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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kaffee

Die ersten Erwahnungen eines Kaffeegetrankes stammen aus dem 9. Jahrhundert aus der
athiopischen Region Kaffa. Von dort gelangte die Rezeptur im 14. Jahrhundert anscheinend
durch Sklavenhandler nach Arabien und verbreitete sich von dort aus weltweit. Ab dem 17.
Jahrhundert war das Kaffeegetrank auch in Europa bekannt. Die ersten Kaffeehduser
wurden 1645 in Venedig, 1650 in Oxford und 1652 in London erdffnet. Das erste deutsche
Kaffeehaus stand 1673 in Bremen.

Heute ist Kaffee nach Wasser das in Deutschland am haufigsten konsumierte Getrank. Mit
150 Litern pro Bundesbirger verzeichnete der Deutsche Kaffeeverband 2009 einen Zuwachs
von 2 % gegentuber dem Vorjahr. Insgesamt wurden in den Jahren 2008/2009 38 Mio. Sack
Kaffee a 60 kg in allen Verarbeitungsstufen in die EU-Lander importiert; davon allein 8 Mio.
Sack nach Deutschland. Die Hauptursprungslander der Rohkaffee-Einfuhren nach
Deutschland waren 2009 Brasilien (312 Mio. kg), Vietnam (171 Mio. kg) und Indonesien
(92 Mio. kg) (Deutscher Kaffeeverband e.V., 2010).

Die Definition der International Coffee Organization (International Coffee Agreement, 2001)
besagt, dass Kaffee die Bohnen und Kirschen des Kaffeebaumes sind, ob mit Pergament-
hautchen, grin oder gerdstet. Aulerdem beinhaltet diese Definition gemahlenen,
entkoffeinierten, flissigen und ldslichen Kaffee.

Der Kaffeebaum gehort botanisch zu der Gattung Coffea aus der Familie der Rubiaceae
(Rotegewdachse). Es sind etwa 80 Coffea Arten bekannt, wobei lediglich die Arten Coffea
arabica und Coffea canephora von wirtschaftlicher Bedeutung sind. Die Coffea Baume
werden durch standigen Rickschnitt als Straucher mit bis zu 4 m Héhe angebaut, um eine
einfachere Ernte zu ermdglichen. Die roten Steinfrichte wachsen aus den weil3en Bliten,
dabei ist die Reifedauer der Frichte abhéngig von der jeweiligen Gattung. Coffea arabica
Frichte brauchen 6 - 8 Monate und die der Gattung Coffea canephora bis zu 11 Monate zur
Reifung. Die Kaffeebohnen wachsen im Inneren der Kaffeekirsche und sind von einem
sogenannten Silberh&utchen und einem Pergamenth&dutchen umgeben (Abbildung 1). Die
maximalen Ernteertrdge von 0,5 bis 1 kg pro Jahr werden von den Strauchern in einem Alter

von 3 - 20 Jahren erreicht.
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Fruchtfleisch , Fggg%%bs)er}?ﬁ) '
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Abbildung 1: Schnitt durch die Kaffeefrucht (nach Vitzthum et al., 1976).

Die Ernte der Kaffeekirschen geschieht heutzutage mittels zwei verschiedener Methoden.
Die aufwendige Handlese, die meist fur die hochwertigen Arabica-Kaffees erfolgt, liefert ein
gualitativ erstklassiges Produkt, da nur die reifen Frichte gepflickt werden. Bei der
sogenannten ,Strip-Pflickung® werden in einem Vorgang alle Kirschen von den Zweigen
gestreift und somit eine Mischung aus reifen und unreifen Friichten geerntet. Diese Methode
wird vor allem fur Robusta-Kaffeekirschen sowie fir brasilianische und athiopische Arabica-
Kaffeekirschen verwendet, die bedingt durch diese Erntetechnik eine verminderte Qualitat
besitzen.

Nach der Ernte folgt die Behandlung der Kaffeekirschen entweder nach dem ,trockenen*
oder dem ,nassen“ Aufarbeitungsverfahren (Abbildung 2). Ziel der Behandlung ist in jedem
Fall die Entfernung der Fruchthaut, des Fruchtfleisches, sowie der Pergamenthille und des
Silberhautchens. Bei der Trockenaufarbeitung werden die Kaffeefrichte ausgebreitet und
unter Wenden luftgetrocknet. Hingegen werden bei der Nassaufbereitung die Frlichte
zundchst von der Fruchthaut und dem Fruchtfleisch befreit. Nach anschlieRender
Fermentation werden die Bohnen gewaschen und ebenfalls getrocknet. Die Trocknung

erfolgt in beiden Fallen bis zu einer Restfeuchte von ca. 12 %.
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Nassaufarbeitung Trockenaufarbeitung
Sortierung Sortierung
Flot;tion FIot;tion
Entpl,‘lrlpung Sonnentr‘ocknung
und Schélen

Y

Fermentation

Waschen

- Lagerung —_—

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Nass- und Trockenaufarbeitung der Kaffee-

kirschen.

Die grinen Rohkaffeebohnen verfligen lber einen wenig attraktiven Geschmack und Uber
ein erbsenartiges Aroma. Um das typische schweflig-rostige, erdige und rauchig-phenolische
Kaffeearoma, sowie den angenehm bitteren Geschmack bei den Bohnen zu erreichen,
erfolgt im Anschluss an das Trocknen die Rdstung der griinen Bohnen. Die Rosttemperatur,
welche typischerweise zwischen 200 und 250 °C liegt, sowie die Réstdauer von 5 bis 20 min,
sind die beiden Hauptparameter, die den Kaffeegeschmack, das Aroma und die Farbe der
Kaffeebohnen primar beeinflussen.

Die Rostung der Bohnen kann in vier Hauptphasen unterteilt werden (Abbildung 3). Die
Trocknungsphase startet bei 50 bis 100 °C, einhergehend mit einer Wasserverdampfung und
ablaufender Maillard-Reaktion zwischen Kohlenhydraten und Aminosauren, was zum Beginn
der Braunung fuhrt. In der Entwicklungsphase, bei ca. 150 °C, bilden sich gasférmige
Reaktionsprodukte wie Wasserdampf, Kohlenmonoxid und Kohlendioxid, wodurch es zu
einer VolumenvergrofRerung der Bohne kommt. In der Zersetzungsphase, welche in einem
Temperaturbereich von 180 - 200 °C liegt, platzen die Bohnen auf und es bildet sich das
typische Kaffeearoma. Als letzte Phase folgt die Vollréstung bei 200 — 230 °C, bei der die
Bohnen die optimale Farbe erhalten, und die Karamellisierung stattfindet. Im Stadium der

Vollréstung haben die Bohnen noch einen Restwassergehalt von 1,5 bis 3,5 %.
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Rdstphasen Temperatur [°C] Prozesse
Trocknungsphase 50-100 W&Z?g:;g:gﬁ?:g
| | l
Zersetz u‘l;gsphase 180 ‘: 200 Plat’,z_\fgn:liia::;en,
Vollri;;tu ng 200 230 Ka 351‘;1}.2 ?gr!ung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der vier Réstphasen der Kaffeebohnen wéhrend des

ROstprozesses.

1.1.1 Zusammensetzung von Rohkaffee

Die Zusammensetzung von Rohkaffee ist stark von Sorte, Herkunft, Gewinnung und
klimatischen Einflussen abhéngig (Alonso-Salces et al., 2009). Die Hauptinhaltsstoffe der
rohen Kaffeebohne sind unlésliche Polysaccharide, l6sliche Kohlenhydrate, organische
Sauren, Polyphenole, Lipide, freie Aminosauren und die Alkaloide Koffein und Trigonellin. In
Tabelle 1 sind die Unterschiede zwischen einem Arabica- und einem Robusta-Kaffee
aufgefihrt.

Das dominierende Kohlenhydrat in Kaffee ist die Saccharose, mit Konzentrationen von bis zu
9% der Trockenmasse. Die Bohnen der Arabica-Varietat weisen signifikant hoéhere
Konzentrationen an Saccharose auf (bis zu 9 %) als die Bohnen der Robusta-Varietét (4 %
Saccharose) (Murkovic und Derler, 2006, Clark, 2003). Bei der Betrachtung der Amino-
sauren stellt sich ein anderes Bild dar. Die meisten Aminosauren liegen in den Robusta-
Kaffeesorten in hoheren Konzentrationen vor als in Arabica-Kaffee. Hier sticht besonders die
Aminosaure Asparagin hervor, die in Robusta-Kaffee weitaus hohere Konzentrationen
aufweist als in Arabica-Kaffee. Die dominierenden Aminosauren in beiden Kaffeesorten sind
Alanin, Asparagin, Phenylalanin, sowie Isoleucin, Valin, Serin und Glutaminsaure. Die
Aminosauren, die in Kaffee in nur sehr geringen Konzentrationen vorkommen, sind hingegen

Glutamin, Histidin, Prolin, Tyrosin, Methionin und Lysin. Die einzige Aminosaure, die in
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Arabica-Kaffee eine hohere Konzentration aufweist als in Robusta-Kaffee, ist das Prolin
(Murkovic und Derler, 2006).

Tabelle 1: Zusammensetzung von Arabica- und Robusta-Rohkaffee (Belitz et al., 2001).

Bestandteil Arabica [%]*° Robusta [%]*°
Losliche Kohlenhydrate 9 - 125 6 - 115
Monosaccharide 02 - 02 02 - 05
Oligosaccharide 6 - 9 3 -
Polysaccharide 3 - 4 3 - 4
Unlésliche Polysaccharide 46 - 53 34 - 44
Hemicellulosen 5 - 10 3 - 4
Cellulose 41 - 43 32 - 40
Sé&uren und Phenole

Fliichtige Sauren 0,1 0,1
Nichtflichtige Sauren 2 - 29 1,3 - 2,2
Chlorogensauren® 6,7 - 92 71 - 121
Lignin 1 - 3 1 - 3
Lipide 15 - 18 8 - 12
Wachs 02 - 03 02 - 03
ol 7,7 - 17,7 7,7 - 17,7
N-Verbindungen 11 - 15 11 - 15
Freie Aminosauren 0,2 - 0,8 0,2 - 0,8
Proteine 85 - 12 85 - 12
Koffein 08 - 14 1,7 - 4
Trigonellin 06 - 1,2 0,3 - 0,9
Mineralstoffe 3 - 54 3 - 54

2 Werte in % der Trockenmasse, " Wassergehalt des Rohkaffees: 7 - 13 %, ° Hauptkomponente
5-Caffeoylchinasdure (Chlorogenséure: Arabica 3,0 - 5,6 %; Robusta 4,4 - 6,6 %).

