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1. Kurzfassung

Das Vorhandensein von Mineralolverunreinigungen (MO) in Lebensmitteln ist seit den
Arbeiten von Koni Grob aus den friihen 90-iger Jahren bekannt [1]. Dennoch ist die Thematik
erst viel spater in den Mittelpunkt der breiten Bevdlkerung gedrungen und fuhrte in den letzten
Jahren immer wieder zu grof3en Diskussionen und Skandalen: 2008 erlangte das Thema
durch die Kontamination von ukrainischem Sonnenblumendl erstmals grofRes mediales
Interesse [2, 3]. Seitdem vergeht kein Jahr ohne entsprechende Meldungen - ob Nudeln, Reis,
Schokolade, Butter, Speisedle oder sogar Babymilchpulver - kein Lebensmittel bleibt
verschont [4, 5]. Wie gefahrlich sind sie aber wirklich und was kann man dagegen tun? Mit
dieser Frage beschéftigte sich das von der GLi initiierte und von der FFG unterstitzte,
kooperative Forschungsprojekt ,MOSH MOAH — Reduktion von Mineralél in Lebensmitteln® in
den letzten 4 Jahren und legte dabei seine Schwerpunkte auf Quellen, Ursachen und
Sicherheit bei der Produktion am Standort ,Osterreich®, aber auch auf internationale
Zusammenarbeit mit Expertengremien bei der Entwicklung der Analytik und der

Risikobewertung. Vieles hat sich auf dem Gebiet getan:

1.1.  Highlights und Neuerungen aus den letzten Jahren

e Entwurf der EFSA Neubewertung von MOSH und MOAH 2023 [6]
Seit der EFSA Evaluierung im Jahr 2012 wurden MOSH und MOAH als kritisch flr die
menschliche Gesundheit eingestuft [7]. Wahrend die MOAH Fraktion nachweislich
genotoxisch sein kann und deshalb nicht in Lebensmitteln vorkommen soll, wurde tber
die Effekte der MOSH und die Interpretation der vorhandenen Daten lange diskutiert.
Der Entwurf zur Neubewertung bringt schlief3lich folgendes Ergebnis: MOSH wird nicht
langer als kritisch fur die menschliche Gesundheit eingestuft. Fur MOAH bleibt die
Einstufung aufrecht, es sind jedoch weitere Daten zu den Effekten von MOAH
Substanzen mit unterschiedlicher Anzahl von Ringen noétig, um hier eine bessere
Risikoevaluierung zu ermdglichen.

e JRC Guideline:
Diese Guideline zur Analyse von Mineral6lkohlenwasserstoffen in Lebensmitteln
wurde erstmals 2019 publiziert und wurde 2023 aktualisiert [8, 9]. Sie gibt klare
Anforderungen an die zu erreichenden Performanceparameter (z.B.
Bestimmungsgrenzen, Laborprazision, Wiederfindung, ...) und die einheitliche
Berichterstattung (z.B. Analyse von Cio-Cso in Lebensmitteln) und Empfehlungen, wie
das Vorgehen bei einer gut durchgefiihrten Analytik aussehen soll (d.h. welche

Probenvorbereitungsmodule wann nétig sind). Sie ist zwar keine standardisierte



Methode oder Arbeitsanweisung, dennoch ist das Arbeiten nach JRC Guideline
Voraussetzung, um verlassliche Ergebnisse nach aktuellem Wissensstand zu liefern.
Die in der JRC Richtlinie angegebenen Bestimmungsgrenzen wurden im April 2022 in
einer Stellungnahme des Ausschusses fur Pflanzen, Tiere, Lebens- und Futtermittel
(PAFF Komitee) der Europaischen Kommission als ,,inoffizielle Limits* fiir MOAH
festgelegt. Denn: wenn der MOAH Gehalt eines Lebensmittels diese
Quantifizierungsgrenzen Uberschreitet, soll es vom Markt genommen werden.
Entsprechend der neuen Risikobewertung durch die EFSA gibt es keine MOSH Limits
und es ist auch nicht geplant, solche einzufiihren. [10]

Update der EN16995:2022:

Fur lange Zeit war die EN16995:2017 fur die Bestimmung von MOSH/MOAH in
Speisefetten-, und Olen die einzige genormte Methode. [11] Schon immer stand sie
aber unter Kritik, weil der geeignete Anwendungsbereich bei >10mg/kg MOSH bzw.
MOAH lag und somit weit weniger sensitiv als notig war (gefordert
Bestimmungsgrenzen im Bereich von 0.5 — 2 mg/kg). Die Methode wurde daher
Uberarbeitet und in einem internationalen Ringversuch validiert. Sie erwies sich als
geeignet fur MOAH Gehalte ab 2 mg/kg und fur MOSH Gehalte ab 3 mg/kg. [12]
Frihere Versuche im kleinere (nationalen) Rahmen zeigten, dass mit der Methode fur
gut arbeitende Labore auch Bestimmungsgrenzen von 1 mg/kg erzielt werden kénnen.
[13]

JRC-Methode fir MOAH in Babymilchnahrung 2022:

Auch fur Babymilchnahrung gibt es eine standardisierte Arbeitsvorschrift, die im
Rahmen eines internationalen Ringversuches validiert wurde. Die Methode erwies sich
als geeignet fir MOAH Gehalte ab 1 mg/kg. MOSH kann prinzipiell ebenfalls mit der
Methode bestimmt werden, da sie aber als nicht relevant fir die menschliche
Gesundheit eingestuft wurde, wurden in der Methodenvalidierung die entsprechenden
Parameter nur fir MOAH erfasst. [14]

Automatisierung

MOSH/MOAH Analytik ist sehr arbeits-, zeit-, und ressourcenintensiv. Um hier
entsprechend entgegenwirken zu kdonnen, gibt es diverse
Automatisierungsmaoglichkeiten, wie z.B. das automatisierte Aluminiumoxid Clean-Up,
Epoxidierung oder (Teil)-automatisierte Auswertung. [15—-18] Voraussetzung fir eine
erfolgreiche Anwendung und Umsetzung ist immer gut trainiertes Personal bzw.
Analytiker. Dann haben sich die Automatisierungen auch im Rahmen der
Ringversuche zur Methodenvalidierung als geeignet erwiesen und liefern

vergleichbare Ergebnisse; sie kbnne also routinemaRig eingesetzt werden.



e Weitere chromatographische Methoden
Der Blick ,unter® den Mineraldlhump wird immer wichtiger. Dabei stoR3t allerdings die
LC-GC-FID Kopplung an ihre Grenzen. Weiterfihrende chromatographische
Methoden, wie z.B. zweidimensionale Chromatographie, sind notwendig, um positive
oder unklare Befunde abzuklaren, zur Identifizierung von mdglichen
Kontaminationsquellen oder auch zur Beurteilung des toxikologischen
Risikopotentials. [6, 19-21]

o Risikobewertung der MOAH
Wahrend MOSH nicht mehr als kritisch fur die menschliche Gesundheit gilt, bleibt die
Einstufung der MOAH aufrecht. Sie gilt nach wie vor als potenziell mutagen bzw.
kanzerogen, obwohl nur bestimmte Substanzen bzw. Substanzklassen, die im
komplexen Gemisch vorhanden sind, daftir verantwortlich sein dirften. [6, 7] Im Projekt
wurde eine Strategie entwickelt, um diese Unterschiede im ersten Schritt bestéatigen
zu konnen und sie im zweiten Schritt zukinftig routinemafRig in Lebensmitteln

identifizieren zu kénnen. [20]
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Abbildung 1: Projektstrategie zur genotoxischen Risikobewertung von MOAH [20]
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2. Ausgangslage bei Projektbeginn 2019

Mineraldlkohlenwasserstoffen (Mineral Oil Hydrocarbons, MOH) sind Mischungen
beziehungsweise Fraktionen von tausenden Substanzen aus der Erdoldestillation. Aufgrund
ihrer komplexen und vielseitigen Zusammensetzung sind die einzelnen Komponenten bis
heute kaum identifiziert und daher die toxikologische Bewertung noch nicht befriedigend
abgeschossen. Eine grobe Trennung gelingt jedoch routinemaRig in gesattigte (Mineral Oil
Saturated Hydrocarbons; MOSH) und aromatische (Mineral Oil Aromatic Hydrocarbons,
MOAH) Kohlenwasserstoffe, denen wiederum unterschiedliche Effekte auf die menschliche
Gesundheit zugewiesen werden. In Rohdl liegt der MOAH Anteil bei 15-30 %. [3, 7, 22]
Gefunden werden in Lebensmitteln aber meist keine Rohdlriickstande, sondern Teilfraktionen,
die aus unterschiedlichen Quellen stammen koénnen. [19] Fur lange Zeit galt als
Hauptkontaminationsquelle die Migration aus der verwendeten Verpackung, vor allem, wenn
sie aus Papier und Karton aus Sekundarfasern besteht. [7] Obwohl die Migration durch den
Einsatz von entweder Frischfaserkarton oder durch Verwendung sogenannter funktioneller
Barrieren deutlich reduziert werden konnte, sind die Mineraldlkonzentration nicht wie erwartet
zurtickgegangen, schon gar nicht auf ,null*. Heute wei3 man, dass Mineraldlprodukte in
unserem taglichen Leben uberall vorkommen und daher leicht aus den verschiedensten
Quellen entlang der Produktion in ein Lebensmittel eingebracht werden kénnen. Und: man
unterscheidet  grundsatzlich  zwischen unbeabsichtigten  Verunreinigungen  (der
,Kontamination®) und erlaubter Verwendung z.B. als Hilfsstoffe wie E905 - dabei handelt es
sich um mikrokristallines Wachs, das zum Beispiel als Wachsummantelung bei Kése oder zur

Beschichtung von Butterpapier verwendet wird. [19, 23]

