinnung ist, was Zeit- und apparativen Aufwand
betrifft, noch weiterzuentwickeln. Die Stérungen, die durch unterschiedliche
Verarbeitungsprozesse auftreten konnen, sind durch Modellversuche mit
bestrahlten Proben und Untersuchung eines breiteren Warenkorbes genauer
abzuklaren. Die Ausweitung des Verfahrens von Nordseegarnelen auf andere
Lebensmittel ist denkbar, wobei die Ubertragbarkeit wegen des Vorhandenseins
der notigen Konzentration freier Aminoséuren vor allem andere Crustaceen
maoglich scheint. Die Analyse von in unterschiedlichen Bestrahlungsanlagen
bestrahlten Produkten muR letzte Sicherheit (ber die Zuverlédssigkeit des
Verfahrens bringen.
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Auch  nach einer Etablierung des Verfahrens fur  bestimmte
Lebensmittelgruppen, wird die Anwendung auf alle proteinreichen Lebensmittel
nicht moglich sein. So kann der Nachweis einer Bestrahlung von reinem Protein
erst nach dessen Hydrolyse erfolgen (BOGL 1998).

Auch andere neue Nachweisverfahren, wie hochempfindliche GC-MS
veranderter Lipide aus dem geringen Fettanteil der Garnelen mit anschlieRender
Diskriminanzanalyse (ELSNER et al. 1996), die Bestimmung von radiolytisch
gebildetem H, oder CO, mit Headspace-GC (FURUTA et al. 1997) oder die
Radio-Chemilumineszenz (ANDERLE et al. 1996b), werden das Hauptproblem
der Dosimetrie nicht l6sen kénnen. Wenn eine Untersuchung den Nachweis der
Uberschreitung einer zugelassenen Strahlendosis zum Ziel hat, muR die maximale
durchschnittlich absorbierte Gesamtdosis ermittelt werden (EHLERMANN 1998).
Diese wird aber wegen der inhomogenen Dosisverteilung innerhalb bestrahlter
Chargen durch kein Verfahren auRer der Dosimetrie wahrend der Bestrahlung
feststellbar sein. Die Dosisleistung nimmt mit dem Quadrat der Entfernung ab.
Somit ist auch bei zweiseitiger Bestrahlung ein Unterschreiten der gewtinschten
Dosis im Inneren des Bestrahlungsgutes und ein Uberschreiten der erlaubten
Dosis auf der Auf3enseite nie vollig ausgeschlossen (SCHULTE 1995).
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10 Zusamenfassung

Die Behandlung von Lebensmitteln mit ionisierenden Strahlen wird zur
Abtotung von Verderbniserregern und pathogenen Keimen in tber 40 Staaten
In zunehmendem MaRe eingesetzt. In Deutschland ist das Inverkehrbringen
derart konservierter Lebensmittel allerdings nicht gestattet.

Zur Uberwachung dieses Verbots wurden eine Vielzahl von Verfahren
entwickelt, wobei mit keinem davon zuverlassig die Bestrahlung proteinreicher
und gleichzeitig fettarmer Lebensmittel, zu denen auch die Nordseegarnele z&hlt,
nachgewiesen werden kann.

Die Bestimmung des Bestrahlungsmarkers o-Tyr, das radiolytisch aus Phe
gebildet wird, bietet eine Mdglichkeit, bestrahlte Lebensmittel von unbestrahlten
zu unterscheiden - die Anwendbarkeit in der Routine ist aber bisher nicht
gewdhrleistet. Da die in publizierten Verfahren angewandte hydrolytische
Freisetzung des o-Tyr aus dem Proteinverbund h&ufig zu Problemen fihrt,
wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem das nicht proteingebundene o-Tyr als
Marker flr eine stattgefundene Bestrahlung bestimmt wird. Dieses Verfahren
wurde fir den Bestrahlungsnachweis von Nordseegarnelen und deren Produkte
validiert.

Aus dem homogenisierten Probenmaterial erfolgte die Gewinnung des Cytosols
durch Proteinféllung und Losungsmittelextraktion. RP-HPLC mit TFA als IPR
Im sauren Millieu konnte erfolgreich zur Trennung des o-Tyr von dem im
Cytosol in wesentlich hoherer Konzentration vorhandenem p-Tyr eingesetzt
werden. Zur Detektion wurde die Eigenfluoreszenz von o-Tyr (I ¢, = 275nm, | .,
= 305nm) genutzt.

