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STRESZCZENIE

Przeprowadzone badania wykazaty, ze znaczgcga role w procesie syntezy heterocyklicznych amin aro-
matycznych (HCA) odgrywajg dodatki stosowane w procesie produkcji przetworéw miesnych. Wyso-
ka temperatura podczas grillowania sprzyja powstawaniu wymienionych zwigzkéw, dlatego tez podjeto
prébe odpowiedniego doboru marynat, ktérych sktad mégtby wptynac na obnizenie poziomu stezenia
kancerogennych HCA. Do badan wykorzystano schab wieprzowy marynowany w trzech rodzajach sola-
nek. Probe kontrolng stanowito mieso niemarynowane. Wyodrebnienie i oczyszczenie frakcji HCA prze-
prowadzono wykorzystujac ekstrakcje do fazy statej (SPE). Analize ilosciowg wykonano metodg HPLC
- PAD. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono obecnos¢ heterocyklicznych amin aromatycz-
nych, ktérych poziomy stezen byty zréznicowane i zalezaty od rodzaju zastosowanej solanki.

Effects of marination on the formation of heterocyclic aromatic amines
in grilled meat
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ABSTRACT

Research has shown that the non-meat additives applied in meat products during the process of pro-
duction and thermal treatment conditions play a major role in HCA’s synthesis. Grilling in high tem-
perature is conducive to HCA’s formation and as a result, the actions have been undertaken in order to
get a proper selection of marinades which reduce synthesis of mutagenic and carcinogenic HCAs. The
study was carried out pork loin. Marinated muscles and a sample test were put to thermal treatment
and then they were analysed. Isolation and purification of HCA’s fractions were carried out using solid-
phase extraction (SPE). The samples were analysed by HPLC-PAD. Four different heterocyclic aromatic
amines (1Q, MelQ, 4,8-DiMelQx, PhIP) were found in meat extract. Concentration levels were varied
and depended on the type of brine.
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1. WSTEP

Liczne badania wykazaty, ze obrébka termiczna
miesa sprzyja powstawaniu wielu zwigzkow, kto-
re nie wystepujg w miesie surowym. Udowodnio-
no takze, ze czes¢ z tych substancji ma dziatanie
kancerogenne na organizm cztowieka. Do grupy
tych zwigzkdéw zaliczane sg heterocykliczne ami-
ny aromatyczne (HCA), ktére formujg sie podczas
wysokotemperaturowej obrébki termicznej we
wszystkich rodzajach mies. Zwigzki te w swoich
czgsteczkach mogg zawierac struktury imidazopi-
rydyny, imidazochinoliny, imidazochinoksaliny czy
tez pirydoindolu [1, 2].

Sposréd ponad 20 zidentyfikowanych heterocy-
klicznych amin aromatycznych Miedzynarodo-
wa Agencja Badan nad Rakiem (IARC, z ang. In-
ternational Agency for Research on Cancer) [3]
zaliczyta dziewie¢ do grupy substancji moggacych
bezposrednio powodowac¢ powstawanie nowo-
twordéw u cztowieka. Do ludzkich kancerogendw
klasy 2A zostaty zaliczone miedzy innymi 2-ami-
no-3,4-dimetyloimidazo [4,5-f] chinolina (MelQ),
2-amino-3,4,8-trimetyloimidazo [4,5-f] chinoksa-
lina (4,8-DiMelQx) oraz 2-amino-1-metylo-6-feny-
loimidazo[4,5-b] pirydyna (PhIP). Ta ostatniauzna-
na zostata za tworzacg sie najczesciej [4, 5]. Po-
nadto do ludzkich kancerogendéw klasy 2B IARC
[3] zaliczyta 2-amino-3-metyloimidazo [4,5-f] chi-
noline (1Q). Prekursorami powstawania wszyst-
kich czterech heterocyklicznych amin sg kreaty-
na oraz glukoza. W zaleznosci od rodzaju HCA, ich
powstawanie jest przyspieszane réwniez przez za-
wartos¢ réznych wolnych aminokwaséw i innych,
obok wspomnianej glukozy, cukrow prostych.
Szczegdlng role w tworzeniu PhIP oraz 1Q od-
grywa fenyloalanina [6], w przypadku tej drugiej
aminy sg to ponadto glicyna, seryna, prolina oraz
fruktoza [7]. Prekursorem powstawania MelQ jest
alanina [8], natomiast 4,8-DiMelQx tworzy sie
ponadto przez obecnos$é treoniny, lizyny, fruktozy
i rybozy [8, 9].