Unabhéngig von der Quelle werden MOH aber durch die Nahrung aufgenommen und teilweise
vom Korper verstoffwechselt. Im Jahr 2012 gab es bereits ein wissenschaftliches Gutachten
der europaischen Behérde fir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA) zu den unterschiedlichen Effekten und Wirkungen von Mineraldlkontaminationen auf
die menschliche Gesundheit: Bei MOSH handelt es sich um aliphatische langkettige oder
zyklische Kohlenwasserstoffe. Ihr Vorkommen in Lebensmitteln wurde als kritisch eingestuft,
weil sie sich im Koérper anreichern kdnnen und dies in einem bestimmten Rattenstamm zu
einer Granulombildung und in weitere Folge zu entziindlichen Reaktionen gefihrt hat. MOAH
hingegen sind aromatische Verbindungen, die aufgrund der Vorkommnisse von
polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) mit 3-7 Ringen als potenziell krebserregend
eingestuft wurden. Ein Entwurf zur Neubewertung von MOSH und MOAH durch die EFSA ist
seit Anfang 2023 verfugbar. In diesem Entwurf wird MOSH nicht mehr als kritisch eingestuft,

da die auftretenden Effekten in den Ratten nicht beim Menschen nachgewiesen werden



konnten. Fir MOAH bleibt hingegen die Einstufung potenziell mutagen und kanzerogen zu
sein aufrecht; hier ist eine weitere Unterscheidung der prasenten Verbindungen nach Anzahl
der Ringe notwendig, da mehrere Studien zeigen, dass die fiir die Effekte relevanten
Substanzen mehr als drei aromatische Ringe haben mussen. [7]

Um die Sicherheit fir Konsument*innen zu gewabhrleisten, bedarf es einer entsprechenden
analytischen Absicherung. Dafur gibt es eine anerkannte Analysenmethode, basierend auf
der online gekoppelten HPLC-GC-FID (Hochleistungsflissigkeitschromatographie-
Gaschromatographie- Flammenionisationsdetektor). [24, 25] Diese wird sowohl von
staatlichen als auch privaten Analysenlaboren eingesetzt. Die Vorteile dieser Methode sind
die Erhéhung der Empfindlichkeit durch ,large volume injection und der nahezu gleiche
Response der verschiedenen Verbindungsklassen im FID, wodurch eine Quantifizierung von
Substanzklassen unterschiedlicher Siedebereiche und Strukturen ermdglicht wird. Das
Resultat sind jedoch chromatographisch nicht aufgeloste Mineral6lpeaks (sogenannte
Lunresolved humps” oder ,Mineralélhump®) bestehend aus unbekannten Verbindungen, aus
denen man den Gesamtgehalt bestimmen kann, jedoch keine weitere Information Uber die
genaue Zusammensetzung des Humps erhalt. Problematisch ist dabei die Identifizierung von
falsch positiven Befunden z.B. durch

o Auftreten von bzw. Interferenzen mit natirlich vorkommenden

Kohlenwasserstoffen oder Olefinen aus dem Lebensmittel
o im Lebensmittel rechtlich zugelassen Stoffe (mikrokristalline Wachse,

Paraffiniberziige etc.)

o Interferenzen mit Verbindungen/Verbindungsklassen aus Kunststoffen
(zB.:POSH (Poly Olefin Saturated Hydrocarbons))
o Verschleppung der MOSH Fraktion in den Elutionsbereich der MOAH Fraktion

bei der LC Trennung und Vortauschen zu hoher MOAH Werte.

Diese ist durch die Verwendung des unspezifische FID‘s schwierig. Dazu kommt die grofRe
analytische Herausforderung beim Umgang mit der Matrix ,Lebensmittel“ und dass es lange
keine standardisierten Methoden hinsichtlich Probenvorbereitung und Datenauswertung gab.
Dadurch kam es immer wieder zu grof3en Diskrepanzen bei Analysenergebnissen und
entsprechenden Diskussionen, was immer wieder zu massiver Verunsicherung sowohl beim
Verbraucher als auch beim Produzenten fihrte. [26—28] Weiters wird die Problematik
vergroRert, da die mittels LC-GC-FID Kopplung gewonnene Information uGber die
Kontamination gering ist; bestimmt werden lediglich die Gesamtgehalte, es werden also eine

Vielzahl unterschiedlicher Komponenten als entweder MOSH oder MOAH zusammengefasst,



ohne dass routinemalfig einzelne Komponenten identifiziert oder quantifiziert werden. Eine
toxikologische Beurteilung rein aus dem Gesamtgehalt ist nicht méglich und die Ergebnisse
haben daher geringe Aussagekraft Uber die tatséchliche gesundheitliche Relevanz. [7, 19]

Dennoch wurden seitens NGOs und Konsument/innenvertretungen Aufforderungen nach
gesetzlich bindenden Hochstgehalten laut, um das Risiko moglicher negativer
gesundheitlicher Auswirkungen zu minimieren. [29-31] Seitens des Handels werden mitunter
auch ganzliche Freiheit von Mineral6lkontamination gefordert. Dementsprechend besteht
enormer Druck auf dsterreichische, sowie auch europaische Lebensmittelhersteller allgemein,
den Eintrag von Mineral6lverunreinigungen in Lebensmitteln moglichst rasch und effektiv zu
minimieren. Den Anforderungen kann aber nicht ohne weiteres nachgekommen werden, da
die Ursachen und Eintragungsquellen abhéngig vom Lebensmittel selbst sind, d.h. etwa von
den verwendeten Rohprodukten, den Produktions-, und Verarbeitungsschritten und der
Verpackung und Lagerung des fertigen Lebensmittels und diese fiir eine breiten Produkt- bzw.
Produktionsbereich noch zu wenig verstanden und aufgeklart sind. Die Aussagekraft
analytischer Ergebnisse hinsichtlich des Gesamtgehaltes von MOSH/MOAH ist in diesem
Sinne auch hier unzureichend. Dies zeigt sich, nachdem viele Lebensmittelhersteller bereits
auf verbesserte Verpackungslésungen umgestellt haben, um so den Eintrag von MOSH und
MOAH zu minimiert. Die Hoffnungen und die Erwartungen, dass durch diese Mal3nahmen die
Mineralolbelastungen in den verpackten Produkten auf Null zurtickgehen, wurde leider nicht
erfullt. [31, 32] Uber den anderweitigen Eintrag entlang des Produktions- und
Verarbeitungsprozess ist in Osterreich bisher wenig bekannt; hier begrenzt sich das Know-
How vorwiegend auf Wissen aus der Literatur, zu einer ganzheitlichen Ursachenforschung
und anschlieBenden einheitlichen Umsetzung der Erkenntnisse innerhalb der

Osterreichischen Branche ist es bislang noch nicht gekommen.

In der seitens der europaischen Kommission veroffentlichten Empfehlung von 2017/84 wird
sowohl auf das Fehlen einer EU-Referenzmethode als auch auf die mangelhafte Datenlage
hingewiesen. Deshalb empfiehlt die Kommission den Mitgliedslandern, in Kooperation mit
Lebensmittel und Verpackungsherstellern, ein Monitoring fiir die kommenden Jahre sowie
Anstrengungen zur Etablierung einer Analysenmethode zu unternehmen. [33] Es gibt einige
wenige Labore im Ausland, welche sich bereits seit Jahren intensiv mit der Analytik befassen
und folglich eine Methode etabliert haben, welche bis dato zur Analytik von
Mineral6lverunreinigungen in Lebensmitteln herangezogen wird. In Osterreich ist die

Etablierung einer solchen Methode bislang nicht erfolgt.



Fazit:

Aus EU-weiten und internationalen Empfehlungen und wissenschaftlichen Publikationen ist
bereits einiges zu Mineral6lverunreinigungen in Lebensmitteln bekannt. Dennoch gibt es aber
einen grol3en Wissensmangel im Bereich von standardisierten Methoden mit geeigneter
Bestimmungsgrenze und tatséchlicher Relevanz fiir die menschliche Gesundheit. Dies fuhrt
zu grofRen Unsicherheiten am Lebensmittelmarkt und wird zusétzlich noch durch eine
emotionale, verunsichernde und verangstigende Berichterstattung geschurt, welche u.a. eine
Tatenlosigkeit der Lebensmittelbranche sowie des Gesetzgebers suggeriert.

In Osterreich gibt es zwar erste Erkenntnisse zu Recycling-Karton, welche auch schon direkt
am Osterreichischen Markt erprobt und umgesetzt werden konnten, zu anderen
prozessbezogenen Vermeidungsstrategien hingegen gab es bislang keinen einheitlichen
Tenor in Osterreich. Diese Situation trifft ebenso auf die Analysenmethode in Osterreich zu.
Analysenverfahren werden im Moment ausschlieZlich in anderen Landern der EU entwickelt
und das damit einhergehende Verstandnis und Know-how fir die Problematik wird ebenso
dort generiert und gepflegt. Deshalb ist es nun v.a. auch in Anbetracht der 2017
veroffentlichten Empfehlung seitens der Kommission zur Methodenentwicklung und zum
Monitoring der Lebensmittel hochste Zeit, auch in Osterreich aktiv zu werden, um etwaigen

weiteren mediale sowie gesetzlichen Entwicklungen gewappnet zu sein.

3. Projektziele

Basierend auf der Ausgangslage, wurden folgende Projektziele definiert:

3.1. Entwicklung und Verbesserung der Probenvorbereitungsverfahren

Es fehlen klare ,Probenvorbereitungsmodule® die exakte ,Rezepte” zur Aufarbeitung
fir einen breiten Lebensmittelbereich (von trockenen Lebensmitteln mit einem
Fettgehalt <4% bis zum reinen Speisefette/Ol; vom unbehandelten Rohprodukten bis
zum hochverarbeiteten ,Fertigprodukt®) vorgeben. Wissen soll hier fur den Standort
,Osterreich* generiert, Anschluss an den Stand-der-Technik gefunden und aktiv
international zusammengearbeitet werden, um entsprechende standardisierte

Methoden fiir die Probenvorbereitung zu entwickeln.
3.2. Risikoevaluierung im Produktionsbetrieb

Alle am Projekt beteiligten Branchenvertreter haben auf Grund der vielfaltigen Matrix
.Lebensmittel* unterschiedliche Probleme und Schwierigkeiten: Bei
Schokoladeproduzenten sind es bis dato vorwiegend mineraldlgetrankte Jutesacke,

die zu einer Kontamination fihren. In der Fleisch- und Ké&sebranche sind es



3.3.