Die Chlorogensauren, die mit 6 —10 % der Trockenmasse in grinen Kaffeebohnen
vorkommen, stellen eine heterogene Substanzgruppe dar (Clifford, 1979, Clifford und
Kellard, 1989). Das Grundgerist der Chlorogensauren bildet die Chinaséure (4), welche mit
Kaffeesdure (1), Ferulasdure (2) oder p-Cumarsaure (3) verestert ist. So entstehen
insgesamt 15 Isomere, die in funf Gruppen unterteilt werden kénnen: Caffeoylchinasauren
(CQA) (5 - 7), Dicaffeoylchinaséauren (diCQA) (14 - 16), Feruloylchinasauren (FQA) (8 - 10),
p-Cumaroylchinasauren (CoCQA) (11 - 13) und letztlich die Caffeoylferuloylchinasauren
(CFQA) (17 - 19) (Abbildung 4). Die CQAs dominieren mengenmalfig mit 66 % in Arabica-
und 56 % in Robusta-Kaffee im Anteil der totalen Chlorogensauren. Bei beiden Kaffeesorten
fallen ca. 75 % auf die 5-Isomere (Van der Stegen und Van Duijn, 1980, Trugo und Macrae,
1984).
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R
1 o = OH
OH
(0] R
HO, OH 2 o = OCH3
oR® N4 oR? o
: R
OR
3 0P NF
4
OH
Chlorogenséaure-Derivate Abkiurzung R® R R® Nummerierung
3-O-Caffeoylchinasaure 3-CQA 1 H H 5
4-O-Caffeoylchinasaure 4-CQA H 1 H 6
5-O-Caffeoylchinaséaure 5-CQA H H 1 7
3-O-Feruloylchinaséure 3-FQA 2 H H 8
4-O-Feruloylchinasaure 4-FQA H 2 H 9
5-O-Feruloylchinaséure 5-FQA H H 2 10
3-O-p-Cumaroylchinasaure 3-CoCQA 3 H H 11
4-O-p-Cumaroylchinaséaure 4-CoCQA H 3 H 12
5-O-p-Cumaroylchinasaure 5-CoCQA H H 3 13
3,4-di-O-Caffeoylchinasaure 3,4-diCQA 1 1 H 14
3,5-di-O-Caffeoylchinasaure 3,5-diCQA 1 H 1 15
4,5-di-O-Caffeoylchinaséure 4,5-diCQA H 1 1 16
3,4-O-Caffeoylferuloylchinasaure 3,4-CFQA 1 2 H 17
3,5-O-Caffeoylferuloylchinasaure 3,5-CFQA 1 H 2 18
4,5-O-Caffeoylferuloylchinaséaure 4,5-CFQA H 1 2 19

Abbildung 4: Strukturen der Chlorogensauren 5-19, und der Bausteine Chinasaure (4), Kaffee-

saure (1), Ferulaséaure (2) und p-Cumarsaure (3).

In der Gruppe der Alkaloide sind besonders das Koffein und das Trigonellin zu nennen.
Koffein stellt den mengenmaRig wichtigsten Vertreter der bitteren Alkaloide im Kaffee dar
und kommt mit 1 -2,5% in der grinen Bohne vor. Diese Gehalte bleiben wahrend der
Roéstung recht stabil, so dass die gerdsteten Bohnen noch 1 — 2 % Koffein enthalten.

Das Koffein wird als Ursache der anregenden Wirkung des Kaffees angesehen. Dartber
hinaus wird dieser Substanz ein Beitrag zur Gesamtbitterkeit eines Kaffeegetrankes
zugeschrieben (Chen, 1979).
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Das Trigonellin variiert mit Gehalten von 0,3 - 1,2 % der Trockenmasse in der rohen Kaffee-
bohne (Stennert und Maier, 1994). Im Gegensatz zum Koffein wird Trigonellin wahrend des
Rostprozesses stark abgebaut und bildet eine grof3e Anzahl an fliichtigen und nichtfliichtigen
Reaktionsprodukten (Viani und Horman, 1974).

1.1.2 Stoffliche Veranderungen beim Rdsten unter Bildung von Geruchs- und

Geschmacksstoffen

Erst durch den Prozessschritt des Rdstens wird aus den griinen Bohnen, welche ein
erbsenartiges Aroma und einen heuartigen Geschmack aufweisen, das von vielen
Konsumenten geliebte Genussmittel, welches ein ausgeglichenes Aromaprofil und einen
angenehmen bitteren Geschmack zeigt. Die Maillard-Reaktion und der Strecker-Abbau
sowie eine Vielzahl an chemischen Umwandlungen, wie zum Beispiel die Thermolyse von
Polyphenolen und Alkaloiden, werden in der Literatur als Ursache der Aroma- und Bitterstoff-
bildung diskutiert.

1.1.2.1  Bildung flichtiger Substanzen und Aromastoffe

Reichstein und Staudinger untersuchten schon vor 90 Jahren aromaaktive Substanzen in
gerdstetem Kaffee und identifizierten dabei 29 fllichtige Substanzen. Heute ist die Anzahl der
bekannten Aromastoffe in Kaffee auf ber 850 angestiegen (Flament, 2002), wobei gezeigt
wurde, dass nur ca. 25 Odorantien benétigt werden, um das typische Aroma eines Kaffee-
getrankes zu simulieren (Semmelroch et al., 1995, 1996 und Mayer et al., 2000). Zu diesen
Schliisselaromastoffen, deren Konzentrationen in Kaffee oberhalb der Geruchsschwellen
vorliegen, gehdren das 2,3-Butandion (20) (butterartig), 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (21) (karamellartig) und Vanillin (22) (vanilleartig), verschiedene erdig riechende
Pyrazine (23 - 25), das schweflig-rostartig riechende Furfurylthiol (26), das schwefelartig
riechende Methional (27), sowie die rauchigen phenolischen Verbindungen Guajakol (29),
4-Ethylguajakol (30), 4-Vinylguajakol (31) und das fruchtige (E)-B-Damascenon (28)
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Strukturen wichtiger Aromastoffe des Kaffees (Grosch, 1996). 2,3-Butandion (20),
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (21), Vanillin (22), 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin (23),
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin  (24), 2-lsobutyl-3-methoxypyrazin (25), Furfurylthiol (26),
Methional (27), (E)-B-Damascenon (28), Guajakol (29), 4-Ethylguajakol (30) und 4-Vinylguajakol
(32).

In einer Arbeit von Moon und Shibamoto (2009) wurden neben diesen oben genannten
Schlisselaromastoffen Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und 5-Hydroxymethylfurfural (34)
(Abbildung 6) als majore Verbindungen in der flichtigen Fraktion von Kaffee identifiziert.
Die Gehalte dieser Furanderivate hingen stark vom Rdstgrad der untersuchten Proben ab. In
schwach gerésteten Proben wurden relativ hohe Konzentrationen der Furane detektiert,

welche mit zunehmendem Rdstgrad abnahmen.
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Abbildung 6: Struktur der Furanderivate Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und
5-Hydroxymethylfurfural (34).

1.1.2.2 Thermischer Abbau von Chlorogensauren und die Bildung von
Bitterstoffen

Der Prozessschritt des Rostens reduziert den Chlorogensauregehalt um bis zu 60 % in leicht
gerosteten und bis zu 100 % in stark gerdsteten Kaffeeproben (Trugo und Macrae, 1984).
Hierbei gibt es Unterschiede in den Abbauraten der einzelnen Isomere. Die Gehalte an
5-O-Caffeoylchinaséure (7) nehmen stets starker ab als die der 3- und 4-Isomere (5, 6),
welche sogar in ihren Konzentrationen leicht ansteigen kénnen. Diese Zunahme kann
abhangig vom Rdéstgrad durch den Abbau der Di-Caffeoylchinasauren oder durch thermische
Umlagerungen von 3-CQA (5) in 4-CQA (6) oder von 5-CQA (7) in 4- oder 3-CQA (5, 6)
erklart werden (Farah et al., 2005).

Als Abbauprodukte der Chlorogensauren wurden die Chlorogensaurelaktone identifiziert, die
durch Dehydratation und intramolekulare Veresterung aus den Chlorogensauren 3-CQA (5),
4-CQA (6) und 5-CQA (7) entstehen. Es bilden sich die korrespondierenden Laktone 5-O-
Caffeoyl-muco-y-chinid (35), 3-O-Caffeoyl-)~chinid (36), 4-O-Caffeoyl-muco-j-chinid (37),
5-O-Caffeoyl-epi-&-chinid (38), 4-O-Caffeoyl--chinid (39) und 3-O-Caffeoyl-epi-&-chinid (40).
In der gleichen Weise werden die Verbindungen 3,4-O-Dicaffeoyl-j-chinid (41), 3,5-O-
Dicaffeoyl-epi-o-chinid ~ (42) und  4,5-O-Dicaffeoyl-muco-y-chinid (43) aus den
O-di-Caffeoylchinasauren gebildet (Bennat et al., 1994, Farah et al., 2005, Stadler et al.,
1996) (Abbildung 7). Diesen Laktonen wurde von Frank et al. (2006 und 2008) eine

Schlusselrolle fir den angenehmen bitteren Geschmack von Kaffee zugeordnet.
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Abbildung 7: Chemische Strukturen der bitteren Caffeoylchinasaurelaktone 5-O-Caffeoyl-
muco-ychinid (35), 3-O-Caffeoyl-pchinid (36), 4-O-Caffeoyl-muco-jchinid (37), 5-O-Caffeoyl-
epi-&-chinid (38), 4-O-Caffeoyl-y-chinid (39), 3-O-Caffeoyl-epi-ychinid (40), 3,4-O-Dicaffeoyl-y
chinid (41), 3,5-O-Dicaffeoyl-epi-&-chinid (42) und 4,5-O-Dicaffeoyl-muco-p-chinid (43).

Quantitative Studien ergaben, dass die Gehalte dieser bitteren Laktone nach Durchlaufen
eines Maximums mit zunehmendem RoOstgrad wieder abnehmen. Da trotz der Abnahme
dieser Laktone die Bitterkeit des Kaffees mit zunehmendem Rd&stgrad zunimmt, sollten
weitere Bitterstoffe das Geschmacksprofil stark gerdsteten Kaffees pragen. Modellversuche
an Chlorogensaurelaktonen (Hofmann, personliche Mitteilung), 5-O-Caffeoylchinasaure (7)
bzw. Kaffeesaure (1) (Frank et al., 2007) ergaben die Bildung bitterer Phenylindane als
geschmacksaktive Folgeprodukte des aus dem Caffeoyl-Rest freigesetzten Intermediates
4-Vinylcatechol (44) (Abbildung 8). Folgestudien beschreiben eine Abhangigkeit der Bildung
der Phenylindane im Kaffee vom Rdstgrad der Bohnen (Blumberg et al., 2010). Sensorische
Untersuchungen ergaben dabei eine weniger angenehme Bitterkeit, die auch als tUberrdstet