Wg Perssona i in. [10] dodanie weglowodandw
do miesa przed jego obrébkg termiczng moze
okaza¢ sie prostym sposobem redukcji powsta-
wania omawianych kancerogendéw. Rola monosa-
charyddéw w reakcji powstawania HCA jest jednak
ztozona i nie zostata dotychczas w petni wyjasnio-
na. Z jednej strony udowodniono, iz przy okreslo-
nym stezeniu sg one prekursorami aminoazaare-
now, z drugiej zas wykazano, ze wzrost stezenia
np. glukozy w mieszaninie reakcyjnej obniza wy-
dajnos¢ syntezy amin [2, 11].

Prowadzone s3 liczne badania zmierzajgce do
okreslenia czynnikdw wptywajgcych na powstawa-
nie heterocyklicznych amin aromatycznych (HCA)
oraz warunkdéw i mozliwosci obnizenia ich zawar-
tosci w zywnosci.

Celem pracy byta ocena wptywu zréznicowanych
pod wzgledem sktadu marynat, na intensywnos¢
formowania sie wybranych heterocyklicznych
amin aromatycznych w miesie poddawanym gril-
lowaniu.

2. MATERIAL | METODY

W badaniach wykorzystano mieso wieprzowe
(schab), ktére marynowano w solankach zawie-
rajgcych odpowiednio: 6% NaCl (solanka 1), 4%
dekstrozy i 6% NaCl (solanka Il) oraz 3% PO, i 6%
NaCl (solanka Ill) przez 24 godziny. Marynowane
mieso poddano procesowi obrdébki termicznej,
ktorg prowadzono przy uzyciu grilla elektryczne-
go z gtadkg powierzchnig grzewczg, w temperatu-
rze 250°C przez 10 minut. Probe kontrolng stano-
wito mieso przygotowywane w ten sam sposéb,
przechowywane przez 24 godziny, z pominieciem
procesu marynowania. Gotowe préby zamrozono
i odwodniono.

Wyodrebnienie i oczyszczenie frakcji heterocy-
klicznych amin aromatycznych przeprowadzono
przy wykorzystaniu ekstrakcji do fazy statej (SPE),
opierajac sie na metodyce opracowanej przez
Grossa i Grutera [12] oraz Messnera i Murkovi-
ca [13]. Do analizy ilosciowej zastosowano wy-
sokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC).
Analize chemiczng czterech amin (2-amino-3,4-
dimetyloimidazo [4,5-f] chinoliny, 2-amino-3-
metyloimidazo [4,5-f] chinoliny, 2-amino-3,4,8-tri-
metyloimidazo [4,5-f] chinoksaliny oraz 2-amino-
1-metylo-6-fenyloimidazo [4,5-b] pirydyny) prze-
prowadzono z wykorzystaniem zestawu aparatu-
ry Waters 2695, Photodiode Array Detektor Wa-
ters 2996 oraz kolumny Nova Pak C18 3,9 “ 300
mm, przy dtugosci fali 262 nm. Sktad solwen-
tu oraz jego gradientowy przeptyw byly zgodne
z metodg opracowang przez Chevolleau i in. [14].
Statystyczng analize danych przeprowadzono
przy uzyciu programu Statistica 10.0. W pierw-
szym etapie analizy statystycznej wyznaczono
$rednie, odchylenia standardowe, przedziaty uf-
nosci oraz btedy statystyczne. Kolejnym etapem
analizy statystycznej byta analiza wariancji ANO-
VA z zastosowaniem testu C Cochrana, Hartleya,
Barletta. Nastepnie dla danych parametrycznych
przeprowadzono test post-hoc Tukeya (HSD).
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3. WYNIKI I ICH DYSKUSJA

W ekstraktach z miesa wieprzowego oznaczono
zawarto$¢ 2-amino-3,4-dimetyloimidazo [4,5-f]
chinoliny(MelQ), 2-amino-3,4,8-trimetyloimidazo
[4,5-f] chinoksaliny (4,8-DiMelQx), 2-amino-3-
metyloimidazo [4,5-f] chinoliny (IQ) oraz 2-ami-
no-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]pirydyny
(PhIP). Wyniki poddano analizie statystyczne;.
W Tabeli 1 przedstawiono zawarto$é poszcze-
gélnych heterocyklicznych amin aromatycznych
w ngxg™' miesa grillowanego liofilizowanego.