zugelassene, lebensmitteltaugliche Stoffe (Paraffinetiberziige bei Kase, Wursthillen
die mit epoxidierten Speisedlen oder Weil3dlfraktionen behandelt werden), die zu
einem Problem bei vorwiegend unraffinierten und damit hochwertigen Speiseélen
durch den lipophilen Charakter der Rohstoffe zu einem Anreicherungseffekt von MO
fuhren. Gewirze sind aufgrund der komplexen Zusammensetzung immer eine
Problemmatrix: Hier kann ein Teil der Verbindungen nicht im Zuge der
Standardaufarbeitung abgetrennt werden (hier vorwiegend terpenoide Strukturen),
die zu massiven falsch positiven Ergebnissen filhren kdnnen. Erzeuger von
Babynahrung sehen sich dem Problem konfrontiert eine Reihe von unterschiedlichen
Rohstoffen zu fertigen Gerichten zu verarbeiten, wahrend der Erzeuger von
getrockneten Nudeln ein klassischer Anwender von recyceltem Karton ist, wobei es
verstarkt durch die Lagerdauer zu Kontaminationen kommen kann. Daher muss
individuell auf Risikofaktoren eingegangen, Eintragungsquellen identifiziert und
Vermeidungsstrategien erstellt werden. Um den Anforderungen des Handels, sowie
der Medien und Konsument/innenvertretungen nachzukommen, sind dsterreichische
Lebensmittelbetriebe gezwungen, ihre Proben bei auslandischen Laboren testen zu
lassen, was zu einem Wissensabfluss weg von Osterreich beitragt. Momentan ist also
sowohl die Analytikkompetenz, als auch das prozessbezogene Know-how zur
Vermeidung und Minimierung vorwiegend im Ausland angesiedelt, wodurch etwaige
Bemuhungen seitens der Osterreichischen Lebensmittelhersteller deutlich erschwert
werden. In Erwagung der oben angefihrten Grinde zielt dieses Projekt sowohl auf
die Etablierung einer flr Lebensmittel adaquaten Analytik am 6sterreichischen Markt,
als auch auf die Entwicklung von Strategien zur Minimierung und Vermeidung von
Mineraldlkontamination in Lebensmitteln ab. Fir die Betriebe bedarf es einer
grundsatzlichen Unterscheidung, ob ihr Produkt durch ressourcenbezogene
Eintragungsquellen oder durch einen mangelhaften Produktionsprozess kontaminiert
wird. Produktionsbezogen kann eine Analyse der spezifischen betrieblichen
Gegebenheiten in den Bereichen Hygiene, Umfeld, Handling, Prozessierungsschritte
und Lagerung Abhilfe schaffen. Weiters soll ein Screening der Rohprodukte helfen

die ressourcenbezogenen Eintragungsquellen zu identifizieren und zu minimieren.
Analysenmethodenentwicklung und —optimierung zur Beurteilung der Genotoxizitat

Die aktuelle Routineanalytik erlaubt nur die Bestimmung des Gesamtgehaltes an
MOSH und MOAH ohne weitere Information tber Herkunft und Zusammensetzung.
Das Projekt soll durch die Etablierung einer GCxGC basierten Analysenmethode, die
eine detaillierte Untersuchung der genauen Zusammensetzung erlaubt, einerseits

falsch positive Befunde identifizieren und andererseits die Unterscheidung zwischen



3.4.

3.5.

3.6.

genotoxischen  Mineraldlbestandteilen und  gesundheitlich  unbedenklichen
Verunreinigungen ermoglichen. Dies soll die Sicherheit der Produkte, sowohl fir

Hersteller als auch fir Konsumenten garantieren.
Entwicklung und Validierung Genotoxizitatstests

Derzeit ist ein Ruckschluss von Analyseergebnissen auf eine toxikologische Wirkung
noch sehr schwierig bis unmoglich. Klassische Toxizitatsmodelle gehen von der
Evaluierung von Einzelsubstanzen oder von Mischungen mit Uberschaubaren
Komponenten aus. Dies ist in der Mineraldlthematik nicht gegeben. Wir sprechen hier
von Substanzen bis zu einer Kettenlange von C50 (nach aktuellem Analytikprotokoll)
und unterschiedlichen Strukturen (verzweigte und unverzweigte Ketten, gesattigte
und ungesattigte Ringstrukturen etc...). Fir eine toxikologische Einschatzung ist es
besonders wichtig, genotoxische Substanzen zu erfassen. Diese Substanzgruppe
kann teilweise bereits in sehr geringen Konzentrationen zu Mutationen im Erbgut und
dadurch langfristig zu Krebs fihren. Der Schwellenwert, ab dem eine unbekannte
Substanz als kritisch eingestuft werden muss, ist flir genotoxische Substanzen geman
EFSA und WHO um einen Faktor 600 geringer als fir nicht genotoxische Verbindung.
Eine Unterscheidung zwischen genotoxischen und nicht genotoxischen Fraktionen ist
fur die Risikobewertung daher entscheidend. Im Projekt sollen isolierte
Mineraldlfraktionen aus der chemischen Analytik mit einer optimierten Version eines
akzeptierten in-vitro Tests auf genotoxische Wirkung untersucht werden. Die
Ergebnisse sollen in eine Datenbank einflie3en, die bei kinftigen Analysen bereits
direkt auf Basis der in der chemischen Analytik identifizierten Substanzgruppen
Ruckschlisse auf eine mdgliche Genotoxizitdt erlaubt. Die Aussagekraft der
chemischen Analysenergebnisse fiir die Sicherheitsbewertung soll dadurch

wesentlich verbessert werden.
Genotoxische Risikobewertung an Realproben

Der Fokus soll hier insbesondere auf der Eignung der Methode fir ein breites
Spektrum unterschiedlicher Matrizes liegen. In einem Proof-of-Concept sollen gezielt
sowohl unkritische Mineraldlfraktionen als auch kritische Mineral6lbestandteile mit
krebserregenden, genotoxischen Substanzen getestet werden. Anschlieend wird
evaluiert, ob sie unter realen Bedingungen in unterschiedlichen Lebensmitteln

detektiert und unterschieden werden kénnen.
Mitarbeit an zielfihrenden gesetzlichen Grenzwerten und Wissensaufbau

Aus den durch diese Arbeiten entstehenden Ergebnissen, Daten und Erkenntnissen

sollen schlieBlich Leitlinien und Handlungsempfehlungen fir die gesamte



Lebensmittelbranche entstehen. Dartber hinaus wird angestrebt, die Methodik der
entwickelten Analytik in die europaweite Entwicklung einer EU-Referenzmethode

einflieRen zu lassen.

4. Projektstruktur

Die Projektziele in dem von der FFG geférderten Projekt ,MOSH MOAH® wurden in 3 Phasen
bearbeitet (Tabelle 1). Phase 1 beschatftigt sich mit den Problemen in der Routineanalytik,
sowie der Minimierung von Kontaminationen in den Produkten des Projektkonsortiums. Phase
2 fokussiert anschlieRend auf die Beurteilung der Genotoxizitat der MOAH. Phase 3 stellt den
Proof of Concept dar, mit dem Ziel kritische Proben in der Routineanalytik méglichst einfach

und schnell identifizieren und beurteilen zu kénnen.

Die 10 teilnehmenden lebensmittelverarbeitenden Betriebe und Gerétehersteller wurden
dabei von den Projektdienstleistern TU Graz, August Staudinger & Partner GmbH und dem

Osterreichischen Forschungsinstitut fur Chemie und Technik (OFI) durchgangig betreut.

Tabelle 1: Ubersicht Projektstruktur

Phase 1 Phase2 Phase3
o Entwicklung von o Aufbau einer GCxGC o Proof of Concept
Probenvorbereitungsverfahren basierten Methode zur
bzw. Module fir verschiedene Verifizierung und
Matrizes. Charakterisierung von
o Probenscreening MOAH in Lebensmittel- und
o Evaluierung Lebensmittelkontaktmateri
Eintragungsquellen in den alproben
Produktionsbetrieben o Implementierung einer

Methode zur Fraktionierung
hochreiner MOSH und
MOAH Subfraktionen

o Aufbau und Validierung
AMES Test zur Bewertung
der Genotoxizitdt und
Beurteilung der separierten
MOAH-Fraktionen



5. Projektergebnisse

5.1. Phase 1

5.1.1. Verbesserung der Probenvorbereitungsverfahren

Durch die aktive Zusammenarbeit in verschiedenen Gremien zur Entwicklung und
Standardisierung von Methoden, spiegeln die Arbeiten und Entwicklungen im Projekt auch
jene auf internationaler Ebene dar. Deshalb wird in diesem Kapitel auf die grofRten
Entwicklungsschritte der letzten Jahre und den aktuelle Wissenstand bzw. ,Best-Practice®
in der MineralOlanalytik allgemein eingegangen und auf individuelle Projektdetails

verzichtet.

In der Empfehlung (EU) 2017/84 (iber die Uberwachung von Mineral6lkohlenwasserstoffen
in Lebensmitteln und Materialien und Gegenstanden, die dazu bestimmt sind, mit
Lebensmitteln in Bertihrung zu kommen weist die europaische Kommission darauf hin,
dass es zur Analyse von MOH keine einheitlichen Leitlinien zur Beprobungs-, und
Analysenmethode gibt. Das Referenzlaboratorium der Europdischen Union flr
Lebensmittelkontaktmaterialien (EU-RL), solle eine entsprechende Leitlinie erarbeiten und

gemeinsam mit den Mitgliedstaaten Analysenkompetenz aufbauen. [33]

Infolgedessen, wurde im Jahr 2019 von der Gemeinsamen Forschungsstelle der
Europédischen Kommission (Joint Research Center, JRC), die “Guidance on sampling,
analysis and data reporting for the monitoring of mineral oil hydrocarbons in food and food
contact materials” verdffentlicht. [9] Die Richtlinie verweist auf aktuelle analytische
Ansétze laut publizierter Fachliteratur und stellt generelle Leistungsanforderungen an die
durchfihrenden analytischen Labore sowie an die Berichtlegung, um eine Generierung
von vergleichbaren Daten zu ermdglichen. Ein Update der Richtlinie wurde Anfang 2023
veroffentlicht. [8] Die wichtigsten Punkte aus beiden Richtlinien seien kurz

zusammengefasst:

e Probennahme: flUr zuverlassige analytische Ergebnisse ist die richtige
Probennahme essenziell. Es ist vor allem darauf zu achten, dass die Proben nicht
kontaminiert werden. Dies kann z.B. durch den/die Probennehmer*in durch
kosmetische Produkte wie Handcremes passieren, aber auch durch Werkzeuge zur
Probennahme und vor allem durch die verwendete Verpackung bei Lagerung und
Versand der Proben. Gezogene Proben sollen deswegen in gereinigten Glas-, oder
PET GefalRen mit Glasverschluss oder Verschluss mit PTFE Beschichtung gelagert

und versandt werden. Auch Alufolie kann als geeignetes Verpackungsmaterial



verwendet werden, z.B. fir Papier und Karton oder vorverpackte Lebensmittel.
Behélter aus Polyolefinen (PE oder PP) sind NICHT geeignet, da sie gesattigte,
oligomerische Kohlenwasserstoffe (POH) an die Probe abgeben kénnen, die mit
der Analyse interferieren. AuRerdem sollte der Kontakt mit Papier oder Karton aus
Sekundarfasern, sowie Klebeband bzw. Klebestreifen, Etiketten oder &hnlichem
vermieden werden. Die Beschriftung erfolgt idealerweise aulRen z.B. mit
Permanentmarker und sollte eine eindeutige Identifizierung der Probe ermdéglichen.
Zielanalyten sind Mineraldlkohlenwasserstoffe (MOH, unterteilt in MOSH und
MOAH) die aus rohem Erdélstammen oder von Kohle, Gas oder Biomasse durch
Fischer-Tropsch Synthese gewonnen werden. Es handelt sich dabei um komplexe
Mischungen, die nicht in ihre Einzelsubstanzen getrennt werden kénnen. Bestimmt
wird stattdessen der Gesamtgehalt an MOSH und MOAH, wobei hierfur die
Methode der Wahl die online-gekoppelte HPLC-GC-FID ist
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Gaschromatographie-
Flammenionisationsdetektor, Abbildung 2). [24, 25]