und harsch beschrieben wird, und charakteristisch fir stark gerosteten Espresso ist.
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Abbildung 8: Reaktionsmechanismus zur Bildung der Phenylindane aus 5-O-Caffeoyl-
chinasaure (7) bzw. Kaffeesaure (1) Uber 4-Vinylcatechol (44) als Schlisselintermediat (Frank et
al., 2007). Trans-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (45), cis-5,6-Dihydroxy-
1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (46), trans-1,3-Bis(3",4"-dihydroxyphenyl)-1-buten (47),
1,3-Bis(3",4’-dihydroxyphenyl)butan  (48), trans-4,5-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxy-
phenyl)indan (49), cis-4,5-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (50), trans-5,6-
Dihydroxy-1-methyl-3-[3",4"-dihydroxy-5"-(1-(3"",4""-dihydroxyphenyl)-1-ethyl)phenyl] indan (51),
cis-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-[3",4"-dihydroxy-5"-(1-(3"",4""-dihydroxyphenyl)-1-ethyl)-phenyl]-
indan (52), 5,6-Dihydroxy-1-methyl-2-[1-(3",4"-dihydroxyphenyl)-1-ethyl]-3-(3"",4""-dihydroxy-
phenyl)indan (53).
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Wahrend des Rostprozesses lauft neben einer Laktonisierung und einem Abbau unter
Bildung von Phenylindanen auch eine thermische Zersetzung der Chlorogenséauren unter
Formation diverser Mono-, Di- und Trihydroxybenzole ab (Abbildung 9) (Hbgel, 1958, Tressl
et al., 1978. Clifford, 1979, Lang et al., 2006). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass die Hydroxybenzole Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon (55) und
Catechol (56) aus dem Chinasaure-Grundgertst der 5-CQA (7) gebildet werden. Hingegen
entstehen die ethylierten und methylierten Catechole (57-59) sowie das 4-Vinylcatechol (44)
(Hofmann, T., perstnliche Mitteilung) aus dem Kaffeeséuregertst der 5-CQA (7) (Muller et
al., 2006 b).
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Abbildung 9: Reaktionsmechanismus zur Bildung von Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon
(55), Catechol (56), 4-Vinylcatechol (44), 4-Ethylcatechol (57), 4-Methylcatechol (58) und
3-Methylcatechol (59) aus 5-O-Caffeoylchinaséure (7) uber die Hydrolyseprodukte China-

saure (4) und Kaffeesaure (1).
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Miller et al. (2006a,b) wiesen nach, dass die thermisch generierten niedermolekularen
Hydroxybenzole mit aromaaktiven schwefelhaltigen Substanzen wie 2-Furfurylthiol (26)
kovalente Bindungen eingehen und somit essenziell zum Abflachen des Aromas wahrend
der ersten 30 Minuten nach Aufbriihen eines Kaffees beitragen (Abbildung 10). Fir die
gebildeten Thioether wurde ein bitterer Geschmack beschrieben (Kreppenhofer et al., 2010).

44
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Abbildung 10: Reaktionsmechanismus zur Bildung von 3-((2-Furylmethyl)sulfanyl)-5-
ethylcatechol (60), 4-((2-Furylmethyl)sulfanyl)hydroxyhydrochinon (61) und 3,4-Bis((2-
furylmethyl)sulfanyl)hydroxyhydrochinon (62) aus Furfurylthiol (26) mit 4-Vinylcatechol (44)
oder Hydroxyhydrochinon (55) wahrend der ersten 30 min nach Aufbrihen eines Kaffee-

getrankes.
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1.1.2.3 Bisherige Erkenntnisse zu Bitterstoffen im Kaffeegetrank

Wahrend der rohe Kaffee fast gar keine Bitterkeit aufweist, nimmt diese mit steigendem
Rostgrad zu. Der bittere Geschmack eines Kaffeegetrankes stellt eines der Hauptqualitats-
merkmale eines Kaffees dar. Daher ist es entscheidend, die Bildung der Bitterstoffe wahrend
des ROstprozesses zu kontrollieren, um somit eine gleichbleibende Qualitat eines Kaffees
sicher zu stellen. Trotz einer Vielzahl an Untersuchungen beziglich der Bitterkeit, gibt es bis
heute keine zufriedenstellenden Daten, welche die Gesamtbitterkeit eines Kaffeegetrankes
erklaren.

In ersten Arbeiten zur Bitterkeit eines Kaffeegetrankes wurde fir die Alkaloide Koffein und
Trigonellin ein Beitrag zur Bitterkeit bestatigt (Chen, 1979). Mit einem Bitterschwellenwert
von 60 — 200 mg/mL (Tabelle 2) Ubersteigt das Koffein fast 20-fach die Geschmacks-
schwellenwertkonzentration im Kaffeegetrank. Dennoch ist Koffein nur fir 10-30 % der
Bitterkeit verantwortlich.

Schon 1975 vermutete Belitz, dass die Ro&stkaffee-Bitterkeit durch die bei der Réstung
entstehenden Substanzen erklart werden kann. Somit wird den in Rohkaffee vorkommenden
Bitterstoffen wie Trigonellin und den Chlorogenséauren, die wahrend der Rdstung stark
abgebaut werden, eine untergeordnete Rolle bei der Gesamtbitterkeit zugeschrieben. Es
wird vermutet, dass die thermischen Abbauprodukte des Trigonellins und der Chlorogen-
saure einen Beitrag zur Bitterkeit leisten. So wird fur die Chinasaure, ein thermisch
generiertes Spaltprodukt der Chlorogensduren, ein bitterer aspirindhnlicher Geschmack
beschrieben. Mit einem Geschmacksschwellenwert von 10 ppm wird die Schwellenwert-
konzentration um ca. den Faktor 20 in einem Kaffeegetrank Uberschritten. (Maga, 1978,
McCamey et al., 1990). Dennoch ist bis heute noch nicht bestatigt, ob die Chinasaure einen
Beitrag zur Gesamtbitterkeit eines Kaffeegetrankes leistet.

Weitere Untersuchungen der Inhaltsstoffe des Kaffeegetrankes ergaben eine Abhéngigkeit
der Bitterkeit von den enthaltenen Pyridingehalten (Liardon et al., 1984); und nach
Shibamoto et al. (1981) korreliert die Bitterkeit von Arabica Kaffee mit dem Gehalt an
Furfurylalkohol. Weitere thermisch generierte Produkte, die einen bitteren Geschmack
aufweisen, stellen die von Ginz, 2000 und 2001a verdffentlichten Diketopiperazine dar. Diese
sind zyklische Dipeptide, welche thermisch induziert aus zwei Aminosauren durch eine
Zyklodehydrierung gebildet werden. Fir diese Substanzen detektierte Ginz, 2001b
Schwellenwertkonzentrationen im Bereich von 30-40 ppm (Tabelle 2). Einen Beitrag zur
Bitterkeit eines Kaffeegetrankes wurde von Ginz (2001b) vermutet, konnte aber im Rahmen
seiner Arbeit nicht vollstandig geklart werden.

Weitere Substanzen, die in Kaffee infolge der Ro&stung entstehen sind die bitter
schmeckenden Laktone (Abbildung 7), die von Frank et al., 2006 und 2008 auf ihren

bitteren Geschmack hin evaluiert wurden. Diese Studien zeigten, dass der bittere
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Schwellenwert von der chemischen Struktur der Substanzen abhing. Die Caffeoyl-j-chinide
und Feruyl-)~chinide zeigten sehr &hnliche Schwellenwerte im Bereich von 29 — 40 umol/L,
wohingegen das epi-o-Chinid eine sechsfach hohere Schwellenwertkonzentration im
Vergleich zu den »Chiniden aufzeigte. Die niedrigsten Schwellenwertkonzentrationen mit
10 pmol/L zeigten die disubstituierten »Chinide. In Ubereinstimmung mit den Daten der
mono-substituierten Chinide zeigte das disubstituierte 3,5-O-Dicaffeoyl-epi-o-chinid (42)
einen funffach hoheren Schwellenwert im Vergleich zu den anderen Isomeren. Neben diesen
Laktonen identifizierten Frank et al. 2007 die Phenylindane als eine Gruppe bitterer Sub-
stanzen, die wahrend des Rostprozesses aus Kaffeesaure (1) gebildet werden (Abbildung
8). Bei der Untersuchung der bitteren Geschmacksschwellen konnte gezeigt werden, dass
die Phenylindane ebenfalls sehr niedrige Schwellenwertkonzentrationen im Bereich
zwischen 23 und 178 pmol/L (Tabelle 2) aufweisen, und einen Geschmacksbeitrag zur

Bitterkeit von Kaffee leisten kdnnen.

Tabelle 2: Humane Geschmacksschwellen [umol/L] der in Kaffee vorkommenden Bitterstoffe.

Geschmacksschwelle bitter

Substanz (Nr.)?

[mg/L] [umol/L]
Koffein 146 750"
Trigonellin 2500° 18248
cis-cyclo(Pro-Val) 40° 204
trans-cyclo(Pro-Val) 37¢ 189
cis-cyclo(Pro-lle) 30° 143
cis-cyclo(Pro-Leu) 35¢ 167
trans-cyclo(Pro-Leu) 30° 143
cis-cyclo(Pro-Phe) 30° 123
trans-cyclo(Pro-Phe) 32¢ 131
cis-cyclo(Pro-Pro) 32¢ 165
Furfurylalkohol (32) 19 - 40° 194 - 408
5-Hydroxymethylfurfural (34) 200' 1586
3-((2-Furylmethyl)sulfanyl))-5-ethylcatechol (60) 8g" 350
3,4-Bis((2-furylmethyl)sulfanyl))hydroxyhydrochinon (61) 32" 135
5-O-Caffeoyl-muco-y-chinid (35) 10' 29
3-O-Caffeoyl-j-chinid (36) 13’ 40
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Geschmacksschwelle bitter
Substanz (Nr.)*

[mg/L] [umol/L]
4-O-Caffeoyl-muco-y-chinid (37) 11’ 30
5-O-Caffeoyl-epi-5-chinid (38) 61’ 180
4-O-Caffeoyl-chinid (39) 12' 36
3-O-Caffeoyl-epi-y-chinid (40) 20 58
3-O-Caffeoyl-epi-y-chinid (40) 20 58
3,4-0O-Dicaffeoyl-j-chinid (41) 5' 10
3,5-O-Dicaffeoyl-epi-s-chinid (42) 25' 50
4,5-O-Dicaffeoyl-muco-j-chinid (43) 5' 10
trans-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (45) 48 178
cis-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (46) 40 148
trans-1,3-Bis(3",4"-dihydroxyphenyl)-1-buten (47) 39 145
1,3-Bis(3",4 -dihydroxyphenyl)butan (48) 6 23
trans-4,5-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (49) 12 45
cis-4,5-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-dihydroxyphenyl)indan (50) o 32
trans-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-[3",4"-dihydroxy-5"-(1-(3"",4" -
dihydroxyphenyl)-1-ethyl)phenyl]indan (51) 27" 67
cis-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-[3",4"-dihydroxy-5"-(1-(3"",4""-
dihydroxyphenyl)-1-ethyl)phenyl]indan (52) 24° 60
5,6-Dihydroxy-1-methyl-2-[1-(3",4"-dihydroxyphenyl)-1-ethyl]-3-(3",4""- 15 .

dihydroxyphenyl)indan (53)

2 Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 4, 6, 7 und 8. b Stark, 2005b.
¢ Ordynsky, 2006. ¢ Ginz, 2001b. ¢ Shibamoto et al., 1981. ' McCamey et al., 1990. ¢ Maga, 1978. " Kreppenhofer
et al., 2010. " Frank et al., 2006. I Frank et al., 2008.% Frank et al., 2007.
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1.2 Ziel der Untersuchungen