Bez wzgledu na rodzaj uzytej solanki nie wykaza-
no réznic pomiedzy zawartoscig 1Q i MelQ, sta-
tystycznie istotne rdznice stwierdzono natomiast
pomiedzy zawartoscig tych amin i 4,8-DiMelQx
oraz PhIP w poszczegdlnych prébach.
Stwierdzono, ze wptyw solanek byt zréznicowany
i na kazdg amine oddziatywat w innym stopniu.
Solanka Il spowodowata ponad dwukrotny wzrost
zawartosci 1Q (z 0,056 do okoto 0,17 ngxg*) w po-
réwnaniu z probg kontrolng, solanka | obnizyta
zawartos¢ 1Q zaledwie o 10%, natomiast zasto-
sowanie solanki lll spowodowato 40% spadek za-
wartosci tego zwigzku. Zaobserwowane réznice
pomiedzy zawartoscig IQ w kazdej prébie nie zo-
staty jednak uznane za statystycznie istotne.

W probie wieprzowiny traktowanej solankg Il
wzrosta ilo$¢ 1Q, natomiast stezenie pozostatych
amin (MelQ, 4,8-DiMelQx oraz PhIP) spadto o od-
powiednio 73, 38 i 12,5% w pordwnaniu z préba
kontrolng. Solanki | i lll spowodowaty obnizenie

stezenia wszystkich omawianych kancerogenow.

Dla poréwnania wynikdéw niniejszego do$wiadcze-
nia warto przywota¢ badania Busquetsa i in. [15]
oraz Skoga i in. [16, 17], ktérzy oznaczyli zawar-
tos$¢ 1Q w wieprzowinie na poziomie 0,10 ngxg?,
natomiast zawarto$¢ o ponad potowe nizszg (0,04
ngxg?) uzyskali Vahl i in. [18]. Przedmiotowa lite-
ratura podaje rowniez, ze w wieprzowinie podda-
nej obrébce termicznej (w tym rowniez grillowa-
niu) nie wykryto IQ lub oznaczono stezenie zbyt ni-
skie, aby mozna byto okresli¢ IQilosciowo [16, 19-
22]. Niektorzy autorzy donoszg o wiekszych steze-
niach 1Q, i tak w grillowanej przez 30 min pole-
dwicy oznaczono 6,7 ngxg?, natomiast w karkéw-
ce 5,8 ngxg? [22]. Dla poréwnania zawartos¢ |1Q
w wotowinie oznaczono na poziomie 94 ngxg*
[13]. W literaturze przedmiotu zawartos¢ MelQ
w miesie wieprzowym poddanym obrébce ter-
micznej oznaczano na réznych poziomach, od
0,14 ngxg™'[23], poprzez 1,72 ngxg™ [24],do 12,6
ngxg? [22]. Podobng zalezno$¢ mozna zauwazyc
dla wynikéow badan dotyczgcych kolejnego kan-
cerogenu, 4,8-DiMelQx oznaczanego na pozio-
mach 1,1 ngxg* [16], 4,2 ngxg® [17] oraz 29,5
ngxg! [22]. W wotowinie zawarto$¢ MelQ ozna-
czono na poziomie 3,5 ngxg*[25], natomiast mak-
symalne stezenie 4,8-DiMelQx wynosito 95 ngxg™?
[13].