Abbildung 2: online gekoppelte HPLC-GC-FID

Dabei wird nach erfolgter Probenvorbereitung angepasst an die jeweilige Matrix,
das erhaltene Extrakt mit Normalphasen-HPLC in MOSH und MOAH getrennt. Die

getrennten Fraktionen werden danach online auf zwei idente GC-Saulen in einem



Ofen transferiert, um MOSH und MOAH parallel in einem Lauf zu bestimmen, wobei
man durch ein schnelles und steiles Ofenprogramm die Empfindlichkeit der
Methode steigert, indem die komplexen Substanzgemische jeweils in einem
grol3en, nicht aufgeldsten Peak, dem sogenannten Mineral6lhump, konzentriert
werden. Ein Beispiel dafir zeigt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Typischer Mineral6hump, der mittels LC in MOSH und MOAH getrennt wird.

Zwei universale Flammenionisationsdetektoren erlauben im finalen Schritt die die
Bestimmung der jeweiligen Gesamtgehalte. Daflir wird der entstehende MOSH
bzw. MOAH Hump des GC-FID Signales im Elutionsbereich zwischen den n-Alkane
C10 und C50 integriert, nachdem alle Interferenzen durch geeignete
Probenvorbereitung moglichst entfernt bzw. verbleibende aufsitzende Einzelpeaks,
sowie der Analysenblindwert abgezogen wurden und das Ergebnis in Milligramm
pro Kilogramm Lebensmitteln angegeben. Ein Beispiel zeigt Abbildung 4. Weitere
Unterteilungen des gesamten Elutionsbereiches (sogenannte ,C-Fraktionen®) sind
Uber die Retentionszeiten der n-Alkane moglich und kdnnen Hinweise auf den
Ursprung der Kontamination geben. Eine genaue Beschreibung von Aussehen und
Lage des Humps ist aber laut Update der Richtlinie 2023 der Unterteilung in C-

Fraktionen vorzuziehen.
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Abbildung 4: Beispiel fur die Auswertung: n-Alkan Mix (oben) von C10 bis C40 + C50 zur
Bestimmung der Retentionszeiten und Schnittfenster (,,C-Fraktionen“). Die Schnittfenster
werden in das Chromatogramm der Probe Ubertragen. Im Chromatogramm der Probe (unten)
werden die internen Standards identifiziert und integriert (rot), aufsitzende Peaks abgezogen

(grin) und der korrigierte Mineral6lhump (blau) nach Anpassung der Basislinie integriert.

Um die Eignung bzw. den Zustand des Analysensystems zu Uberpriufen, gibt es
klar festgesetzte Regeln, wie z.B. die Verhéltnisse der Flachen der
Verifizierungsstandards zueinander, die Verhaltnisse von C10 und C50 zu C20, die
Wiederfindung eines verdiinnten Mineraldls mit bekannter Zusammensetzung oder
die Hohe des Saulenblutens im Vergleich zum Mineraldlhump. Sollten die
vorgegebenen Ziele hier nicht erreicht werden, ist das System fiir eine Messung
nicht geeignet und entsprechende Schritte zur Verbesserung der Leistung missen
vorgenommen werden.

e Zu den Nachteilen der beschriebenen Technik zahlt die Verwendung des FIDs als
Detektor. Es handelt sich dabei um einen universellen Detektor, das heildt er
reagiert praktisch identisch auf alle in der Probe vorhandenen Kohlenwasserstoffe
und erleichtert somit die Quantifizierung. Dies ist aber gleichzeitig sein grofiter
Nachteil, denn die mangelnde Selektivitdt kann zu falsch positiven Befunden
fuhren. Nicht zu den MOH zahlen namlich solche Kohlenwasserstoffe, die natirlich
in Lebensmittel vorkommen, wie ungeradzahlige n-Alkane von C»; bis Cssin der
MOSH, die typischerweise auf dem Hump sitzen, oder Olefine terpenischen
Ursprungs wie Squalene oder Karotinoide in der MOAH. Auch die bereits

erwahnten POH aus Polyolefinen (,Plastikverpackung®) und synthetische



Isoparaffine (Polyalphaolefine, PAO; z.B. Schmiermittel) z&hlen nicht zu den MOH.
Die Préasenz der genannten Interferenzen ist durch die typischen gebildeten Muster
im Chromatogramm ersichtlich — die Unterscheidung muss bei der
Datenauswertung und Interpretation durch den Analytiker erfolgen. Wo eine klare
Abtrennung nicht mdglich ist, muss die Prasenz dieser Interferenzen jedenfalls im
Bericht klar kommuniziert werden.

Um die beschriebenen Interferenzen vor allem nattrlichen Ursprungs moéglichst vor
der Messung zu entfernen ist eine geeignete Probenvorbereitung, angepasst an
die jeweilige Matrix nétig. Um die natirlich, ungeradzahlige n-Alkane der MOSH zu
entfernen kann ein clean-up mit Aluminiumoxid durchgefiihrt werden. Verzweigte
oder zyklische Alkane der MOSH passieren das Aluminiumoxid, wahrend Paraffine
(unverzweigte Alkane) zurlickgehalten werden. Wichtig ist, dass diese zusatzlichen
Schritte nur wenn unbedingt nétig angewendet werden (das ist der Fall, wenn ihre
Konzentration so hoch ist, dass sie selbst unaufgeléste Humps bilden, die nicht
vom Mineraldlhump unterschieden werden konnen), da die zusatzliche
Probenmanipulation zu Kontaminationen oder aber auch Verlusten fihren kann.
Dies ist z.B. der Fall, wenn die Probe Wachse enthalt (Paraffine mit Kettenlange
>C25), da diese ebenfalls entfernt werden wirden.

Bei Interferenzen durch natirliche Olefine in der MOAH ist momentan die
Epoxidierung dieser die Methode der Wahl. Die Prasenz solcher Olefine fihrt oft
zu falsch positiven Befunden, ein Hinweis darauf kann ein MOAH Gehalt sein, der
groRer als der MOSH Gehalt ist.

Um schwierige, fettreiche Matrizes besser analysieren zu kdnnen, ist eine
Verseifung der Fette mit anschlieBender Extraktion der MOH empfohlen. Aber auch
fur Matrizes mit niedrigerem Fettgehalt oder wassrigem Anteil bietet die Verseifung
Vorteile: sie erlaubt eine groBere Anreicherung und damit niedrigere
Bestimmungsgrenzen.

Wo Befunde nicht eindeutig sind, soll eine Abklarung erfolgen — z.B. durch
weiterfihrende chromatographische Methoden wie 2D comprehensive GC
(GCxGC-MS).

Das Vorgehen bei der Analyse ist im sogenannten ,JRC Decision Tree“ einem
Entscheidungsbaum, der mégliche Wege vorgibt zusammengefasst. Wichtig ist zu
erwdhnen, dass die JRC Richtlinie eben nur mdgliche Wege und mindest-
Performance-Anforderungen wiedergibt, aber keine standardisierte

Arbeitsvorschrift oder Methode ist.



e Die mindest-Anforderungen an die Analyse sind die zu erreichenden
Bestimmungsgrenzen (LOQ), die Wiederfindung und die Laborprazision (Tabelle
2). Je nach Matrix bzw. Fettgehalt der Matrix ist die Analyse herausfordernder und

es werden Unterteilungen in drei Lebensmittelkategorien vorgenommen:

Tabelle 2: Mindest-Anforderungen an die Analytik laut JRC Richtlinie

Kategorie Beispiele LOQ Wiederfindung Laborprazision
[mg/kg] [%6] [%]
< 4 % Fett Brot, Getreide, 0.5 80-110 15
Nudeln
2 4% und £ Backwaren, 1 80-110 20
50% Fett SuRigkeiten,
Schokolade/Kakao,
Fleisch-,
Fischprodukte
> 50% Fett Fette, Ole 2 80-110 20
Papier und - 10 80-110 10
Karton

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, sind Abweichungen zwischen Ergebnissen im Bereich
von 20% in der Mineral6lanalytik auf Grund der Komplexitat erlaubt. Dies sollte bei

Vergleich und Interpretation von Analysenergebnissen berlcksichtigt werden.

Die in der JRC Richtlinie angegebenen Bestimmungsgrenzen wurden im April 2022 in einer
Stellungnahme des Ausschusses fur Pflanzen, Tiere, Lebens- und Futtermittel (PAFF
Komitee) der Europaischen Kommission als ,,inoffizielle Limits“ fir MOAH festgelegt. [10]
Denn: wenn der MOAH Gehalt eines Lebensmittels diese Quantifizierungsgrenzen
Uberschreitet, soll es vom Markt genommen werden. Die Grenzen sind nicht toxikologisch
begriindet, sondern basieren auf der Sensitivitdt der aktuell verfiugbaren LC-GC-FID

Analysenmethode und dem Fettgehalt der Probe.