Aufgrund der Multiplizitat und Komplexizitat der Fraktion nicht-fliichtiger Inhaltsstoffe sind die
den Bittergeschmack von Kaffeegetranken pragenden Molekile bis heute nicht vollstandig
aufgeklart. Obwohl in den letzten Jahren einige Schlisselbitterstoffe von Kaffee als
Polyphenol-Thermolyseprodukte identifiziert werden konnten, scheiterten weitere Versuche,

aufgrund der Instabilitéat dieser Verbindungen, die Bitterstoffe aus Rostkaffee zu isolieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, durch geeignete Modellexperimente weitere Einblicke in die
Bildung und in die Strukturchemie potentieller Bitterstoffe zu erhalten und deren Vorkommen
in Rostkaffee anschlieRend massenspektrometrisch zu validieren. Als reaktive Kaffeeinhalts-
stoffe und potentielle Bitterprakursoren wurden zum einen diverse Furanderivate wie z.B.
Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) mit Chlorogen-
saureabbauprodukten wie z.B. Kaffeesadure (1), Pyrogallol (54), Catechol (56), Hydroxy-
hydrochinon (55), 4-Methylcatechol (58) und 3-Methylcatechol (59) zur Reaktion gebracht.
Zum anderen sollte die Bildung von Bitterstoffen aus der Maillard-Reaktion von Kohlen-
hydraten und Aminoséauren in Gegenwart von Polyphenolen auf molekularer Ebene studiert
werden. Nach Strukturaufklarung der Reaktionsprodukte mittels LC-MS und 1D- und 2D-
NMR-Spektroskopie sollten diese sensorisch charakterisiert und deren Vorkommen in
Rostkaffeegetranken validiert und mittels Stabil-Isotopen-Verdiinnungs-Analyse (SIVA)

quantitativ bestimmt werden.
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2 Ergebnisse

Bisherige Studien wiesen der Bildung von Polyphenolabbauprodukten eine Schlisselrolle bei
der Entwicklung des typischen Geschmacks im Zuge des KaffeerGstens zu. Eine direkte
Isolierung und Strukturaufklarung unbekannter Bitterstoffe aus ROstkaffee ist auf Grund der
oxidativen und chemischen Instabilitat vieler Kaffeeinhaltstoffe jedoch nicht zielfihrend. In
der Vergangenheit wurden erfolgreich diverse lebensmittelverwandte Modellsysteme
entwickelt, welche die Entdeckung bislang unbekannter Geschmacksstoffe und
Geschmacksmodulatoren in unterschiedlichen Lebensmitteln ermdglichten. So wendeten
Haseleu et al. (2009) und Intelmann et al. (2009, 2010) geeignete Modellsysteme zur
Klarung bislang unbekannter geschmacksaktiver Substanzen in Bier an. Sonntag et al.
(2010) beschrieben neuartige Substanzen in Fleischsaft und Ottinger et al. (2001 und 2003)
gelang damit die Identifizierung geschmacksaktiver Maillard-Reaktionsproukte in dunklem
Malz. Daher sollte im Folgenden ein Modellsystem der Kaffeeréstung entwickelt werden, das
die Isolierung, die Strukturaufklarung sowie die sensorische Evaluierung von Polyphenol-

Thermolyseprodukten ermdéglichte.

2.1 Struktur und Bildung von Bitterstoffen aus Di- und Trihydroxy-

benzolen in Rostkaffee

Das Literaturstudium ergab, dass Di- und Trihydroxybenzole sowie die Furanderivate
Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) reaktive Inhaltsstoffe und
potentielle Bitterstoffvorstufen in Kaffee darstellen (Belitz, 1977, Tressl et al., 1978, Clifford,
1979, Shibamoto et al., 1981, Haffenden und Yaylayan, 2005, Lang et al., 2006, Moon und
Shibamoto, 2009).

Fur Modellstudien wurden daher die Di- und Trihydroxybenzole Pyrogallol (54), Hydroxy-
hydrochinon (55), Catechol (56) sowie 4- und 3-Methylcatechol (58 und 59) gewahlt.
AulRerdem wurde fur die Reaktionen das Dihydroxybenzol Resorcin (63, Abbildung 11) ein-
gesetzt. Zur Untersuchung der Bildung von potentiellen Bitterstoffen wurde eine Screening-
methode entwickelt, bei der binare Mischungen von Di- und Trihydroxybenzolen (54, 55, 56,
58, 59, 63) und Furanderivaten (32, 33, 34) in Modellrdstansatzen erhitzt und auf die Bildung
potentieller Produkte hin untersucht wurden. Nach Isolierung majorer Reaktionsprodukte
erfolgte deren Strukturaufklarung sowie die Bestimmung der Geschmacksqualitadt und

Geschmacksschwellenkonzentrationen.
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2.1.1 Reaktionen von Di- und Trihydroxybenzolen mit Furfurylalkohol

Um die Reaktionen zwischen Di- und Trihydroxybenzolen und Furfurylalkohol (32) zu
untersuchen, wurden die Hydroxybenzole Catechol (56), Pyrogallol (54), Hydroxyhydro-
chinon (55), 3-Methylcatechol (59) und 4-Methylcatechol (58) jeweils mit Furfurylalkohol (32)
erhitzt. Des Weiteren wurden Chlorogenséaure (7) und Kaffeesdure (1) mit dem Alkohol (32)
umgesetzt, da diese beiden Sauren als Prékursoren der Di- und Trihydroxybenzole im Kaffee
bekannt sind. Zuséatzlich zu den im Kaffee nachgewiesenen Di- und Trihydroxybenzolen
wurde Resorcin (63, Abbildung 11) aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit verwendet, um

systematische Reaktionsstudien durchzufiihren.

HO/©\OH

63

Abbildung 11: Struktur des eingesetzten Dihydroxybenzols Resorcin (63).

Um die Reaktionsbedingungen hinsichtlich der Ausbeute der Reaktionsprodukte zu
optimieren, wurden unterschiedliche Parameter im Folgenden untersucht. Zum einen wurde
die Verwendung des eingesetzten Lésungsmittels (wassriges oder wasserfreies System) auf
die Bildung von Reaktionsprodukten untersucht. Zuséatzlich wurde das Phenol/Furan Ver-

héltnis ebenso wie die Reaktionszeit fur die analytischen Ansétze optimiert.

2.1.1.1 Reaktion von Catechol mit Furfurylalkohol

Um das Bildungspotential von Reaktionsprodukten aus Catechol (56) und Furfuryl-
alkohol (32) unter Kaffeergstbedingungen zu studieren, wurde in einem ersten Reaktions-
ansatz eine aquimolare Mischung dieser Verbindungen in 1 %iger wassriger Essigsaure
geldst, mit Kieselgel als Rostmatrix gemischt und nach einer Trocknungsphase (2 h, 50 °C)
fir 10 min bei 180 °C gerdstet. Zur Extraktion der mdglichen Reaktionsprodukte wurde das
Tragermaterial mit einer Aceton/Wasser-Mischung (7/3; v/v) extrahiert. Das organische
Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt und die wassrige Losung mittels RP-HPLC-DAD
analysiert.

Wie aus Abbildung 12A ersichtlich, ergab die HPLC-Analyse, dass ein Hauptprodukt bei der
Reaktion gebildet wurde, welches nach 21 min von der Saule eluierte und ein Absorptions-
maximum bei 220 und 284 nm aufwies. Weiterhin waren in dem Chromatogramm noch

grof3e Mengen an Edukten detektierbar.
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Fur eine schnelle Bestimmung des Molekulargewichtes des Reaktionsproduktes wurde die
Reaktionslosung in einem analytischen HPLC-Lauf fraktioniert und direkt mittels LOOP-
Injektion massenspektroskopisch analysiert. Die LC-MS Analyse des isolierten Peaks der
Substanz 64 ergab ein Pseudomolekilion ([M-H]) von m/z 198. Die hochauflésende
Massenspektroskopie ergab eine elementare Zusammensetzung von Cy;H;,0; fiir das Ziel-
molekil 64. Dies wies auf eine Reaktion von einem Molekul Catechol (56) mit einem Molekdl
Furfurylalkohol (32) hin. Bei einer ersten sensorischen Analyse konnte ein bitterer
Geschmack fur das Reaktionsprodukt bestimmt werden.

Da die Ausbeuten der Reaktion fir eine eindeutige Strukturaufklarung mittels NMR-
Spektroskopie zu gering waren, wurden die Reaktionsbedingungen verandert und die Edukte
bei 100 °C fur 120 min in wassriger Lésung zur Reaktion gebracht. Durch den Vergleich der
HPLC-Chromatogramme der trocken erhitzten Probe und der wassrigen Reaktionslosung
wurde bestatigt, dass in beiden Reaktionssystemen ein vergleichbares Peakmuster mit dem
Reaktionsprodukt 64 auftrat (Abbildung 12B). Durch Aufskalierung der Modellreaktion in
wassrigem Medium wurde diese Reaktion im préaparativen Maf3stab angesetzt und der
Reaktionsansatz mittels MPLC auf RP-18 Material aufgetrennt. Nach einer finalen
Aufreinigung mittels praparativer RP-18-HPLC und anschliel3ender Gefriertrocknung wurde
die Zielsubstanz 64 als ein amorphes Pulver in einer Reinheit von 98 % (HPLC, NMR)

erhalten.

) 56
1A
) 32
=<
: M\
f o
o I/
&l
&l
E 2
=3
o
(0]
O
< 64
10 15 20 25
Zeit [min]

Abbildung 12: RP-HPLC Chromatogramme (A=220 nm) einer bindren Mischung von Furfuryl-
alkohol (32) und Catechol (56) nach Erhitzung auf Kieselgel fir 10 min 180 °C (A) und in 1 %iger
wassriger Essigséure (120 min, 100 °C) (B). Das Reaktionsprodukt ist mit 64 markiert. Die
Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 6, 9 und 16.
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Das 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 13) der Substanz 64 zeigte sieben Resonanzsignale,
welche fur acht Protonen integrierten. Die detektierten Signale der chemischen
Verschiebung von 3,77, 5,96, 6,26 und 7,31 ppm wurden den Protonen H-C(7), H-C(9),
H-C(10), H-C(11) der Furan-2-ylmethyl-Einheit zugeordnet. Die drei Signale bei 6,52,
6,64 und 6,68 ppm wurden als die aromatischen Protonen H-C(5), H-C(1) und H-C(4) der
Catecholeinheit identifiziert. Die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen C(6) des
Catecholrings und dem C(7) des Furan-2-ylmethylrestes wurde durch die grof3e Kopplungs-
konstante von 8,0 Hz der Protonen H-C(4) und H-C(5) belegt.

H-C(7)
5 7 o)
N N TN
IR
3 1 o
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\ M H-C(10) H-C(9)
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chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 13: Ausschnitt aus dem 1H—NMR-Spektrum (400 MHz, d4-MeOD) und chemische
Struktur von 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64).