Stezenie 2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo [4, 5-
b] pirydyny (PhIP) byto niekiedy stukrotnie wyz-
sze W porownaniu z pozostatymi trzema aminami.
Wyniki niniejszego doswiadczenia mozna przy-

Tabela 1 Zawarto$¢ heterocyklicznych amin aromatycznych w schabie

Table 1 Heterocyclic aromatic amines amount in pork loin

Rodzaj proby

Heterocykliczne aminy aromatyczne

(ngxg™* miesa liofilizowanego)

Q MelQ 4,8-DiMelQx PhIP
Préba kontrolna 0,056 + 0,004 0,534 +0,023*® 48,104 + 0,764 43,149 + 0,845
Solanka | (6% NaCl) 0,050 + 0,003 0,209 + 0,011 34,125 + 0,421% 38,253 + 0,634°
0,
Solanka Il (4% dekstroza, 0,169 + 0,020 0,145 + 0,010 29,985 + 0,322 37,761 + 0,657
6% NaCl)
Solanka Ill (3% P,0,, 6% NaCl) 0,034 + 0,002 0,106 + 0,010* 32,827 + 0,463 36,765 + 0,342

25 ¢ rdznice istotne statystycznie, na poziomie istotnosci a = 0,05 (poréwnanie w rzedach)
ABCrdznice istotne statystycznie, na poziomie istotnosci a = 0,05 (poréwnanie w kolumnach)
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réwna¢ do oznaczen przeprowadzonych przez
Sinha i in. [26] oraz przez Skoga i in. [17], ktdrzy
w badanej wieprzowinie oznaczyli zawartos¢ PhIP
na poziomie odpowiednio 30,3 i 32,0 ngxg™. Po-
nadto w schabie ogrzewanym w temperaturze
220°C oznaczono od 130 do 320 ngxg* PhIP [13],
natomiast w schabie grillowanym 285,2 ngxg*
[19].

Zazwyczaj PhIP oznaczana jest w ilosci okoto 35
ngxg?, jednak istniejg doniesienia o wyzszych po-
ziomach tego kancerogenu, zwtaszcza w miesie
drobiowym. PhIP tworzy sie tatwiej w wysokich
temperaturach, uzywanych m.in. podczas grillo-
wania [30]. Amina ta zostata oznaczona na po-
ziomie 480 ngxg' w piersi kurczaka grillowanej
w 177-260°C [27], 330 ngxg?! w tuszce kurczaka
grillowanej w catosci w 339-365°C [28] oraz 270
ngxg™* w kurczaku dobrze wysmazonym [29].

Na rdéznice pomiedzy danymi literaturowymi a wy-
nikami przedstawionymi w niniejszej pracy mogto
wptynac wiele czynnikdw, m.in. czas i temperatu-
ra procesu obrébki termicznej. Udowodniono, ze
w zaleznosci od zmiany warunkdéw i parametrow
czasu oraz temperatury zawarto$¢ HCA moze sie
zmienia¢ nawet 100-krotnie [31].

4. WNIOSKI

1) We wszystkich ekstraktach pozyskanych z mie-
sa poddanego grillowaniu stwierdzono obecnosé
2-amino-3,4-dimetyloimidazo [4,5-f] chinoliny
(MelQ), 2-amino-3,4,8-trimetyloimidazo [4,5-f]
chinoksaliny (4,8-DiMelQx), 2-amino-1-metylo-6-
fenyloimidazo [4,5-b] pirydyny (PhIP) oraz 2-ami-
no-3-metyloimidazo [4,5-f] chinoliny (1Q).

2) W najwyzszych stezeniach oznaczono PhiIPi4,8-
DiMelQx.

3) Dodatek solanek marynujgcych o zawartosci
6% NaCl oraz 6% NaCl i 4% dekstrozy spowodo-
wat ograniczenie powstawania PhIP. Zawartos$¢
PhIP spadta o okoto 12% w pordéwnaniu z probg
kontrolng. Jeszcze bardziej skuteczny okazat sie
dodatek solanki I, ktéry obnizyt zawartos¢ PhIP
0 15%.

4) Dodatek solanek I i lll wptynat inhibitujgco na
powstawanie 1Q, natomiast solanka Il zwiekszyta
stezenie tego kancerogenu.

5) Zastosowane solanki inhibitowaty powstawa-
nie 4,8-DiMelQx oraz MelQ.

6) Wyniki badan sugerujg efektywniejsze dziata-
nie solanki Ill, poniewaz skuteczniej inhibowata
tworzenie sie PhIP, ktéra, jak wspomniano, jest
aming tworzaca sie w najwiekszych ilosciach pod-
czas grillowania.
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