Die elektrochemische Detektion mit einer einzelnen Elektrode war wegen des
hohen Oxidationspotentials des o-Tyr nicht spezifisch genug. Die
Nachweisgrenze bei UV-Detektion war nicht ausreichend niedrig.
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In unbestrahlten Garnelen-Proben konnte o-Tyr im Konzentrationsbereich von
20 pg/kg nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dal’ es sich hierbei
um den natdrlichen Hintergrundgehalt in Garnelen handelt, da wegen der
schonenden Aufarbeitung eine Artefaktbildung als ausgeschlossen gelten kann.

Untersuchung von Garnelenfleisch, das mit Dosen von 1 - 5 kGy bestrahlt
wurden, zeigten, dal eine Diskriminierung bestrahlter Proben trotz des
Hintergrundgehaltes in unbestrahlten Proben mdglich ist. Die o-Tyr-
Konzentration in mit 1 kGy behandeltem Garnelenfleisch Uberstieg die
Konzentration in unbestrahlten Proben um das zwanzigfache. Eine Dosimetrie
konnte zwar fur die im Rahmen dieser Arbeit bestrahlten Garnelen
vorgenommen werden, in der Praxis der Lebensmitteliiberwachung konnte dies
aber problematisch sein, da die Temperatur wahrend der Bestrahlung einen
Einfluss auf die Menge des radiolytisch gebildeten o-Tyr hat.

Um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu tberprifen, wurde eine zweite HPLC-
Methode mit stark unterschiedlichen Trennbedingungen entwickelt. Die
Trennung erfolgte hier mit basischem pH und NMP als IPR, wobei hier das o-
Tyr in anionischer Form vorlag. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zu
den mit dem ersten Trennsystem erhaltenen Ergebnisse festgestellt werden.

Mit der Bestimmung von o-Tyr in Garnelen aus einem Warenkorb, der mit
unterschiedlichen Garnelenprodukten besttickt war, konnte die Anwendbarkeit
des entwickelten Verfahrens auch fir weiterverarbeitetes Garnelenfleisch
bestatigt werden.
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11 Summary

The treatment of foodstuffs with ionising radiation is used in over 40 countries
to prevent them from bacterial spoilage and pathogenic germs. In Germany the
trade of radiation preserved foodstuffs is prohibited however.

Although numerous methods for the observation of this prohibition have been
developed, none of them can prove the irradiation of foodstuffs with a high
protein content and a low fat content, like in shrimps, reliably.

The determination of the radiation marker o-Tyr, that is formed radiolyticly from
Phe, is a possible way to distinguish irradiated food from non-irradiated food.
But the applicability in routine analysis is not practicable yet. Because the acid
hydrolysis step, which is often used in published studies to liberate the amino
acids from the proteins, often leads to problems, a method has been developed,
where the non-protein bound o-Tyr is analysed as a marker for the irradiation.
This method has been validated for the irradiation detection of the common
shrimp and its products.

After homogenisation of the sample material, protein precipitation and solvent
extraction are accomplished to get the cytosol. RP-HPLC with TFA as IPR in
acid solution was successfully used to separate o-Tyr from p-Tyr, which is
present in cytosol on a substantial higher level. For the detection the natural
fluorescence of o-Tyr (  Ex =275 nm, Em = 305 nm) was utilised.

The electrochemical detection with one single electrode was not specific enough
because of the high oxidation potential of o-Tyr. The limit of detection of the
UV-detection was not sufficient.

In unirradiated shrimp samples o-Tyr was detected at a concentration level of
20 pg/Kkg. It can be assumed that this is the naturally occuring background level
In common shrimps, since during the smooth sample preparation the formation
of artefacts can be excepted.

Analysis of samples which were irradiated with doses from 1 to 5 kGy illustrated,
that in spite of the backgroundlevel a clear distinction between irradiated and
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unirradiated shrimps is possible. The o-Tyr concentration in shrimp meat which
was treated with a dose of 1 kGy exceeded the concentration in unirradiated
samples 20-fold. A dosimetric measurement could be made for the shrimps
which were irradiated for this study but it could be problematic in the routine of
the official food enforcement because the temperature during the irradiation
process influences the amount of the radiolytic formed o-Tyr.