Diese Bindungskniipfung wurde dartuber hinaus auch durch die heteronuklearen
Kopplungen, welche im HMBC Spektrum sichtbar waren, bestétigt. Das Kohlenstoffatom in
Position C(7) der Furan-2-ylmethyl-Einheit koppelte mit den Protonen H-C(1) und H-C(5) der
Catecholeinheit des Molekils. Unter Bericksichtigung aller spektroskopischen Daten konnte
das Reaktionsprodukt von Catechol (56) und Furfurylalkohol (32) eindeutig als
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64, Abbildung 16) identifiziert werden. Obwohl
die Struktur der Substanz schon 1960 auf Basis von IR-Experimenten postuliert wurde
(Kenzo, 1960, 1961), fehlten bis heute die Daten fir eine eindeutige Strukturaufklarung
mittels LC-MS und NMR-Experimenten.
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2.1.1.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die Reaktion weiterer Di-
und Trihydroxybenzole mit Furfurylalkohol

Um zu untersuchen, ob unter wéssrigen oder wasserfreien Bedingungen héhere Ausbeuten
an Reaktionsprodukten erzielt werden konnen, wurden jeweils aquimolare binare
Mischungen der vorher genannten Di- und Trihydroxybenzolen (54, 55, 56, 58, 59, 63) oder
den jeweiligen Prékursoren (1, 7) und Furfurylalkohol (32) in 1 %iger Essigséure in Wasser
(wassriges System) oder in trockenem Tetrahydrofuran mit 1 % Trifluoressigsaure (wasser-
freies System) erhitzt. Die entsprechende Erhitzungstemperatur richtete sich nach dem
Siedepunkt des jeweiligen Losungsmittels. Das wassrige System wurde eine Stunde auf
100 °C erhitzt und das wasserfreie System eine Stunde auf 70 °C. Die Reaktionsansatze des
wassrigen Systems wurden direkt nach Verdinnung und Membranfiltration analysiert,
wohingegen die Ansatze des wasserfreien Systems erst nach Entfernung der organischen
Phase unter reduziertem Druck und Aufnahme des Riickstandes in Wasser/Methanol (7/3;
v/v) auf mogliche Reaktionsprodukte mittels HPLC-DAD gescreent wurden.

Die Analyse der Chromatogramme zeigte, dass nur in den wassrigen Systemen neue
Reaktionsprodukte aus den Mischungen der Di- und Trihydroxybenzole und Furfurylalkohol
entstanden sind (Daten nicht gezeigt). In den wasserfreien Systemen konnten nur die nicht
abgebauten Ausgangssubstanzen nachgewiesen werden. Interessanterweise wurden unter
den Reaktionsbedingungen des wassrigen Systems auch nur Reaktionsprodukte aus den Di-
und Trihydroxybenzolen nachgewiesen, wohingegen Kaffeesaure (1) und Chlorogen-
saure (7) keine Reaktivitat mit Furfurylalkohol (32) zeigten. Fir alle weiteren Untersuchungen
wurden die Reaktionsansatze in dem wassrigen System mit den Di- und Trihydroxybenzolen
54, 55, 56, 58, 59, 63 durchgefihrt.

Zur Optimierung des pH-Wertes der Lésungen wurden die Reaktionsmischungen in 1 %iger
Essigsaure in Wasser (pH 3) und auf3erdem noch in reinem Wasser (pH 7) erhitzt. Beim
Erhitzen der bindren Mischungen bei pH 7 konnte keine Produktbildung mittels HPLC-DAD
evaluiert werden. In dem angesauerten LOsungsmittel hingegen konnte fir alle
Reaktionslosungen eine Produktbildung detektiert werden. Hieraus lasst sich schlieRen, dass
die Reaktion der Di- und Trihydroxybenzole mit Furfurylalkohol (32) unter sauer katalysierten
Bedingungen ablauft.

Zur Optimierung der Reaktionszeit wurden bindre Mischungen fir 10, 60, 120, 240 und
480 min auf 100 °C erhitzt und mittels HPLC-DAD analysiert. Durch Variation des Anteils an
Furfurylalkohol (32) (1:1; 1:5; 1:10) wurde zudem der Einfluss des Phenol/Furan-
Verhaltnisses tberpruft. Die erhaltenen Reaktionsanséatze wurden nach Probenvorbereitung
mittels RP-HPLC-DAD analysiert und jeweils das Verhaltnis von Edukt zu Produkt bestimmt.

In Tabelle 3 sind die optimierten Reaktionsbedingungen fur die Reaktionen der Di- und

22



Ergebnisse

Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) mit Furfurylalkohol (32) in 1 %iger wassriger
Essigsaure zusammengefasst.

Fur die Reaktionspartner Catechol (56) und Resorcin (63) war eine Erhitzungsdauer von
120 min und das Phenol/Furan-Verhéltnis von 1:5 optimal. Dieses Verhaltnis war ebenfalls
fur Pyrogallol (54) und Hydroxyhydrochinon (55) am effektivsten, wobei in beiden Fallen eine
kurze Erhitzungsdauer favorisiert wurde. Im Falle der methylierten Catechole 58 und 59
fuhrte eine zweistiindige Erhitzung bei einem &aquimolaren Eduktverhaltnis zur besten
Ausbeute. Fir die Kaffeeinhaltstoffe Kaffeesaure (1) und Chlorogensaure (7) konnte unter

keiner der gewahlten Bedingungen die Bildung von Reaktionsprodukten beobachtet werden.

Tabelle 3: Optimierte Reaktionsbedingungen fir die Bildung der Reaktionsprodukte 64 - 69 aus
binadren Modellsystemen von Di- und Trihydroxybenzolen (1, 7, 54 - 56, 58, 59, 63) und Furfuryl-
alkohol (32).

Di- und Trihydroxybenzol® optimale Reaktionszeit Phenol/Furan Ausbeute  Reaktionsprodukt
[min]® bei 100 °C Verhaltnis® (9]
Catechol (56) 120 15 32 64
Resorcin (63) 120 15 27 65
Pyrogallol (54) 60 15 24 66
Hydroxyhydrochinon (55) 10 15 12 67
4-Methylcatechol (58) 120 11 17 68
3-Methylcatechol (59) 120 11 19 69
Kaffeesaure (1) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Chlorogensaure (7) n.d. 1:1-1:10 n.d.

# Binare Mischungen der Di- und Trihydroxybenzole (0,04 mmol) und Furfurylalkohol (0,04 - 0,4 mmol) in
wassriger Essigsaure (1 mL, 1 % in Wasser) wurden fir unterschiedliche Zeiten (10 - 480 min) bei 100 °C erhitzt.
® Die optimalen Erhitzungszeiten wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. © Die optimierten Edukt-
verhaltnisse wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. 4 Ausbeuten der gebildeten Produkte, basierend
auf Flachenverhdltnissen im HPLC-UV-Chromatogramm bei 220 nm im Vergleich zum eingesetzten Di- und
Trihydroxybenzol. n.d.: kein Reaktionsprodukt detektierbar. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die
Strukturen in Abbildung 4, 9, 11 und 16.

Fur die Strukturaufklarung der Zielkomponenten 64 - 69 wurden die einzelnen Modell-
reaktionen im préparativen Mal3stab durchgefuhrt. Die erhaltenen Reaktionsmischungen
wurden mittels MPLC zunéachst vorgetrennt. Die finale Aufreinigung der Reaktionsprodukte
erfolgte mittels praparativer RP-HPLC. Die synthetisierten Substanzen wurden in hoher
Reinheit isoliert und zur Strukturaufklarung mittels UV/Vis-, LC-MS/MS-, HRMS-, 1D- und

2D-NMR-Experimenten herangezogen.

23



Ergebnisse

Reaktion von Resorcin mit Furfurylalkohol

Bei der Reaktion von Resorcin (63) und Furfurylalkohol (32) entstand das Reaktionsprodukt
65, welches ein Pseudomolekilion von m/z 189 ([M-H]) aufzeigte. Dieses Ergebnis kor-
relierte mit den Daten der Substanz 64. Im Unterschied zum *H-NMR-Spektrum von 64 war
das Proton Signal H-C(4) bei der Substanz 65 auf 6,22 ppm hochfeldverschoben. Die homo-
nuklearen Kopplungen 3J, 5 mit 8 Hz und “J, 4 mit 2,4 Hz deuteten darauf hin, dass die Furan-
2-yImethyl-Einheit mit dem Kohlenstoffatom in Position C(6) im Resorcinmolekil verknUpft
war. Dieses Ergebnis wurde durch die heteronuklearen Kopplungen im HMBC bestatigt. Der
Kohlenstoff an Position C(7) koppelte nur mit den beiden Protonen in Position H-C(5) und
H-C(9) (Abbildung 14). Die Substanz 65 (Abbildung 16) wurde als 1,3-Dihydroxy-4-(furan-

2-yImethyl)-benzol identifiziert, welches von Kenzo 1960 bereits beschrieben wurde.
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Abbildung 14: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (400 MHZ, d;-MeOD) und chemische
Struktur von 1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65).
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Reaktion von Pyrogallol und Hydroxyhydrochinon mit Furfurylalkohol

Sowohl Pyrogallol (54) als auch Hydroxyhydrochinon (55) gehéren zu der Gruppe der
Trihydroxybenzole. Der Unterschied dieser beiden Konstitutionsisomere liegt in der
Anordnung der Hydroxygruppen am Benzolring. Bei Pyrogallol (54) sind die drei Hydroxy-
gruppen in den Positionen 1, 2 und 3 in direkter Nachbarstellung angeordnet, wohingegen im
Hydroxyhydrochinon (55) die Hydroxygruppen in Position 1, 2 und 4 am Benzolring lokalisiert
sind. LC-MS und LC-TOF-MS Experimente der Substanzen 66 und 67, welche aus den
Reaktionsansatzen von Pyrogallol (54) bzw. Hydroxyhydrochinon (55) mit Furfurylalkohol
(32) isoliert wurden, zeigten beide ein Pseudomolekilion von m/z 205 ([M-H]) und eine
elementare Zusammensetzung von Ci;H;00, fiir beide Isomere. Die *H-NMR-Spektren der
Substanzen 66 und 67 zeigten jeweils Protonensignale bei einer Verschiebung von 3,82,
5,90, 6,25 und 7,31 ppm, diese wurden den Protonen in den Positionen H-C(7), H-C(9),
H-C(10) und H-C(11) der Furan-2-ylmethyl-Einheit zugeordnet (Abbildung 15). Zwei
koppelnde, direkt benachbarte aromatische Protonen mit einer Kopplungskonstanten von
%) =8,3 Hz fir das Pyrogalloladdukt 66 deuteten darauf hin, dass die Verkniipfung der
Furan-2-ylmethyl-Einheit mit dem Kohlenstoffatom C(6) des Pyrogallols stattgefunden hat. Im
Gegensatz dazu waren in dem 'H-NMR-Spektrum des Hydroxyhydrochinon Produktes 67
zwei isolierte aromatische Protonen sichtbar. Dies deutete darauf hin, dass hier ebenfalls die
Verknlipfung der Furan-2-ylmethyl-Einheit mit dem Kohlenstoffatom C(6) geschlossen
wurde. Diese Verknupfungen wurden mit den 2D-NMR-Spektren, insbesondere mit dem
HMBC-Spektrum bestétigt. Im Fall des Pyrogalloladduktes 66 war eine Kopplung von dem
Kohlenstoffatom C(7) zu den Protonen H-C(5) und H-C(9) sichtbar, wohingegen im Fall des
Hydroxyhydrochinon Produktes nur eine Kopplung vom Kohlenstoffatom in Position C(7) zu
dem Proton der Furan-2-yImethyl-Einheit H-C(9) auftrat. Basierend auf der Auswertung aller
spektroskopischer Daten wurden die isolierten Reaktionsprodukte als 1,2,3-Trihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) und 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67)
(Abbildung 16) identifiziert, welche bislang nach bestem Wissen noch nicht in der Literatur

beschrieben wurden.
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Abbildung 15: Ausschnitte aus den lH—NMR-Spektren (400 MHz, d4,-MeOD) und Strukturen von
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) (A) und 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-
benzol (67) (B).