Neben der JRC Richtlinie gab es von unterschiedlichen Seiten Bemihungen zur
Vereinheitlichung und Standardisierung der Analysenmethoden. Aus diesen Bemuhungen

entstanden eine Methode fiir Speisefette und Ole und eine fiir MOAH in Babymilchpulver.



e Fir Fette und Ole ist es durch die internationale Zusammenarbeit von 13 Laboren im

»1hinkTank MOSH/MOAH" gelungen, die Anwendbarkeit der EN 16995:2017 so weit
zu verbessern, dass die Bestimmungsgrenzen von Gehalten >10 mg/kg auf 1 mg/kg
MOSH bzw. MOAH gesenkt werden konnte. Publiziert wurde die Methode vorerst auf
nationaler Ebene in Deutschland im Dezember 2020 als ,Einheitsmethode der DGF
C-VI 22 (20) Mineraldlbestandteile, gesattigte Kohlenwasserstoffe (MOSH) und
aromatische Kohlenwasserstoffe (MOAH) mit online gekoppelter LC-GC-FID -
Methode fir niedrige Bestimmungsgrenzen.® [13]
In weiterer Folge wurde durch die Zusammenarbeit von CEN und DGF die publizierte
Methode in mehreren Ringversuchen auf europaischer Ebene weiter evaluiert und
standardisiert, mit dem Ziel, sie als internationale Norm zu etablieren und somit die
EN16995:2017 abzulésen. Die Methode ist mittlerweile an den entsprechenden
Instituten eingereicht und die Entwirfe (EN16995:2022) wurden den an den
Ringversuchen teilnehmenden/analysierenden Laboren zur Verfligung gestellt. Die
Validierung ergab Bestimmungsgrenzen fir MOSH von 3 mg/kg und fir MOAH von 2
mg/kg. Sie ist also zur Analyse und Kontrolle der geltenden Limits geeignet. [12]

e Methode fir MOAH in Babynahrung: in Reaktion auf Bericht tber MOAH in
Babynahrung organisierte das JRC mit Anfang 2020 Laborvergleichsstudien fur die
Erstellung einer Standard-operation-Procedure zur Bestimmung von MOAH in
Babymilchpulver. Auch diese Bemuhungen waren erfolgreich und die finale Methode
zeigte sich geeignet fir MOAH Gehalte ab 1mg/kg und ist nun online auf der JRC-
Webseite publiziert. [14]

Gemeinsam haben die publizierten Methoden, dass Experten in der Mineraldlanalytik
gemeinsam daran gearbeitet haben, um den momentanen Best-Practice widerzuspiegeln. Die
Methoden wurden so weit wie méglich aufeinander abgestimmt, um die Probenvorbereitung
und Analyse zu erleichtern. AufRerdem wurden die verfligbaren Mdbglichkeiten der
Automatisierung mitevaluiert und kdnnen -soweit vorhanden- eingesetzt werden. Eine weitere
Gemeinsamkeit ist — wie auch die JRC Richtlinie fordert- die Uberpriifung der Systemeignung.
Hier werden in allen Methoden klare Regeln und Ziele festgelegt, die fur die Analyse gelten
bzw. erreicht werden muissen, damit Ergebnisse verlasslich und vergleichbar sind. Zur
Kontrolle der durchfihrenden Laboratorien stehen heute Referenzmaterialien zur Verfiigung,

aulerdem werden regelmaRige Ringversuche angeboten, z.B. [34-37].

Immer mehr an Bedeutung — auch in der Routineanalytik -gewinnen die kurz erwahnten
Verifizierungsmethoden, basierend z.B. auf GCxGC-MS. Wahrend diese zu Projektbeginn

noch eher selten eingesetzt wurden, werden sie heute als wichtiges Tool zur Bestatigung von



Befunden und zur Charakterisierung der prasenten Substanzgruppen gesehen. Mehr dazu

unter 5.3.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Analytik sich in den letzten Jahren
immens weiterentwickelt hat und dies auch noch immer tut. Sie ist und bleibt aber
herausfordernd — zunehmende Automatisierung der nétigen Probenvorbereitungsschritte
um naturliche Interferenzen zu entfernen (z.B. der Verseifung gegen Fett, Aluminiumoxid-
Clean Up gegen Alkane in der MOSH oder Epoxidierung gegen Olefine in der MOAH)
verringern aber den Arbeits- und Zeitaufwand immens und verhelfen gleichzeitig zu

vergleichbaren Ergebnissen.

Weitere Projektergebnisse — Schnellmethode fir Verpackungsmaterialien:

Neben der ,traditionellen® Analyse von MOSH und MOAH auf der online gekoppelten
HPLC-GC-FID wurde erstmals versucht die Proben zuséatzlich mit einem ,Schnelltest” zu

vermessen, um
a) eine Kontamination der LC-GC Anlage zu vermeiden und
b) eine Schnellabschatzung eines positiven Mineral6lbefundes zu erhalten.

Dazu werden die Proben ohne weitere Vorbereitung in ein Glasvial eingewogen mit Hilfe
der Head Space-Solid Phase Micoextraction (HS-SPME) bei 80°C, 120°C und 160°C
extrahiert und am GC-MS direkt vermessen. Der Vorteil dieser Methodik ist, dass sie einen
schnellen Uberblick uber die Zusammensetzung der Probe ermdéglicht, also z.B. die
vorhandenen Kontaminationen bzw. Interferenzen. Auf der anderen Seite ist man
allerdings auf Grund der Probenmatrix limitiert und die Quantifizierung ist aus den
gewonnenen Daten nicht  mdglich. Es  wurden drei unterschiedliche
Anreicherungstemperaturen verwendet, um den gesamten Fraktionsbereich bestmdglich
abzubilden, da die HS-SPME durch die Flichtigkeit der Verbindungen limitiert ist.

Die Methode ermdglicht eine schnelle und einfache Abschatzung des Mineraldlgehalt von
z.B. Lebensmittelkontaktmaterialien und trockenen, nicht fettigen Lebensmitteln, mit
einem Ergebnis innerhalb von ca. 30min. Fir komplexe Matrices mit einem hohen Fett
und/oder Wassergehalt kann sie nicht eingesetzt werden. Es ist aber wichtig die
Limitierungen hinsichtlich der Flichtigkeit von Mineralélkomponenten und der Matrix

aufzuzeigen.



5.1.2. Risikoevaluierung im Produktionsbetrieb

Die Firmen aus den variierenden Bereichen der Lebensmittelbranche zeigten erhebliche
Unterschiede hinsichtlich ihrer Prozesse, Qualitatsmanagement, Produkte,
Hygieneverfahren etc. Im Zuge von vor Ort Risikoevaluierungen konnte das
Risikobewusstseins bezlglich der Mineraldlthematik gescharft werden. Bei den
Betriebsrundgédngen wurden kritische Parameter evaluiert und Proben zur Bestimmung
des MOSH /MOAH Gehaltes an unterschiedlichen Stellen bzw. von unterschiedlichen
Produkten gezogen. Mit der erhaltenen Information wurden anschlieBend MOSH/MOAH
Eintragungsquellen sowie Verbreitungswege definiert und je nach Risikostufe priorisiert.
Beispielsweise wurde festgestellt, dass neben Rohwaren eine grolRe Risikogruppe
Maschinendle darstellten, da schwer zugangliche Stellen weniger Reinigung erfuhren und
dadurch eine Kontamination der Folgeprodukte erfolgte. In diesen Fallen wurden die
Reinigungsprozesse verbessert oder die Maschinenanordnung geéndert, um die

Eintragsquelle zu eliminieren oder auf ein Minimum zu reduzieren.

Mit dieser Vorgehensweise konnten den Firmen betriebsspezifische
Kontaminationsvermeidungsstrategien bereitgestellt werden. Sie erhielten individuelle
Handlungsanweisungen, um das Risiko von Kontaminationen durch innerbetriebliche

Prozesse zu vermeiden.

Einen Uberblick tiber die im Projekt ermittelten/gefundenen Kontaminationen gibt Tabelle 3.
Es wurden in den 4 Jahren rund 200 Proben der teilnehmenden, hauptsachlich
Osterreichischen, Betriebe analysiert. Die Proben reichten von Nudeln, als trockenes nicht
fettiges Lebensmittel, zu Schokolade, Backwaren oder verschiedenen Fertigprodukten wie
Tiefkiihllasagne oder Gulasch, zu reinen Speisefetten bzw. Olen. Zur statischen Auswertung
wurden die Proben entsprechend des Fettgehaltes und den dafir geltenden Limits

zusammengefasst.

Tabelle 3: Ubersicht tiber den Kontaminationsbereich der analysierten Proben aus vorwiegend
Osterreichischen Produktionsbetrieben.
Kategorie MOSH (mg/kg) MOAH (mg/kg)
(MOAH-Limit) #

von bis Median Mittelwert von bis Median Mittelwert | >Limit
< [v)
< 4% Fett 55 <05 89 11 5.33 <05 45 <05 0.65 4
(0.5 mg/kg)
0f - 0,
4% - 50 % Fett 78 <0.5 60 3.1 9.4 <0.5 17 <0.5 1.14 24
(12 mg/kg) (8.05) (0.65)
0,
> 50 % Fett 72 <05 55 8 11 <05 6 <05 0.75 7

(2 mg/kg)



Die im Projekt ermittelten Gehalte konnen mit den Orientierungswerten des deutschen
Lebensmittelverbandes verglichen werden. Diese Orientierungswerte sind prinzipiell fr
Konsumenten und Produzenten gedacht, um ein Gefuhl dafir zu bekommen, welche
MOSH/MOAH Gehalt verschieden Produkte typischerweise haben - trotz Anwendung der
bestmdglichen Herstellungspraxis, auf Grund der allgegenwartigen Kontaminationsquellen.
Produkte mit <4% Fett weisen im Schnitt eine MOSH-Kontamination von 6 mg/kg auf,
wahrend MOAH nicht nachweisbar ist. Im Projekt konnte fiir die entsprechende Gruppe ein
Mittelwert von 5.3 mg/kg und ein haufigster Wert von 1.1mg/kg fur MOSH bestimmt werden,
wahrend MOAH am 6ftesten nicht nachgewiesen werden konnte. D.h. die analysierten Proben
liegen fur diese Kategorie unter dem deutschen Durchschnitt — so wie auch die Proben der

anderen drei Kategorien.

Dies zeigt u.a. den Erfolg der gesetzten Malinahmen — Eintragungsquellen konnten

erfolgreich identifiziert und die Gehalte effektiv reduziert werden.