To confirm the reliability of the results a second HPLC procedure with different
separation conditions was invented. The separation was carried out using NMP
as an IPR in a basic solution where o-Tyr occurs in its anionic form. No
significant differences were found, when the results obtained with the different
eluents were compared.

The applicability of the new developed method for shrimp meat could be
verified by analysing shrimps from a market basket which was supplied with
several different shrimp products.
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13 Anhang

13.1 Chemikalien

Substanz Hersteller | Gefahrensymbol; R- und S-Sétze

Aceton Promonta |F; R:11;S: 9-16-23.2-33

Acetonitril Merck F, T: R: 11-23/24/25; S: 16-27-
45

Hydroxylamin Merck C: R: 34-43: S: 26-37/39

Kaliumhydroxid C; R: 35; S: 26-37/39-45

LiChroprep RP18 |Merck S: 22

L-m-Tyrosin Sigma
L-0-Tyrosin Sigma
L-p-Tyrosin Merck
Methanol Merck F, T; R: 35; S: 7-16-24-45

Natriumhydroxid | Merck C; R: 35; S: 26-37/39-45

N-Methylpiperidin | Aldrich F, C; R: 11-34; S: 9-16-26-33

Salzsaure 37% Merck C; R: 34-37; S: 26-36/37/39-45

Trifluoressigsaure | Merck C; R: 20-35; S: 9-26-27-28.1-45

Tryptamin Merck
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13.2 Gerate

13.2.1 HPLC

Pumpe Merck-Hitachi L-6200A Intelligent Pump

Probenaufgabe Merck-Hitachi 655A-40 Auto-Sampler

Detektoren Merck-Hitachi F-1080 Fluorescence Detektor
Merck Amperometrischer Detektor L-3500
Merck-Hitachi L 4000 UV-Detektor

Séaulenthermostat Labor TechnikBarkey Cosytherm

Auswertungssystem  Bruker-Franzen Analytik & SCPA Chromstar-Software,
Version 4.03

13.2.2 Weitere Gerate
Photometer Perkin-Elmer Lamda 2 UV/VIS Spectrophotometer

Gefriertrocknung Christ LDC-2 Beta 1-16
Ethanol-Kihlbad Christ FOC-1 K40
Zentrifuge Sigma 3K12
Kiichenmaschine

Ultraturrax

pH-Melkette Schott H6160

pH-Meter Schott CG801
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13.3 HPLC-Bedingungen
13.3.1 Trennsystem |
Trennséule CS, Nucleosil 120-3 C18, 250 4.0 mm
Vorsdule Perisorb RP-C18, 25-40 ym, 20~ 2.0 mm
Saulentemperatur 35 °C
Eluenten A: TFA 0.1 %
B: Acetonitril
Flulrate 1 mL/min
Probenaufgabe: 40 pL
Minuten |Eluent A (%) |Eluent B (%)
0 100 0 Trennung
28 100 0
30 60 40 Spulung
36 60 40
40 100 0 Aquilibrierung
50 100 0
13.3.2 Trennsystem 11
Trennsdule Phenomenex Prodigy RP-C18 ODS (3), 5 um, 250 ~ 4.6
mm
Vorsdule Perisorb RP-C18, 25-40 ym, 20~ 2.0 mm

Séaulentemperatur

35°C

Eluenten A: NMP (50 mmol/L); pH 9.0
B: Acetonitril
FluRrate 1 mL/min
Minuten |Eluent A (%) |Eluent B (%)
100 0 Trennung
100 0
60 40 Spiilung
60 40
100 0 Aquilibrierung
100 0
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13.4 Reinigung des N-Methylpiperidins

250 g NMP werden auf 50 g Kaliumhydroxid-Platzchen gegeben und Uber eine
25-cm-Vigreuxkolonne unter Atmosphdrendruck destilliert. Bei 106 °C erhalt
man klares NMP. Der Vorlauf sowie der Sumpf werden verworfen. Das
destillierte NMP wird bei 4 °C gekihlt in Braunglasflaschen aufbewahrt.

13.5 Herstellung der Eluenten

13.5.1 Trennsystem |

1.00 mL TFA werden in eine Vorlage von bidestilliertem Wasser pipettiert . ES
wird mit bidestilliertem Wasser auf 1.00 L aufgefillt.