Reaktion methylierter Dihydroxybenzole mit Furfurylalkohol

Die beiden Substanzen 68 und 69, welche aus den Reaktionsansatzen von Furfuryl-
alkohol (32) mit 4-Methylcatechol (58) oder 3-Methylcatechol (59) isoliert wurden, zeigten
beide ein Molekulargewicht von 204 Da. Die elementare Zusammensetzung der beiden
Molekile wurde mittels HRMS mit C,,H;,05 bestimmt. Die lH-NMR-Spektren von 68 und 69
zeigten die Protonensignale der Protonen H-C(7), H-C(9), H-C(10) und H-C(11), die somit
der Furan-2-ylmethyl-Einheit zugeordnet wurden. Aulerdem zeigten beide Spektren die
jeweiligen aromatischen Protonensignale, die den Protonen im aromatischen Ring des

3- und 4-Methylcatechols zugeordnet wurden. Im Fall des 4-Methylcatechols (58) waren die
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aromatischen Protonensignale bei einer Verschiebung von 6,55 und 6,57 ppm jeweils als ein
Singulett sichtbar. Dies liel3 darauf schlieRen, dass die Furfurylalkoholeinheit in Position C(6)
an das 4-Methylcatechol (58) addiert wurde, da die beiden Protonensignale keine Kopplun-
gen zu benachbarten Protonen aufwiesen. Im Falle der Reaktion von Furfurylalkohol (32) mit
3-Methylcatechol (59) erschienen die aromatischen Protonensignale bei einer Verschiebung
von 6,48 und 6,57 ppm. Beide Signale waren zu einem Dublett aufgespalten, das eine
Kopplungskonstante von 8 Hz aufwies. Daraus lie3 sich ableiten, dass diese beiden Pro-
tonen im aromatischen System direkt nebeneinander liegen. Aufgrund der 2-dimensionalen
HMBC Kopplungen des Kohlenstoffsignals C(12) zu den beiden aromatischen Protonen
H-C(4) und H-C(5) konnte geschlossen werden, dass die Addition der Furan-2-ylmethyl-
Einheit im Falle des 3-Methylcatechols ebenfalls in der Position C(6) stattgefunden hatte, da
diese Kopplungen nur Uber vier Bindungen sichtbar waren und bei einer Addition an einem
anderen Kohlenstoffatom nicht sichtbar wéren. Die Zuordnung der Signale aus den NMR-
Spektren der Reaktionsprodukte von 3- und 4-Methylcatechol mit Furfurylalkohol (32) fihrte
zu der eindeutigen Bestatigung der Substanzen zu den bisher in der Literatur noch nicht
beschriebenen Verbindungen 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68) und
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Chemische Strukturen der Reaktionsprodukte 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol (64), 1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-
2-ylmethyl)-benzol (66), 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67), 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-yImethyl)-5-methylbenzol  (68) und 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methyl-
benzol (69), die bei der Reaktion von Di- und Trihydroxybenzolen (54, 55, 56, 58, 59, 63) und
Furfurylalkohol (32) gebildet werden.
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2.1.2 Reaktionsprodukte aus Di- und Trihydroxybenzolen und Furfural

Um die Reaktionsprodukte, die bei einer Umsetzung von Di- und Trihydroxybenzolen (54, 55,
56, 58, 59, 63) mit Furfurylalkohol (32) entstanden, mit denen zu vergleichen, die bei der
Reaktion mit Furfural (33) entstehen, wurden Ansatze unter analogen Reaktionsbedingungen
durchgefuhrt. Hierfir wurden bindre Mischungen aus den Di- und Trihydroxybenzolen
Catechol (56), Resorcin (63), Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon (55), 3-Methylcatechol
(59) und 4-Methylcatechol (58) mit Furfural (33) in 1 %iger Essigsaure erhitzt. Auch hier
wurden zudem die beiden Prakursoren der Di- und Trihydroxybenzole, Kaffeesaure (1) und
Chlorogenséaure (7) mit Furfural (33) versetzt. Analog zu dem Experimentdesign in Kapitel
2.1.1.2 wurden Phenol/Furan-Verhaltnisse und Erhitzungsdauer variiert, um das Optimum
der Reaktionen zu bestimmen.

Die HPLC-Analyse zeigte, dass die Bildung von Reaktionsprodukten ausschlieR3lich in den
Modellansatzen nachgewiesen wurde, die Resorcin (63) oder Pyrogallol (54) enthielten. Die
ideale Erhitzungsdauer fir die Reaktion von Resorcin (63) und Furfural (33) wurde auf
120 min bestimmt, wohingegen Pyrogallol (54) bereits nach einer Reaktionszeit von 60 min
die besten Produktausbeuten lieferte. Weiterhin bestand ein Unterschied bei den einge-
setzten Phenol/Furan-Verhaltnissen. Fir die Reaktion zwischen Resorcin (63) und
Furfural (33) wurde die bestmogliche Ausbeute bei einem Einsatz von 1:5 erreicht und fur die
Reaktion zwischen Pyrogallol (54) und Furfural (33) erwies sich ein Verhaltnis von 1:10 als
optimal. Bei allen anderen Modellreaktionen konnten keine Produkte detektiert werden. Eine

Zusammenfassung der optimierten Reaktionsbedingungen ist in Tabelle 4 aufgelistet.

Fur die Strukturaufklarung wurden die Pyrogallol (54) und Resorcin (63) enthaltenden
Modellsysteme im praparativen Malistab angesetzt. Die erhaltenen Reaktionsldsungen
wurden anschlielend mittels MPLC aufgetrennt. Die finale Aufreinigung der Reaktions-
produkte 70 und 71 erfolgte mittels semipréparativer RP-HPLC. Nach Lyophilisation erfolgte
die ldentifizierung der Produkte mittels LC-MS/MS, LC-TOF-MS-Experimenten und 1D- und
2D-NMR-Spektroskopie.
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Tabelle 4: Optimierte Reaktionsbedingungen fiir die Bildung der Reaktionsprodukte aus
binaren Modellsystemen von Di- und Trihydroxybenzolen (1, 7, 54 - 56, 58, 59 und 63) und
Furfural (33).

Di- und Trihydroxybenzol® optimale Reaktionszeit Phenol/Furan Ausbeute  Reaktionsprodukt
[min]® bei 100 °C Verhaltnis® (%]
Catechol (56) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Resorcin (63) 120 15 17 70
Pyrogallol (54) 60 1:10 23 71
Hydroxyhydrochinon (55) n.d. 1:1-1:10 n.d.
4-Methylcatechol (58) n.d. 1:1-1:10 n.d.
3-Methylcatechol (59) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Kaffeesaure (1) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Chlorogenséure (7) n.d. 1:1-1:10 n.d.

? Binare Mischungen der Di- und Trihydroxybenzole (0,04 mmol) und Furfural (0,04 - 0,4 mmol) in wassriger
Essigsaure (1 mL, 1 % in Wasser) wurden fur unterschiedliche Zeiten (10 - 480 min) bei 100 °C erhitzt. ® Die
optimalen Erhitzungszeiten wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. © Die optimierten Eduktverhaltnisse
wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. ¢ Ausbeuten der gebildeten Produkte, basierend auf Flachen-
verhéltnissen im HPLC-UV-Chromatogramm bei 220 nm im Vergleich zum eingesetzten Di- und Trihydroxy-
benzol. n.d.: kein Reaktionsprodukt detektierbar. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen
in Abbildung 4, 9, 11 und 18.

Reaktion von Resorcin mit Furfural

Die Analyse der Substanz 70 mittels LC-MS/MS und LC-TOF-MS, welche aus dem
Reaktionsansatz von Resorcin (63) mit Furfural (33) isoliert wurde, zeigte ein Pseudo-
molekilion von m/z 297 ([M-H]) und eine elementare Zusammensetzung von C;7H14,0s. Die
Summenformel war ein Indiz dafir, dass ein Molekil Furfural (33) mit zwei Molekilen
Resorcin (63) reagiert hatte. Das *H-NMR-Spektrum (Abbildung 17) der Substanz 70 zeigte
sieben Resonanzsignale, welche flr neun Protonen integriert wurden. Die Protonensignale
der Furan-2-ylmethyl-Einheit, welche bei der chemischen Verschiebung von 5,70 (H-C(9)),
5,84 (H-C(7)), 6,25 (H-C(10)) und 7,34 ppm (H-C(11)) detektiert wurden, zeigten Integrale
von eins. Wohingegen die Resonanzsignale der Resorcineinheit, welche bei der chemischen
Verschiebung von 6,18, 6,28 und 6,58 ppm detektiert wurden, jeweils ein Integral fur zwei
Protonen aufwiesen. Dies bestatigte das Vorhandensein von einer Furan-2-ylmethyl-Einheit
und zwei Resorcineinheiten. Die Detektion von nur einem Protonensignal fir die jeweiligen
aromatischen Protonen im Resorcinmolekdl lie3 auf eine absolute Symmetrie des Molekils

70 schlieRen. Die homonuklearen Kopplungskonstanten 3J4,5 = 8,0 Hz und 3J2,4 =1,5Hz und
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die heteronuklearen Kopplungen zwischen dem Kohlenstoffatom C(7) mit den Protonen
H-C(5)/ H-C(5") im HMBC-Spektrum lie3en darauf schlieen, dass die Furan-2-ylmethyl-
Einheit mit den beiden Resorcinmolekiilen in Position C(6) verknipft war. Durch die Analyse
der spektroskopischen Daten konnte das Produkt 70, welches aus Furfural (33) und
Resorcin  (63) gebildet wurde, eindeutig als das 4,4’-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-
dihydroxybenzol identifiziert werden (70, Abbildung 18).
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Abbildung 17: Ausschnitt aus dem lH—NMR-Spektrum (400 MHz, d,~-MeOD) und chemische
Struktur von 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol (70).