5.2. Phase 2

5.2.1. Analysenmethodenentwicklung und -optimierung zur

Beurteilung der Genotoxizitat

Um einen Blick ,unter* den Mineralélhump zu ermdglichen sind weiterfihrende
chromatographische Methoden notwendig. Die Methode der Wahl fir diesen Blick in den
Hump ist die 2D comprehensive GCxGC. Im Projekt wurde dafir ein GCxGC-ToFMS
verwendet. Hierbei handelt es sich um ein "reines” Messystem, die Probenvorbereitung
muss zuvor wie unter 5.1 beschrieben erfolgen und die Mineraldlfraktion in MOSH und
MOAH getrennt werden (Anmerkung: Kombinationen wie LC-GCxGC-ToFMS sind
ebenfalls verfigbar und mdglich). Eine Analysenmethode fir MOSH und MOAH
Fraktionen wurde entwickelt, wobei bei der Auswahl der S&ulenkombinationen und
Methodenparameter vor allem die hohe und reproduzierbare Sensitivitat fir hochsiedende
Fraktionen im Kettelangenbereich von C40-C50 bertcksichtigt werden muss. Durch die
Entwicklung und Implementierung von substanzspezifischen Massenfiltern kdnnen die
entstehenden, komplexen Chromatogramme von einer geschulten Person relativ einfach

und schnell (teil)-automatisiert interpretiert und ausgewertet werden.



Abbildung 5 zeigt, wie eindrucksvoll ein Chromatogramm ist, das mit einer solchen

weiterfihrenden, analytischen Methode generieren werden kann. In diesem

Chromatogramm einer Mineraldlkontamination kann man rund 15 000 Substanzen

identifizieren. Doch was hilft einem diese Information?
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Abbildung 5: GCxGC Chromatogramm einer typischen Mineraldlkontamination.

Weiterfuhrende Chromatographische Methoden werden prinzipiell aus drei Grinden

eingesetzt:

1. Um positive MOAH Befunde zu bestatigen bzw. falsch positive Befunde zum

Beispiel durch natiirliche Interferenzen zu vermeiden.

Falsch positive Befunde werden z.B. haufig durch Terpene ausgeldst. Dies sind
ungesattigte  Kohlenwasserstoffe  natirlichen  (hauptsachlich  pflanzlichen)
Ursprungs, die mehr als 30 000 Verbindungen beinhalten. Darunter findet man
Alkohole, Aldehyde oder auch Ketone. Manche Terpene, wie z.B. Squalene kénnen
zwar durch Epoxidierung entfernt werden, Rickstande kénnen aber falsch positive
Befunde auslésen. Andere Terpenklassen werden durch den momentanen Stand
der Technik in der Probenvorbereitung, trotz der Anwendung von z.B. Verseifung,
Silica Clean-Up oder Epoxidierung nur unzureichend entfernt und bilden
interferierende Humps vor allem in der MOAH Fraktion.
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Abbildung 6: Beispiel fur Terpene in der MOAH Fraktion: Humpbildung in der LC-GC-FID
simuliert MOAH (oben), mittels GCxGC kdénnen aber nur natiirlichen Interferenzen identifiziert

werden (unten).

2. Um Kontaminationsquellen zu identifizieren

Durch den Vergleich der Fingerprints der GCxGC Chromatogramme eines
Endproduktes mit den Rohprodukten, Schmiermitteln aus der Produktion oder der
Verpackung lassen sich Kontaminationsquellen haufig einfach und schnell
identifizieren und Schritte gegen die Kontamination kdnnen in die Wege geleitet
werden. Somit spielte die GCxGC bei der Risikoevaluierung in den
Produktionsbetrieben eine wichtige Rolle und trug maRgebend zur Reduktion von
Kontaminationen bei. Aul3erdem konnte durch die Implementierung des Systems
in ,Phase 1 gezeigt werden, dass GCxGC durchaus fir die Anwendung in der
Routineanalytik geeignet ist und der Mehraufwand viele Vorteile mit sich bringt.

3. Zur besseren Charakterisierung von Mineraldlfraktionen in ihre einzelnen

Substanzklassen zur toxikologischen Risikobewertung.

Auch in Phase 2 des Projektes spielte GCxGC eine tragende Rolle. Das System
wurde benutzt, um einen tieferen Blick in die MOAH Fraktion zu werfen und sie

anhand der Anzahl der aromatischen Ringe zu klassifizieren.



Abbildung 7: Beispiel fur die Klassifizierung von MOAH nach Anzahl der aromatischen Ringe
Dies ist notwendig, da Substanzen mit mehr als 3 aromatischen Ringen fiir das
genotoxische Potential der MOAH verantwortlich sein sollen, wahrend Substanzen
mit nur einem oder zwei aromatischen Ringen nicht mutagen oder kanzerogen sein
sollen. Das heif3t, dass nicht die gesamte MOAH in einen Topf geworfen werden
kann; es konnte Zusammensetzungen geben, die entweder gar keine
entsprechenden Effekte aufweisen oder bei denen nur bestimmte Teilfraktionen
dies tun. Um dies zu beweisen oder zu widerlegen, wurde im Projekt noch ein
Schritt weiter gegangen: die Substanzen wurden nicht nur mittels GCxGC
klassifiziert, sondern mittels LC, unter der Anwendung von Donor-Akzeptor-
Komplexchromatographie, tatsachlich entsprechend fraktioniert und isoliert. Die
isolierten Fraktionen wurden im nachsten Schritt Genotoxizitatstests unterzogen.

5.2.2. Entwicklung und Validierung Genotoxizitats-Tests

In einem ersten Schritt wurden auf Basis von Literaturdaten und bestehenden Analysendaten
genotoxische Substanzen in der MOAH Fraktion von Mineraldlen identifiziert. Daftir wurde
eine Liste an potenziell genotoxischen Substanzen in MOAHs mittels zwei verschiedener in-
silico Tools (Tox-Tree 3.1.0; Vega Hub 1.1.5) hinsichtlich einer mdglichen genotoxischen

Aktivitat bewertet. Fokus lag dabei auf direkt-DNA reaktiven, genotoxischen Substanzen, die



bereits in  geringsten Konzentrationen gesundheitsschadlich  sein kénnen.
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Abbildung 8: In-silico Bewertung von ausgewahlten, reprdsentativen MOAH, sowie der ,,PAH16*

der amerikanischen Umweltschutzorganisation EPA.
Ein Teil der Substanzen wurde zur Bestatigung mit dem Ames Test analysiert. Die in-silico

Einstufungen von Benzo[a]pyren, Benz[a]anthracen, Perylen, Pyren und Chrysen wurden mit
dem Ames-Test bestatigt. 2-Methyl-Anthracene, wurde zwar mittels in-silico Tools als positiv

eingestuft, im Ames-Test konnte jedoch keine genotoxische Wirkung gezeigt werden.

Als Modellsubstanz fir Entwicklungs- und Validierungsschritte wurde Benzo[a]pyren
ausgewahlt. Als Reinsubstanz gemessen zeigte Benzo[a]pyren nach Aktivierung durch die

S9-Fraktion von Rattenleberenzymen eine eindeutige mutagene Wirkung im Ames-Test.

In einem nachsten Schritt wurden beispielhafte Ole bzw. MOAH Fraktionen im Bioassay
analysiert. Um eine Analyse zu ermoglichen erfolgte dafur eine Extraktion mit dem Bioassay-
kompatiblen Losemittel Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Extraktionsmethode wurde dabei so



optimiert, dass mit moglichst geringer Losemittelmenge eine moglichst gute Extraktion der
Modellsubstanz Benzo[a]pyren gelingt und eine moglichst hohe Endkonzentration dieser
mutagenen Substanzen im Bioassay erzielt werden kann. Wie in Abbildung 9 ersichtlich kann
durch Reduktion der Menge an Extraktionsmittel auf ein Verhaltnis von 1 zu 1 im Vergleich
zur Probe ein maximales Signal im Bioassay und damit die hochstmdégliche Empfindlichkeit
erreicht werden (A). Wenn bei gleicher Losemittelmenge mit einer zweistufigen Extraktion
gearbeitet wird, kann die Empfindlichkeit noch einmal etwas verbessert werden, ein

dreistufiger Prozess stellt keinen wesentlichen Vorteil mehr da (B).
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Abbildung 9: Einfluss von Variationen bei dem Losemittel/Proben Verhaltnis (A)

und der Anzahl der Extraktionsschritte (B) auf das Signal im Ames-Test.

Um die Extraktionseffizienz fir die Modellsubstanz Benzo[a]pyren zu bestimmen, wurde ein
nicht genotoxisches Paraffindl mit Benzo[a]pyren dotiert. Dieses wurde im ndchsten Schritt
mit der etablierten Extraktionsmethode extrahiert. Danach wurde der hergestellte Extrakt
sowie eine Benzo[a]pyren Lésung, die der Konzentration einer 100%igen Extraktionseffizienz

entspricht, im Ames-Test bestimmt.
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Abbildung 10: Bestimmung der biologischen Extraktionseffizienz von Benzo[a]pyren aus

Paraffinél als Modell fiir eine Mineraldlprobe.



Basierend auf den Ergebnissen der Optimierungsversuche wurden drei verschiedene
Mineralol Proben analysiert. Um die Funktion des Tests zu uberprifen, wurden die drei
Mineraldl-Proben in einem zusatzlichen Schritt mit bekannten Mengen an einer mutagenen
Referenzsubstanz dotiert und die dotierten Proben im Vergleich gemessen. Das Referenzol
Nr. 1 ist eine Positivkontrolle aus der amerikanischen Norm ASTM E1687-19 und sollte in
jedem Fall nachweisbare Mengen an genotoxischen Mineraldlbestandteilen enthalten.
Weiters wurde ein Rohdl, sowie eine daraus aufbereitete MOAH-Fraktion getestet. Wie aus
den Ergebnissen in Abbildung 11 ersichtlich, konnte in allen drei Olen eine eindeutige

genotoxische Wirkung nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Analysenergebnisse von Referenzol Nr. 1, Rohdl und aufgereinigter MOAH

Fraktion im Ames Assay.