13.5.2 Trennsystem I

900 mL bidestilliertes Wasser werden in einem Becherglas vorlegt, und unter
Ruhren (Magnetrihrer) werden genau 6.08 mL NMP hinzugefiigt. Der pH-Wert
wird mit Salzsdure-Losung (6 mol/L) auf pH=9.0 eingestellt. Dies wird mit einer
pH-Einstabmelikette tberwacht. Die Losung wird vollstdndig in einen 100-mL-
Mef3kolben Gberflihrt, und es wird mit bidestilliertem Wasser bis zur Marke
aufgefillt. Die Konzentration betrdgt dann C(NMP) = 0.05 mol/L.
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13.6 Vorbereitung der Nordseegarnelen

Frische, gekochte Nordseegarnelen werden entschalt und das Garnelenfleisch in
Portionen zu 50 g in PE-Folie vakuumverschweil3t tiefgekihlt (< -15 °C)
aufbewahrt.

Bereits entschalt gekauftes Garnelenfleisch wird ohne weitere Vorbereitung
eingefroren.

Garnelensuppen werden durch ein Kichensieb gegossen wund die Garnelen mit
der Pinzette herausgelesen.

Garnelencocktails und -salate werden in ein Kichensieb gegeben und die
jeweilige SoRe mit handwarmem Leitungswasser kurz abgespult. Die Garnelen
werden ebenfalls vakuumverschweif3t tiefgefroren.

Zur weiteren Aufarbeitung wird das Garnelenfleisch nicht aufgetaut. Die
Verarbeitung erfolgt im tiefgefrorenen Zustand.

13.7 Proben fir die Verfahrensvalidierung

Gekdhlte entschalte Garnelen werden in einer Moulinette grob zerkleinert. Je 1.00
g der grob zerkleinerten Probe wird in 15-mL-Zentrifugenrohrchen' genau
eingewogen. Dann wird jeweils 1.00 mL der entsprechenden o-Tyr-
Standardl6sung zugegeben (Standardldsungen: 75, 150, 225, 300 ng/mL in HCI-
Losung (0.1 mol/L)). Anschlieend werden 2.0 mL HCI-Lésung (0.1 mol/L in
bidest. H,0O) dazugegeben.

Ab hier entspricht die Aufarbeitung dem in "Anhang - Gewinnung des
Cytosols" beschriebenen Verfahren.

Es resultieren Proben mit einer Konzentration an o-Tyr von 75, 150, 225, 300

ug/kg.

1 SIGMA Centrifuge Tubes, 15 mL graduiert, konisch, Polypropylen, bis 6000 ~ g
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13.8 Gewinnung des Cytosols

- gekdhlte entschalte Garnelen werden in einer Moulinette grob zerkleinert

. je 1 g der grob zerkleinerten Probe wird in 15-mL-Zentrifugenréhrchen® genau
eingewogen

- 3.0 mL HCI-L6sung (0.1 mol/L in bidest H,0O) werden dazugegeben

- der Inhalt des Zentrifugenréhrchens wird mit dem Homogenisator bei 20000
U/min 30 Sekunden lang homogenisiert

- mit 1.0 mL HCI-L6sung (0.1 mol/L in bidest H,O) wird der Homogenisator
gewaschen

- es wird fur 30 Minuten bei 5500 * g und 10 °C zentrifugiert

. der klare Uberstand wird mit einer Pasteurpipette in ein zweites
Zentrifugenrohrchen tberfuhrt

- 11.0 mL Aceton werden zugegeben
- das Zentrifugenroéhrchen wird fiir mindestens 2 Stunden bei -15 °C gekdihlt
- es wird fur 30 Minuten bei 5500 g und 0 °C zentrifugiert

. der klare Uberstand wird in ein 20-mL-Polypropylen-Probenflaschen
abgegossen

- es wird einmal mit 1.0 mL Aceton nachgespult

- der Aceton wird mit Stickstoff abgeblasen (ca. 1 Stunde)

- die Proben werden eingefroren und werden tber Nacht gefriergetrocknet
- das Lyophilisat wird mit 1.00 mL HCI-Ldsung (0.1 mol/L) aufgenommen

- die Probe wird mit einer Sterican-Kantile auf eine 2-mL-Injektionsspritze
gezogen und durch einen Membranfilter® in ein Probenvial (1.5 mL, Braunglas)
filtriert