Reaktion von Pyrogallol mit Furfural

Die LC-MS-Analyse der Verbindung 71, welche aus Pyrogallol (54) und Furfural (33)
synthetisiert wurde, ergab ein molekulares Gewicht von 330 Da. Bei der Untersuchung der
elementaren Zusammensetzung mittels HRMS wurde eine Summenformel von Ci;H,0;
bestimmt. Diese beiden Ergebnisse deuteten darauf hin, dass wie bei der Reaktion von
Resorcin (63) in dem Molekil 71 zwei Einheiten Pyrogallol (54) und eine Furfuraleinheit
miteinander reagiert haben.

Beim Vergleich der *H-NMR-Spektren der Substanzen 70 und 71 fielen nur marginale Unter-
schiede auf. Lediglich das Fehlen der aromatischen Protonen H-C(2) und H-C(2’) im
Spektrum von 71 lie3 auf das Vorhandensein einer dritten Hydroxygruppe am Benzolring
schlieBen. Dies fuhrte zu der Identifizierung von 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-
trihydroxybenzol (71, Abbildung 18). Die Verbindungen 70 und 71 wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben.
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Abbildung 18: Chemische Strukturen der aus Resorcin (63) bzw. Pyrogallol (54) in Gegenwart
von Furfural (33) gebildeten Reaktionsprodukte 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-
dihydroxybenzol (70) und 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxybenzol (71).

2.1.3 Reaktionsprodukte aus Di- und Trihydroxybenzolen und 5-Hydroxy-
methylfurfural

Da im 5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF, 34) die reaktiven Gruppen von Furfurylalkohol (32)
und Furfural (33) in einem Molekul vereint sind, stellte sich die Frage, ob bei der Umsetzung
mit 5-HMF die jeweiligen monosubstituierten Reaktionsprodukte an der Hydroxyfunktion
gebildet werden sowie zusétzlich die beiden disubstituierten Reaktionsprodukte an der
Aldehydfunktion, oder ob nur Reaktionsprodukte entstehen, welche an allen reaktiven

Gruppen vollsubstituiert auftreten.

Fur die Untersuchung der potentiellen Reaktionsprodukte wurden wieder die Di- und
Trihydroxybenzole Catechol (56), Resorcin (63), Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon (55),
3-Methylcatechol (59) und 4-Methylcatechol (58) sowie Kaffeesaure (1) und Chlorogen-
saure (7) in einer bindren Mischung mit 5-Hydroxymethylfurfural (34) bei 100 °C erhitzt. Im
analytischen MaRstab wurde hier zun&chst die Erhitzungsdauer sowie das Furan/Phenol-
Verhaltnis optimiert (Tabelle 5). Wie bereits bei den Reaktionsmischungen mit Furfural (33)
konnten in den Ansétzen mit 5-HMF (34) ausschlief3lich Reaktionsprodukte bei den Ansétzen
mit Resorcin (63) und Pyrogallol (54) mittels RP-HPLC-DAD detektiert werden. Fur die
beiden Reaktionsprodukte 72 und 73 wurden die besten Substanzausbeuten bei einem
Phenol/Furan-Verhaltnis von 1:5 bzw. 1:10 und einer Reaktionszeit von 120 min bei 100 °C

erhalten.
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Tabelle 5: Optimierte Reaktionsbedingungen fir die Bildung der Reaktionsprodukte aus
binaren Modellsystemen von Di- und Trihydroxybenzolen (1, 7, 54 - 56, 58, 59 und 63) und
5-Hydroxymethylfurfural (34).

Di- und Trihydroxybenzol® optimale Reaktionszeit Phenol/Furan Ausbeute  Reaktionsprodukt
[min]® bei 100 °C Verhaltnis® [%]°
Catechol (56) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Resorcin (63) 120 15 7 72
Pyrogallol (54) 120 1:10 15 73
Hydroxyhydrochinon (55) n.d. 1:1-1:10 n.d.
4-Methylcatechol (58) n.d. 1:1-1:10 n.d.
3-Methylcatechol (59) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Kaffeeséaure (1) n.d. 1:1-1:10 n.d.
Chlorogenséaure (7) n.d. 1:1-1:10 n.d.

% Binare Mischungen der Di- und Trihydroxybenzole (0,04 mmol) und 5-HMF (0,04 - 0,4 mmol) in wassriger
Essigsaure (1 mL, 1 % in Wasser) wurden fur unterschiedliche Zeiten (10 - 480 min) bei 100 C° erhitzt. ® Die
optimalen Erhitzungszeiten wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. ¢ Die optimierten Eduktverhaltnisse
wurden in analytischen Modellsystemen bestimmt. ¢ Ausbeuten der gebildeten Produkte, basierend auf Flachen-
verhéltnissen im HPLC-UV-Chromatogramm bei 220 nm im Vergleich zum eingesetzten Di- und Trihydroxy-
benzol. n.d.: kein Reaktionsprodukt detektierbar. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen
in Abbildung 4, 9, 11 und 20.

Nach einem praparativen Up-scaling der Reaktionsansatze mit Resorcin (63) und Pyrogallol
(54) erfolgte die praparative Aufreinigung der Zielkomponenten 72 und 73 mittels MPLC und
semipraparativer HPLC, gefolgt von einer strukturellen Aufklarung mittels LC-MS/MS, HRMS
und 1D- und 2D-NMR-spektroskopischen Experimenten.

Reaktion von Resorcin mit 5-Hydroxymethylfurfural

Die LC-MS/MS und LC-TOF-MS Analyse der Verbindung 72, die aus dem Reaktionsansatz
von Resorcin (63) und 5-HMF (34) isoliert wurde, ergab ein Pseudomolekiilion von m/z 419
(IM-H]) und eine elementare Zusammensetzung von C,4H»,0-; Die Summenformel war ein
erster Indikator dafir, dass das Reaktionsprodukt 72 durch Reaktion dreier
Resorcineinheiten mit einem Molekiil 5-HMF entstand. Bei der Messung der *H-NMR-Daten
wurden zehn Resonanzsignale erhalten (Abbildung 19), deren Integration 14 kohlenstoff-
gebundene Protonen ergab. Das Resonanzsignal bei 3,74 ppm, welches fir zwei Protonen
integriert wurde, wurde der Methylengruppe H-C(7) zugeordnet. Die drei Protonen, welche

bei einer chemischen Verschiebung von 5,57, 5,74 und 5,80 ppm detektiert wurden und je
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ein Integral von eins aufwiesen, wurden den Protonen H-C(10), H-C(9) und H-C(12) der
fruheren 5-HMF-Einheit zugeordnet. Die verbleibenden Protonensignale im *H-NMR-
Spektrum entsprachen den aromatischen Protonen der drei Resorcineinheiten. Die drei
Signale, welche bei einer chemischen Verschiebung von 6,19, 6,28 und 6,63 ppm detektiert
wurden und jeweils ein Integral fir zwei Protonen aufwiesen, zeigten die Kopplungs-
konstanten 3Ji715=8,2, 3J171¢ = 8,2, 3J1715=2,3 und %J;715 = 2,3 Hz und wurden den
Atomen H-C(17)/H-C(17"), H-C(15)/H-C(15") und H-C(18)/H-C(18") zugeordnet. Das dritte
Resorcinmolekil zeigte ebenfalls drei Resonanzsignale bei 6,20, 6,28 und 6,81 ppm, welche
mit den Protonen H-C(4), H-C(2) und H-C(5) der Verbindung 72 Ubereinstimmten. Durch das
Heteronucleare Multiple Bond Coherence Experiment (HMBC) wurde die heteronukleare
Korrelation zwischen dem Kohlenstoff C(7) und dem Proton H-C(5) detektiert, sowie die
Korrelation zwischen dem Methin-Kohlenstoff C(12) und den aromatischen Protonen der
Positionen H-C(18) und H-C(18"). Dies bestatigte die Struktur der Verbindung 72 als das
bisher noch nicht beschriebene 4,4’-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]-
bis-1,3-dihydroxybenzol (Abbildung 20).
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Abbildung 19: Ausschnitt aus dem lH-NMR-Spektrum (400 MHz, d,-MeOD) von 4,4’-[[5-[(2,4-
Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,3-dihydroxy-benzol (72).
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Reaktion von Pyrogallol mit 5-Hydroxymethylfurfural

Die Verbindung 73, welche aus dem Reaktionsansatz von Pyrogallol (54) und 5-HMF (34)
unter Verwendung von MPLC und praparativer HPLC isoliert wurde, zeigte ein Pseudo-
molekilion von m/z 467 ([M-H]) im LC-MS/MS-Spektrum, was auf eine Summenformel von
C.4H20010 hindeutete. Die *H-NMR-Daten der Verbindung 73 waren sehr ahnlich zu den
'H-NMR-Daten der Verbindung 72 mit dem Unterschied, dass ein aromatisches Proton fur
jede Benzoleinheit fehlte. Durch die Auswertung aller spektroskopischer Daten wurde die
Verbindung 73 eindeutig als das 4,4’-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyl]-
methylen]bis-1,2,3-trihydroxybenzol (73, Abbildung 20) identifiziert, welches in der Literatur

bisher noch nicht beschrieben wurde.
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Abbildung 20: Chemische Strukturen der aus Resorcin (63) bzw. Pyrogallol (54) in Gegenwart
von 5-Hydroxymethylfurfural (34) gebildeten Reaktionsprodukte 4,4’-[[5-[(2,4-Dihydroxy-
phenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,3-dihydroxybenzol (72) bzw. 4,4’-[[5-[(2,3,4-Trihydroxy-
phenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,2,3-trihydroxybenzol (73).

2.1.4 Geschmacksschwellenwerte der Rostbitterstoffe

Zur sensorischen Evaluierung der synthetisierten Furan-2-ylmethyl-Produkte 64-73 wurden
nach der Reinheitsiiberpriifung (LC-MS, 'H-NMR) die in Wasser gelésten Substanzen
verkostet. Das geschulte Sensorikpanel von zwo6lf Personen beschrieb fir alle untersuchten
Substanzen ein adstringierendes Mundgeftihl und einen bitteren Geschmack.

Die adstringierenden und bitteren Geschmacksschwellen aller Verbindungen wurden im
Anschluss unter Verwendung des Half-Mouth Test bestimmt (Frank et al., 2007, 2008,
Scharbert et al., 2004, Stark et al.,, 2005a, Brock und Hofmann, 2008). Abhangig von der
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chemischen Struktur lagen die Geschmacksschwellen zwischen 16 und 900 pumol/L fur das
adstringierende Mundgefiihl und zwischen 100 und 1800 pmol/L fiir den bitteren Geschmack
(Tabelle 6). Um eine Veradnderung in der Geschmacksaktivitat der Reaktionsprodukte im
Vergleich zu den jeweiligen Ausgangssubstanzen festzustellen, wurden auf3erdem die
Geschmacksschwellenwerte der Ausgangssubstanzen evaluiert.