Im Rahmen von Validierungsversuchen sollte sichergestellt werden, wie reproduzierbar
geringe Mengen an genotoxischen Bestandteilen einer MOAH Fraktion mit dem Ames-Test
detektiert werden kdnnen. AuRerdem sollte anhand der Modellsubstanz Benzo[a]pyren die
biologische Nachweisgrenze bestimmt werden. Dafiir wurde in mind. 6 unabhangigen
Experimenten eine Verdinnungsreihe von Benzo[a]pyren in zwei verschiedenen komplexen

Probenmatrizes und im Vergleich im reinen Losemittel DMSO analysiert.
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Abbildung 12: Validierung Ames-Test: Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenze: Benzo[a]pyren
als Modell fir genotoxische polyaromatische Kohlenwasserstoffe in der MOAH Fraktion wurde
in verschiedenen Konzentrationen in komplexe Probenmatrizes dotiert und die biologische

Nachweisgrenze wurde in mind. sechs unabhangigen Experimenten bestimmt.

Die Modellsubstanz Benzo[a]pyren konnte ab einer Konzentration von 0.75 pg/mL bezogen
auf das Bioassay-Medium bzw. 18.8 upg/mL bezogen auf das Losemittel verlasslich
nachgewiesen werden. Die Reproduzierbarkeit Giber sechs unabhangige Versuche, jeweils in

Dreifachbestimmung und von zwei unterschiedlichen Technikern war zufriedenstellend.

Folglich steht eine Bioassay-Methode zur Verfigung mit der DNA-reaktive, genotoxische
Substanzen in Mineraltlfraktionen detektiert werden kénnen. Die grof3te Herausforderung
stellte die Reduktion des Probenbedarfs dar, da nur sehr geringe Probenmengen zur
Verfliigung stehen. Durch Miniaturisierung des Ames Tests (Durchfihrung in 384-Well Platten
statt in Petrischalen) und der Verbesserung der Extraktionsmethode, sowie durch die
Fokussierung auf den besonders empfindlichen Bakterienstamm TA98, konnte der

Probenbedarf insgesamt um einen Faktor 100 reduziert werden.

Dies gelang einerseits, durch den Fokus auf den in der Literatur fur die Mineral6lanalytik
dominierenden Stamm TA98 in der Kondition +S9, wodurch sich der Gesamtbedarf um
den Faktor 4 verringern lie3. Die erhobenen Literaturdaten konnten durch OFI interne
Messungen bestatigt werden. Abbildung 13 zeigt Ames MPF Ergebnisse zu funf
Mineral6lproben, jeweils gemessen in zwei bakteriellen Stdmmen in An- und Abwesenheit

von metabolischen Leberenzymen.
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Abbildung 13: Ermittlung von DNA-reaktiven Effekten in Schwerdlproben mittels Ames MPF.
Blaue Balken zeigen die Starke der ermittelt Mutagenitat an. Rote Punkte geben an, ob es durch

die Zugabe von Mineraldlproben zu relevanten Inhibierungen kommt.

Wahrend im Stamm TA100 (- und + S9) nur teilweise in-vitro Mutagenitat detektiert werden
konnte, zeigte sich im Stamm TA98 bei allen Proben ein positiver Effekt. Ein deutlicher
Unterschied zeigte sich zudem durch Zugabe von S9. Wéahrend die mutagenen Effekte in
TA98 -S9 nur gering waren, gab es eine deutliche Erhdhung der Effekte nach S9 Zugabe.
Die Bedingung TA98 +S9 wurde daher fur weitere Versuche ausgewahlt.

AnschlieRend konnte gezeigt werden, dass bereits 10 mg reine MOAH Fraktion extrahiert
in 250 pL DMSO zu einem reproduzierbar positiven Ergebnis fihren. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 14 dargestellt. Statt 1 g wird nun eine Menge von 10 mg bendétigt. Das

entspricht einer Verbesserung um einen Faktor 100.
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Abbildung 14: Kontinuierliche Reduktion der MOAH Probenmenge pro 250 uL DMSO fir den
Stamm TA98+S9, die Angaben auf der x-Achse beziehen sich auf die Mengen im Exposure
Medium des Ames Tests und sind zu Vergleichszwecken mit 25 zu multiplizieren, um den

Verdunnungsgrad der Probe zu erhalten: 100% - 75% - 56% - 42%.

Um die Extraktionseffizienz noch weiter zu verbessern, wurde im Folgenden das
Extraktionsverhaltnis konstant bei 10 mg /250 uL DMSO gehalten. Abgewandelt wurden
hingegen die anderen Konditionen wie Dauer, Temperatur und Schitteln wahrend der
Extraktion. In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der Vergleichsmessungen dargestellt. Zu
erkennen ist, dass durchgehendes erhitzen bei 60°C die beste Signalverstarkung erzielt
hat. Aus Praktikabilitatsgriinden wurde die Extraktion Gber Nacht angestellt und die

Messung im Ames Test am Folgetag durchgefihrt.

Extraction conditions: 10 mg MOAH / 250 yL DMSO
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Abbildung 15: Vergleich unterschiedlicher Extraktionsmethoden der MOAH Fraktion, von links
nach rechts; ohne Erhitzen; 1h bei 60°C; 7h bei 60°C und alle 30 Minuten vortexen und 7h
durchgehend bei 60°C. Zusatzlich wurden unterschiedliche Warmequellen verglichen ndmlich
Trockenschrank und Wasserbad. Zu erkennen ist, dass das durchgehende Erhitzen bei 60°C im

Trockenschrank die beste Signalverstarkung erzielt hat.



Mit der nun verringerten Probenmenge und der optimierten Probenvorbereitung fur den
Ames Test wurde im nachsten Schritt eine Validierung durchgefuhrt. Als Probe wurde dazu
eine MOAH Fraktion aus dem Referenzdl Nr. 1 herangezogen, die 30% Tri- und
Polyaromaten und 70% Mono- und Diaromaten enthalt. 6 unabhangige
Doppelbestimmungen wurden tber einen Zeitraum von 3 Monaten gemessen. Obwohl das
Extraktionsverhaltnis auf 10 mg/250 uL bereits erfolgreich gesenkt werden konnte, wurde
zusatzlich dazu parallel auch eine Validierung fir ein noch geringeres Verhaltnis von 5
mg/250 pL durchgefiihrt. Dies soll sicherstellen, dass auch anderes zusammen gesetzte
MOAH Fraktionen mit einer geringeren Menge an DNA-reaktiven Stoffen noch verlasslich
detektiert werden kdnnen. Von jedem Extraktionsverhéltnis wurden wie vorher jeweils 4
Verdlinnungsstufen gemessen, um einen Dose Response Effekt zu erhalten; 100% - 75%
- 56% - 42%.

Die Ergebnisse der Validierung sind in Abbildung 16 und Abbildung 17 dargestellt.

In der Abbildung 16 ist die Validierung als ,Heat Map“ zu sehen, wobei negative
Ergebnisse violett und positive gelb gekennzeichnet sind. Als Negativprobe wurde ein
MOAH freies Ol, Paraffinol, herangezogen. Da dieses nur aus MOSH besteht, zeigt es
keinen positiven Effekt im Ames Test. Die Positivrate, berechnet als positive Ergebnisse
bezogen auf die Gesamtzahl der Messungen, war 0%, d.h. in allen Tests wurde
reproduzierbar ein negatives Ergebnis ermittelt. Dieser Effekt konnte sowohl fir
5mg/250 pL, als auch fir die doppelte Menge von 10 mg/250 L gezeigt werden.

Rechts in Abbildung 16 sind die Ergebnisse der Messungen der MOAH Fraktionen zu
erkennen. Wahrend ein Extraktionsverhdltnis von 10 mg/250 uL wie erwartet ein
reproduzierbar stabil positives Ergebnis lieferte (Positivrate (PR) von 91% Uber alle
Verdlinnungsstufen gerechnet), lieferten auch die Proben mit nur 5 mg/250 puL eine
eindeutig positive Einstufung mit einer PR von 77%. Erkennbar ist aul3erdem, dass beide
Extraktionsverhaltnisse in ihrer unverdinnten Stufe durchgehend positive Ames-

Ergebnisse erzielten.
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Abbildung 16: ,,Heat Map“ der Validierungsdaten, links ist die Negativkontrolle (White oil) zu
sehen, die mit einer Positivrate von 0% erfolgreich durchgehend negativ gemessen wurde. Auf
der rechten Seite sind die Ergebnisse der MOAH Fraktion in zwei Extraktionsverhdaltnissen
5 mg/250 puL und 10 mg/250 L dargestellt.

Die zweite Darstellung ist in Abbildung 17 zu sehen und zeigt die Ergebnisse als Boxplots.
Auch hier ist gut zu sehen, dass das Paraffindl durchgehend negativ bewertet wurde und
die MOAH Fraktionen im Verhéltnis 10 mg/250 yL insgesamt starkere Effekte im Ames
Test erzielten verglichen mit Fraktionen, die mit 5 mg/250 pL extrahiert wurden. Im unteren
Teil der Grafik sind auch die relativen Standardabweichungen gelistet. Als Ziel waren

<50% relative Standardabweichung gesetzt und tatséchlich erreicht wurden < 37%.
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5.3. Phase 3

5.3.1. Genotoxische Risikobewertung an Realproben

Durch die Einfuhrung einer LC-FLD Methode, war es mdglich die MOAH nach Anzahl der
aromatischen Ringe in Unterfraktionen zu trennen. Um diesen Vorgang besser zu
visualisieren, sei als Beispiel fiir die Trennung, Isolierung und Anreicherung der relevanten

MOAH Fraktionen das rezyklierte Lebensmittelkontaktmaterial gezeigt.
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Abbildung 18: Beispiel der Trennung von MOAH in relevante/nicht relevante Subfraktionen.

Bevor die Methode auf weitere Realprobe angewendet wird, wurde ein ,Proof of concept®
mit einem Referenzmineraldl durchgefihrt. Die getrennten Unterfraktionen wurden mittels
GCxGC-ToF charakterisiert und einem Ames MPF Test unterzogen. Wie zuvor
beschrieben wurden dazu DMSO Extrakte aus beiden Fraktionen hergestellt. Als
Testbedingung wurde wie zuvor erlautert der Stamm TA98 in Anwesenheit metabolischer

Enzyme gewahlt.
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Abbildung 19: Analyse von mono- und di- sowie tri- und polyaromatischen MOAH Fraktionen im

Ames MPF Test nach DMSO Extraktion.



Es konnte gezeigt werden, dass mono- und diaromatische MOAH Verbindungen im Ames
MPF Test negativ sind, tri- und polyaromatische hingegen positiv. In weiterer Folge wurde
die entwickelte Methodik auf Lebensmittelkontaktmaterialien und Lebensmittel selbst

angewendet, um eine Risikobewertung zu ermdglichen.