- die Losungen werden bei - 15 °C tiefgekihlt aufbewahrt

2 SIGMA Centrifuge Tubes, 15 mL graduiert, konisch, Polypropylen, bis 6000 “ g

* Schleicher&Schdill, Spartan 13720, 0.45 um
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13.9 UV-Scans
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Abbildung 13: UV-Scan einer wassrigen p-Tyr-Losung; | = 200 - 400nm;
C =18 mg/L
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Abbildung 14: UV-Scan einer wéssrigen m-Tyr-Losung; I = 200 - 400nm;
C 16 mg/L
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Abbildung 15: UV-Scan einer wassrigen o-Tyr-L6sung; I = 200 - 400nm,;

C=19mg/L
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13.10 Verfahrensentwicklung und Validierung

13.10.1 Grundkalibrierung mit Trennsystem |

o 2,00E+06 C [ng/mL] |Peakflache
< 75| 417505
% 1,60E+06 75 437764
8 75 402524
1,20E+06 150 866249
150 862920

8,00E+05 - 150 847657
225 1329040

4,00E+05 - 225 1332959
225 1338966

0,00E+00 : : : : , , 300 1750896

0 50 100 150 200 250 300 350 300 1713098

N 300 1739429

Abbildung 16: Grundkalibrierung o-Tyr; Trennsystem |

Kalibrierfunktion: y = 5893.8 x - 18502; r = 0.9993
Reststandardabweichung = 21296; Verfahrensstandardabweichung = 3.61 ng/mL
Verfahrensvariationskoeffizient = 1.93 %

13.10.2 Matrixkalibrierung mit Trennsystem |

C [ug/kg]|Peakflache

o 1408405 75 267393
S 75| 283409
% 1,20E+06 75| 271357
o 1,00E+06 A 150 562912
8 00E+05 - 150 637700
150 614483

6,00E+05 1 225 771559
4.00E+405 225 841375

2 00E+05 ] 225 897223
300 1193897

0,00E+00 . . . . ' ' 300 1099363

0 50 100 150 200 250 300 350 300 1173349

C [ng/kg]
Abbildung 17: Matrixkalibrierung o-Tyr; Trennsystem |

Kalibrierfunktion: y = 3834.8 x - 1198.7; r = 0.9915
Reststandardabweichung = 46115.2; Verfahrensstandardabweichung = 12.03 pg/kg
Verfahrensvariationskoeffizient = 6.41 %
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13.10.3 Wiederfindung mit Trennsystem |

§ 300 CZieI Cgem

E} [ug/kg] [ug/kg]
& 250 75 48,51
5 75 51,23
75 49,18
150 | 150 98,65
150 111,34
100 150 107,40
225 134,05
07 225 145,90
. - 225 155,37
0 50 100 150 200 250 300 300 205,71
300 189,67
Cziel [Hgky] 300 202,22

Abbildung 18: Wiederfindungsplot o-Tyr;
Trennsystem |

Wiederfindungsfunktion: y = 0.6678 x + 6.85; r = 0.9915
Wiederfindungsrate = 65.1 %

13.10.4 Nachweisgrenze von Trennsystem |

Kalibriergerade berechnet aus den Peakhdhen der Grundkalibrierung:
y = 0.305x +1.265

Grundrauschen gemessen in Grundkalibrierung:
Grundrauschen = 2.3 mV

Nachweiskriterium (2° Grundrauschen) = 4.6 mV
Nachweisgrenze = 10.9 ng/mL
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13.10.5 Grundkalibrierung mit Trennsystem 11|

Peakflache

1,00E+07

8,00E+06 -

6,00E+06

4,00E+06 A

2,00E+06 -

0,00E+00
0

50

100

150

200

250

300

350

C [ng/ml]

C [ng/mL] |Peakflache
75 1989852
75 1895520
75 2001220

150 4215150
150 4201537
150 3985260
225 5958741
225 5963251
225 6085423
300 8095822
300 8125698
300 7986552

Abbildung 19: Grundkalibrierung o-Tyr; Trennsystem 11
Kalibrierfunktion: y = 26920 x - 5490.2; r = 0.9991

Reststandardabweichung = 90685; Verfahrensstandardabweichung = 3.36 ng/mL

Verfahrensvariationskoeffizient = 1.79 %

13.10.6 Matrixkalibrierung mit Trennsystem 11

Peakflache

HO0E0T C [ug7kg]|Peakfiache
75 1013216
PR 75 1426067
75 1127359
PO 150 2519067
y 150 2216414
R 150 2835730
) OOE+0G - 225 3618053
| 225 3557089
0,00E+00 — , , . 225 4015738
0 50 100 150 200 250 300 350 388 gggi?gg
C [ng/mi] 300 5059040

Abbildung 20: Matrixkalibrierung o-Tyr; Trennsystem 11
Kalibrierfunktion: y = 17977 x - 189753; r = 0.9890

Reststandardabweichung = 246481; Verfahrensstandardabweichung = 13.71 pg/kg

Verfahrensvariationskoeffizient = 7.31 %
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13.10.7 Wiederfindung mit Trennsystem 11

300 CZiel Cgem

g [ug/kg] [ug/kg]
2 250 - 75 37,84
g 75 53,18
S 200 1 75 42,08
150 93,78
150 1 150 82,54
150 105,54
1007 225 134,60
5o - 225 132,34
= 225 149,38
0 : : : : : 300 206,85
0 50 100 150 200 250 300 300 194,15
Cziel [Mgka] 300 188,13

Abbildung 21: Wiederfindungsplot o-Tyr; Trennsystem |1

Wiederfindungsfunktion: y = 0.6507 x +2.94; r = 0.9890
Wiederfindungsrate = 65.1 %

13.10.8 Nachweisgrenze von Trennsystem 11|

Kalibriergerade berechnet aus den Peakhdhen der Grundkalibrierung:
y =197x-0.981

Grundrauschen gemessen in Grundkalibrierung:
Grundrauschen = 2.4 mV

Nachweiskriterium (2° Grundrauschen) = 4.8 mV
Nachweisgrenze = 2.9 ng/mL
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13.11 Untersuchung g-bestrahlter Proben

13.11.1 Messwerte nach Trennung mit Trennsystem |

Tabelle 11: o-Tyr in der Fraktion der nicht proteingebundenen
Aminosauren; Trennsystem |

Energiedosis | Einwaage | Peakflache Gehalt Mittelwert Stabw.
(kGy) (9) (g/kg) | (ug/kg) (H9/kg)
0 0,9893 92149 23,97
0 1,0719 100666 24,20
0 0,968 83863 22,27
0 1,0674 57583 13,77
0 0,989 49556 12,75 19,39 5,66
1 0,9522 825577 225,76
1 1,0122 859366 221,09
1 1,0031 813637 211,20
1 1,0078 850054 219,64
1 0,9641 816361 220,49 219,64 5,28
3 1,0462 1609944 400,99
3 1,0435 1672386 417,63
3 1,0307 1865314 471,63
3 1,0458 1994811 497,11
3 1,0282 2037930 516,55 460,78 49,96
5 0,9562 2066343 563,20
5 0,9768 2587200 690,37
5 1,028 2348994 595,56
5 1,1083 2872083 675,48
5 1,0434 2672409 667,60 638,44 55,72
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13.12 Untersuchung eines kleinen Warenkorbes

nicht proteingebundenen

Fraktion der

der

In

o-Tyr

Tabelle 12:

Aminosauren; Trennsystem I, Trennsystem II

90°9¢€ LY'6¢€ ‘u'u ‘u'u 7920’7 qcT
G9'¢C¢ ‘u'u G/E0'T e 7T «Je[eS-U3qQely-83spION,,
u'u “uu ‘u'u ‘u'u 65S€0'T q1l
u'u u'u G670'T el J[RS-UagQRIY-93SPION,,
0¢'¢¢ 76'0¢ ‘uu ‘u'u €00'T g 80
97'€¢ ‘u'u 1600'T € 80 «JB[eS-U9(QerIM-99SPION,,
€0'8¢ 1812 ‘u'u ‘u'u 8G86'0 q90
69'8¢ ‘u'u 0TE0'T €90 +JB[eS-U3(Qe.I Y -99SPION,,
7e'ae 89°/¢ ‘u'u ‘u'u 7S0'T q S0
T0°€E ‘u'u 2rSe0'T ® G0 Je[eS-U3(qQeI N -83SPION,,
v, L9 1269 ‘u'u u'u 8/€0'T qeT
92'99 u'u £9%0'T e el usjauJes) ajeyasabun ayasiiy
9G°9¢ 10°9¢ LO°ET v8°¢CT 16660 g 60
cTle T€°€T 65860 ® 60 12Y9s3h 1y20%3b ‘usqqeiyesspIoN
oT'vE 1€°1¢ 89°€T €T 19€0'T q.0
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13.13 Chromatogramme