Folgend konnte dieser Effekt auch fir reale Proben gezeigt werden. Dafiir wurde stets die
in vorherigen Arbeitspaketen getroffene Optimierung angewandt und im Stamm TA98+S9
getestet. Zusatzlich konnte die Zusammensetzung der Fraktionen durch GCxGC-ToF
weiter aufgeschliisselt werden (z.B. Methylierungsgrad). Diese Informationen wurden

folgends stets in die Evaluierung mit einbezogen.

Das Probenscreening hatte das Ziel die Ubereinstimmung der Vorhersagen von
unterschiedlichen Methoden (Ames Test und chemische Analytik) zu vergleichen und zu
evaluieren, ob durch die in den vergangenen Projektjahren generierten Daten eine Lerneffekt
etabliert wurde und eine Vorhersage des Ames Test Ergebnisses (= der DNA-Reaktivitat einer
Probe) nur durch Anwendung der chemischen Analytik (=ldentifizierung der relevanten
Substanzklassen in der GCxGC) mdglich ist. Abbildung 20 zeigt die Gegentberstellung der
Resultate aus Ames Test und chemischer Analytik fir eine Ames negative und eine Ames
positive Probe. Es lasst sich postulieren, dass nur ein positiver MOAH Befund in der LC-GC
Analyse kein Hinweis auf DNA-Reaktivitat ist. Diese ist an die Prdsenz von 3 oder mehr

aromatischen Ringen gekniipft, welche mittels GCxGC identifiziert werden kénnen.
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Abbildung 20: Vergleich von Ames Test, LC-GC Analyse und GCxGC Klassifizierung fir eine

nicht DNA-reaktive (Ames negativ) und eine DNA-reaktive (Ames positive) Probe.



Insgesamt 14 reale Proben wurden analysiert und individuell bewertet. Ursprunglich war dabei
geplant Mineral6lfraktionen aus realen Lebensmitteln zu testen. Allerdings wurde hier ein
eigentlich grol3er Erfolg des Projektes zum Nachteil - die teilnehmenden
lebensmittelproduzierenden Betriebe konnten Aufgrund der fruchtbaren (Zusammen-
)Arbeiten wahrend des Projektes inre MOAH Gehalte so weit reduzieren, dass in keiner Probe
ausreichende Mengen an MOAH nachgewiesen werden konnte, um ohne
unverhaltnismaRigen Aufwand ausreichende Mengen einer MOAH Fraktion fir den Bioassay
aufzutrennen. Der Fokus wurde daher — nach Ricksprache und Einverstdndnis mit dem
gesamten Konsortium - weg von den Lebensmitteln selbst und hin zu potenziellen
Eintragungsquellen der Projektpartner geschwenkt. Diesbezlglich gab es Einsendungen von
Olen, die in der Maschinerie verwendet werden. Alle dabei untersuchten Ole wiesen im reinen
hochkonzentrierten Zustand keine DNA reaktiven Effekte auf, wodurch auch im Falle von
Kotaminationen das Gefahrenpotential als gering eingestuft werden kann. Es wurden aber
auch Worst-Case Proben mit kritischen Olen untersucht, die sehr wohl eine mutagene Aktivitat

Zeigten.

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine sehr hohe Ubereinstimmung zwischen den Ames
Ergebnissen und den Vorhersagen aufgrund der chemischen Analyse bewerkstelligt werden
konnte. Die Ergebnisse der verschiedenen Endpunkte waren durchgehend deckend und sind
vielversprechend: in Zukunft sollte es mdglich sein, mit schnellerer chemischer Analyse auch
bereits bekannte mutagene Effekte beziehungsweise Verunreinigungen zu erkennen und
korrekt zu bewerten, ohne zusatzlich einen Ames Test durchfihren zu missen. Dies stellt

einen immensen Gewinn hinsichtlich bendtigter Analysenzeit und Ressourcen dar.

Mit Ende des Projektes liegt eine Methode zur Evaluierung von mutagenen Effekten vor, die
auf Mineral6lfraktionen (die MOAH) abgestimmt ist und auf diese optimiert wurde. Die
Probenvorbereitung ist divers aufgestellt, sodass eine flexible Testung unterschiedlicher
Fraktionen mdoglich ist. Zuletzt zeigt die Methode Kompatibilitdit zwischen Bioassay und
chemischer Analyse und ist somit in der Lage DNA-Reaktivitdit mit préasenten und
identifizierten Substanzklassen zu verknipfen. Das sind hervorragende Ergebnisse, die —
unseres Wissens- momentan einzigartig sind. Sie bilden eine exzellente Grundlage, um das
in diesem Projekt verfolgte Prinzip, der Kombination aus Bioassay und instrumenteller

Analytik, auch zukunftig auf andere komplexe Fragestellungen anwenden zu kénnen.

Die Ergebnisse sind auch fur die toxikologische Bewertung von Mineral6lverunreinigungen
von hoher Bedeutung. Von hoher toxikologischer Relevanz  sind  bei
Mineral6lverunreinigungen vor allem aromatischen Fraktionen mit drei oder mehr

aromatischen Ringen, fur die im Projekt eine DNA-reaktive, mutagene Wirkung nachweisbar



war. Aromatische Mineral6lverbindungen mit weniger aromatischen Ringen, zeigten keine
mutagene Wirkung. Fir eine toxikologische Bewertung auf Basis des Threshold of
Toxicological Concerns Konzept der EFSA macht dies einen sehr grof3en Unterschied, fur
MineralOlfraktionen ohne DNA-reaktiver, mutagener Wirkung kdnnen 600-fach hohere
toxikologische Grenzwerte angenommen werden als fur kritische Fraktionen mit mutagener
Wirkung?.

6. Fazit — aktueller Wissenstand

Im Bereich der Mineralélkontaminationen hat sich in den letzten Jahren vieles getan: Viele
Kontaminationsquellen im gesamten Produktionsprozess wurden identifiziert, die
anfanglichen zum Teil hohen Gehalte (bis zu mehreren Gramm pro Kilogramm) im
Lebensmittel auf wenige Milligramm reduziert. In der Analytik wurden standardisierte

Methoden mit entsprechender Nachweisempfindlichkeit entwickelt.

Bisher war es aber schwierig von detektierten Mineraldl Kontaminationen auf mégliche
Gesundheitsgefahren ruckzuschlieBen. Im Rahmen dieses Projekts konnten dabei
erstmals eine umfassende Charakterisierung mittels chemischer Analytik mit
toxikologischen Tests der identifizierten Fraktionen kombiniert werden. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass nur bestimmte aromatische MineralGlfraktionen ein mutagenes
Potential zeigen, aromatische Mineral6lkontaminationen mit drei oder mehr aromatischen
Ringen. Das ermdglicht eine deutlich differenziertere Beurteilung von detektierten
Mineral6lverunreinigungen in  Lebensmitteln. Im Rahmen eines Screenings
verschiedenster Maschinendle, die nach Einschatzung der Industriepartner in diesem
Projekt ein reales Kontaminationsrisiko flir Lebensmittel darstellen, konnte gezeigt werde,
dass keines dieser Ole als kritisch eingestuft werden muss, da keine DNA-reaktiven,

mutagenen MOAH Fraktionen detektiert werden konnten.

Die im Projekt entstandene Publikation [20] wurde bereits von regulatorischer Seite
aufgegriffen. Sie dient sowohl in der aktuellen Stellungnahme der EFSA [6] und in einem
Leitfaden des JRC der européaischen Kommission [37] als eine Referenz dafir, dass bei
Mineralblverunreinigungen vor allem bestimmte aromatische Fraktionen von hoher
toxikologischer Relevanz sind. Nicht aromatische, gesattigte Mineraldlfraktionen (MOSH)
wurden bei der Neubewertung der EFSA als unbedenklich eingestuft. Fir die als

krebserregend geltende MOAH gibt es erstmals Grenzwerte.

EFSA Scientific Committee, et al. "Guidance on the use of the Threshold of Toxicological Concern approach in food
safety assessment." EFSA Journal 17.6 (2019): e05708.



Das osterreichische Projekt ,MOSH MOAH — Reduktion von Mineraldl in Lebensmitteln®
hat aktiv dazu beigetragen, Losungen fir die Problematik von Mineraldlriickstanden in

Lebensmitteln entlang der gesamten Produktionskette zu finden.

Ziel des vorliegenden Projektes war es die Eintragungsquellen fir MOSH und MOAH in
Lebensmittel zu typisieren, Methoden der Detektion zu entwickeln und zu verbessern, eine
Risikoeinschatzung hinsichtlich des genotoxischen Potentials der typisierten
Verbindungen durchzufiihren sowie Empfehlungen und Leitlinien im Umgang mit
MOSH/MOAH auszuarbeiten.

Die Zielsetzungen konnten erfolgreich erreicht werden.
Highlights:

. Probenvorbereitungsverfahren fir viele Matrizes im Routinebetrieb wurden entwickelt
und in effektiver Zusammenarbeit mit der wissenschaftlichen Community und
offentlichen Stellen/Behérden bis zu validierten und standardisierten Methoden

gebracht.

° Die Eignung von GCxGC-ToF als weiterfihrende, chromatographische Methode zur
routinemafigen Anwendung bei der Verifizierung und Charakterisierung von Proben
und zur Einstufung des genotoxischen Potentials wurde bewiesen. ,Best-Practice“-
Leitlinien wurden verfasst und der entsprechenden Community zur Verfligung

gestellt.

. Identifizierung und Separierung hochreiner MOAH Fraktionen und Sub-Fraktionen
aus Mineral6l und Lebensmittelkontaktmaterialien zur Bewertung des genotoxischen
Gefahrenpotentials der gesamten Fraktionen und der Sub-Fraktionen getrennt nach
Ringanzahl mittels AMES Test und Korrelation der Ergebnisse mit in der chemischer

Analytik identifiziert Substanzgruppen.

. Validierung der entwickelten, kombinierten Methode aus AMES Test und chemischer

Analytik zur Beurteilung der Genotoxizitat bei positiven MOAH Befunden.

° Die in diesem Projekt entstandene wissenschaftliche Publikation wurde in einem
aktuellen Leitfaden des Joint Research Centers der Europdischen Kommission sowie
in einer Stellungnahme der européischen Gesundheitsbehdrde EFSA aufgegriffen.
Sie dient dort jeweils als ein wissenschaftlicher Beleg dafir, dass nur bestimmte

Mineral6lfraktionen von hoher toxikologischer Bedeutung sind.
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