13.13.1 Chormatogramme einer Standard-L6sung

@ 200
o
Y 150 | 2
Q
L 100 r 3

50

1
0r A
_50 | | | | | | | |

0 5 10 15 20 25 30 35 40
min

Abbildung 22: Chromatogram m einer Standard-Ldsung (300 mg/L);
Trennsystem I; 1 p-Tyr, 2 m-Tyr, 3 0-Tyr
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Abbildung 23: Chromatogramm einer Standard-L6sung (300 mg/L);
Trennsystem I1; 1 p-Tyr, 2 m-Tyr, 30-Tyr
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13.13.2 Chromatogramme einer unbestrahlten Garnelen-Probe

200 r V

150

FI (275/305)

100

50 \k

_50 1 1 1 1 1 1 1 |
0 5 10 15 20 25 30 35 40

min

Abbildung 24: Chromatogramm einer unbestrahlten Garnelen-Probe;
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminoséuren; Trennsystem I; 1 p-
Tyr, 2 0-Tyr
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Abbildung 25: Chromatogramm einer unbestrahlten Garnelen-Probe;
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminosauren; Trennsystem 11; 1
p-Tyr, 2 0-Tyr
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13.13.3 Chromatogramme einer bestrahlten Garnelen-Probe

200
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50

_50 1 1 1 1 1 1 1 |

0 5 10 15 20 25 30 35 40
min

Abbildung 26: Chromatogramm einer mit 3 kGy bestrahlten Garnelen-
Probe; Fraktion der nicht proteingebundenen Aminosauren;
Trennsystem I; 1 p-Tyr, 2 0-Tyr
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Abbildung 27: Chromatogramm einer mit 1 kGy bestrahlten Garnelen-
Probe; Fraktion der nicht proteingebundenen  Aminosauren;
Trennsystem I1; 1 p-Tyr, 2 0-Tyr
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13.13.4 Chromatogramme einer mit o-Tyr dotierten, unbestrahlten
Garnelen-Probe
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Abbildung 28: Chromatogramm einer mit 300 ug/kg o-Tyr dotierten
unbestrahlten Garnelen-Probe; Fraktion der nicht proteingebundenen
Aminosauren; Trennsystem I; 1 p-Tyr, 2 o-Tyr
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Abbildung 29: Chromatogramm einer mit 300 ug/kg o-Tyr dotierten
unbestrahlten Garnelen-Probe; Fraktion der nicht proteingebundenen
Aminosauren; Trennsystem I1I; 1 p-Tyr, 2 o-Tyr
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13.13.5 Cromatogramme einer ""Krabbensuppe™
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Abbildung 30: Chromatogramm der Garnelen aus einer ""Krabbensuppe";
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminoséuren; Trennsystem I; 1 p-
Tyr, 2 0-Tyr

950
850
750
650
550
450
350
250 1

150 t
> JJU
_50 | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30
min

FI (275/305)

Abbildung 31: Chromatogramm der Garnelen aus einer ""Krabbensuppe'’;
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminosauren; Trennsystem I1; 1

p-Tyr
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13.13.6 Chromatogramme eines ""Krabbensalates"
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Abbildung 32: Chromatogramm der Garnelen aus einem "*Krabbensalat™;
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminoséuren; Trennsystem I; 1 p-
Tyr, 2 0-Tyr
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Abbildung 33: Chromatogramm der Garnelen aus einem "Krabbensalat;
Fraktion der nicht proteingebundenen Aminosauren; Trennsystem I1; 1
p-Tyr, 2 0-Tyr
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13.13.7 Chromatogramme von "‘Krabbenfleisch*
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Abbildung 34: Chromatogramm von "'Krabbenfleisch''; Fraktion der nicht
proteingebundenen Aminosauren; Trennsystem I; 1 p-Tyr, 2 o-Tyr
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Abbildung 35: Chromatogramm von "'Krabbenfleisch*; Fraktion der nicht
proteingebundenen Aminosauren; Trennsystem I; 1 p-Tyr, 2 o-Tyr
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