Die ermittelten Geschmacksschwellenwerte der Reaktionsprodukte 64 - 73 und der Di- und
Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Fur jede
Verbindungsklasse hatte die strukturelle Modifikation der Di- und Trihydroxybenzole mit
unterschiedlichen Furanderivaten einen signifikanten Unterschied in ihren Geschmacks-
schwellenwerten zur Folge. Mit Ausnahme der Pyrogallolderivate (66, 71, 73) wiesen die
Reaktionsprodukte einen niedrigeren bitteren Geschmacksschwellenwert auf als das zur
Reaktion eingesetzte Di- und Trihydroxybenzole. Zum Beispiel reduzierte sich der Bitter-
schwellenwert von Resorcin (63) um den Faktor 2,2 (65), 10,2 (70) und 5,3 (73) durch die
Reaktion mit Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) (Tabelle 6).
Die Anderungen der Geschmacksschwellenwerte durch die Reaktion mit Furfurylalkohol
lagen zwischen Faktor 1,9 fir das Reaktionsprodukt aus 4-Methylcatechol (68) und Faktor 4
fir das Hydroxyhydrochinon-Reaktionsprodukt (67). Die Reaktionen von Pyrogallol (54) mit
den Furanderivaten zeigten keinen signifikanten Einfluss. Die detektierten bitteren
Geschmacksschwellen lagen bei 300 umol/L fur das reine Pyrogallol (54), bei 330 umol/L fur
das Furfurylalkoholprodukt (66) und bei 460 umol/L fiir das Furfuralprodukt (71) und das
5-HMF-Produkt (73).

Bei der Betrachtung der Schwellenwerte zur Wahrnehmung des adstringierenden Mund-
gefunhls fiel wiederum auf, dass die Anderungen der Pyrogallolprodukte mit Faktor 1,3 fur das
Reaktionsprodukt mit Furfurylalkohol (66) und Faktor 1,8 fir das Furfuralprodukt (71)
niedriger lagen als die Anderungen bei den anderen Di- und Trihydroxybenzolen. Durch die
Reaktion von Catechol (56) mit Furfurylalkohol (32) reduzierte sich die Wahrnehmungs-
schwelle des adstringierenden Mundgefiihls der Substanz (64) im Vergleich zum reinen
Catechol (56) von 679 umol/L auf 134 pmol/L. Die grof3te Verringerung der adstringierenden
Wahrnehmung wurde durch die Reaktion von Resorcin mit Furfural hervorgerufen. Hier
zeigte das Reaktionsprodukt (70) eine um Faktor 15 geringere Wahrnehmungsschwelle im

Vergleich zum reinen Resorcin (63).
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Tabelle 6: Humane Geschmacksschwellen [umol/L] der Di- und Trihydroxybenzole (54 - 56, 58 -
59, 63) und der isolierten Reaktionsprodukte (64 - 73).

Geschmacksschwelle [umoI/L]b
Substanz (Nr.)?

bitter adstringierend

1,2-Dihydroxybenzol (Catechol) (56) 1313 671
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) 537 134
1,3-Dihydroxybenzol (Resorcin) (63) 1800 900
1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65) 812 333
4,4-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol (70) 177 66
4,4’-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyljmethylen]bis-1,3- 340 110
dihydroxybenzol (72)

1,2,3-Trihydroxybenzol (Pyrogallol) (54) 297 78
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) 328 62
4,4’-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxybenzol (71) 457 42
4,4’-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,2,3- 455 16
trinydroxybenzol (73)

1,2,4-Trihydroxybenzol (Hydroxyhydrochinon) (55) 1336 74
1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67) 317 20
1,2-Dihydroxy-4-methylbenzol (4-Methylcatechol) (58) 540 363
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68) 279 60
1,2-Dihydroxy-3-methylbenzol (3-Methylcatechol) (59) 371 131
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69) 100 79

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 9, 11, 16, 18 und 20.

® Geschmacksschwellen wurden im Half-Mouth Test in Trinkwasser (pH 6,0) aufgenommen.

2.1.5 Identifizierung und Quantifizierung bitterer Polyphenol-Thermolyse-
produkte in Rostkaffee

Um ein natirliches Vorkommen der bitteren und adstringierenden Reaktionsprodukte aus
den Reaktionen der Di- und Trihydroxybenzolen mit den Furanderivaten in Kaffeegetranken
nachzuweisen, wurde ein frisch bereitetes Kaffeegetrank auf ein Vorhandensein der Ver-
bindungen 64 - 73 mittels HPLC-MS/MS (ESI") untersucht. Das Massenspektrometer wurde
im Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus betrieben. Dieser basierte auf der Selektion

von lonen eines bestimmten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses am ersten Quadrupol (Q1),
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der anschlieBenden Fragmentierung der lonen in der StoRzelle (Q2) und der darauf-
folgenden Selektion der Fragmentionen eines definierten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses
am dritten Quadrupol (Q3). Durch die Verwendung der zweifachen lonenselektion konnte
eine besonders grof3e Selektivitat und damit auch ein sehr gutes Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis erzielt werden. Vor der Analyse wurden charakteristische Massenibergénge und
optimierte Instrumenteinstellungen fur jede Verbindung individuell in Tuninglaufen bestimmit.
Durch den Vergleich der Retentionszeiten ebenso wie durch die charakteristischen Massen-
Ubergéange der detektierten Verbindungen in Kaffee mit denen der entsprechenden
synthetisierten Verbindungen, wurden die bitteren Geschmacksstoffe 1,2-Dihydroxy-4-(furan-
2-ylmethyl)-benzol (64), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66), 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68) und 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methyl-
benzol (69) in dem Kaffeegetrank zweifelsfrei nachgewiesen (Abbildung 21). Eine weitere
Absicherung dieser identifizierten Substanzen erfolgte durch Co-Chromatografie mit den
synthetisierten Referenzsubstanzen. Interessanterweise wurden ausschlielich die
Reaktonsprodukte des Furfurylalkohols (32) im Kaffee nachgewiesen (64, 66, 68 und 69),
wahrend die Reaktionsprodukte des Furfurals (70 und 71) und des 5-HMF (72 und 73) nicht
im Kaffeegetrank detektiert werden konnten. Die ldentitat der Bitterstoffe 64, 66, 68 und 69 in
Rostkaffee wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben.
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Abbildung 21: LC-MS/MS Chromatogramme (MRM-Mode) der Analyse der Furan-2-
ylmethylierten Di- und Trihydroxybenzole 64 - 73 in einem Kaffeegetrank. Die Bezifferung der

bitteren Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 16, 18 und 20.
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Um einen genaueren Einblick tber die Gehalte der Konjugate, genauso wie fir ihre
potentiellen Prakursoren, in einem Kaffeegetrank zu erhalten, wurden die Di- und Tri-
hydroxybenzole (54 - 56, 58 - 59, 63) und Furfurylalkohol (32) mittels LC-MS/MS und
externer Kalibration, sowie die synthetisierten Verbindungen (64, 66, 68 und 69) ebenfalls
mittels LC-MS/MS und interner Kalibration quantitativ in unterschiedlich bereiteten Kaffee-
getranken analysiert. Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Bildung der Substanzen 64,
66, 68 und 69 von den Roéstbedingungen wurden unterschiedlich stark gerostete Arabica-
und Robusta- Kaffeeproben analysiert. Neben den unterschiedlichen Arabica- und Robusta-
Proben (Tabelle 14) wurden zusétzlich 8 unterschiedliche Kommerziell erhéltliche Espresso-
Proben (Tabelle 13) untersucht. Diesen wurden vom Hersteller Intensitdten zwischen 3 und

10 zugeordnet.

2.1.5.1 Analytische Bestimmung von Bitterstoffen und deren Vorstufen

Fur die LC-MS/MS Untersuchungen der synthetisierten Verbindungen 64, 66, 68 und 69
wurde eine Stabil-Isotopen-Verdiinnungs-Analyse (SIVA) entwickelt. Zur LC-MS/MS Analyse
wurden hierbei interne stabilisotopenmarkierte Standards eingesetzt, die nach Moglichkeit
mit dem Analyten coeluieren, um matrixbedingte Diskriminierungen bei der
chromatographischen Trennung und der lonisierung zu umgehen (Zimmer, 2003).

Fur die Entwicklung einer SIVA wurde sowohl das 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-
benzol (64), als auch das 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) durch den Ein-
satz von deuteriertem Furfurylalkohol isotopenmarkiert synthetisiert.

Die Synthese von deuteriertem Furfurylalkohol ([?H,]-32) wurde nach der Methode der
Reduktion mit komplexen Metallhydriden durchgefiihrt. Bei dieser Reaktion wurden von dem
reaktionsfreudigen Metallhydrid LiAID, Deuterid-lonen auf das elektrophile Zentrum des
Carbonyl-C-Atoms Ubertragen. Das entsprechende Additionsprodukt lieferte beim Zersetzen
mit Wasser, in Gegenwart einer Saure, den entsprechenden Alkohol. Zur Synthese von
deuteriertem Furfurylalkohol ([?H,]-32) wurde das Sé&urechlorid Furoylchlorid eingesetzt,
welches unter Verwendung des Metallhydrids Lithiumaluminiumdeuterid zum deuterierten

Furfurylalkohol reduziert wurde (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Synthese von zweifach deuteriertem Furfurylalkohol ([2H2]-32) aus Furoylchlorid.

Zur Synthese deuterierter Furyl-2-ylmethylbenzole wurde der deuterierte Furfuryl-
alkohol ([°H2]-32) unter den optimierten Bedingungen (Tabelle 3) mit Catechol (56) bzw.
Pyrogallol (54) in wassriger Essigsaure (1 % in Wasser) fir zwei Stunden bei 100 °C erhitzt.
Nach Abkihlen wurden die Reaktionsansatze mittels MPLC und semipraparativer HPLC auf
gereinigt. Die synthetisierten Standards wurden mittels LC-MS/MS und NMR-Experimenten
auf ihre Reinheit und auf die Inkorperation des Deuteriums untersucht. Die LC-MS-Spektren
(ESI) der beiden isotopenmarkierten Standards wiesen beide einen Zuwachs des Pseudo-
molekilions von zwei Masseneinheiten auf (m/z 189) fir das unmarkierte 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) und m/z 191 firr das zweifach deuterierte [?H,]-64; m/z 205 fiir
das unmarkierte 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) und m/z 207 fir das zwei-
fach deuterierte [°H,]-66. Dies bestétigte die Inkorperation von zwei Deuterium-Atomen in
das jeweilige Molekil (Abbildung 24).

Der Einbau der beiden Deuterium Atome in die beiden Molekile wurde auf3erdem durch
'H-NMR-Experimente bestatigt. In Abbildung 23 ist exemplarisch das *H-NMR-Spektrum
des Geschmackstoffes 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) und des
synthetisierten internen Standards [°H,]-66 dargestellt. Das unmarkierte Pyrogallolprodukt
wies sechs Resonanzsignale auf, die durch sieben Protonen hervorgerufen wurden
(Abbildung 23A). Im Vergleich dazu fehlte im *H-NMR-Spektrum (Abbildung 23B) des
deuterierten Pyrogallolproduktes das Signal bei 3,83 ppm welches fiir zwei Protonen inte-
griert werden wirde. Dies bestatigt dass in der deuterierten Probe an dieser Stelle des Mole-
kiuls keine koppelnden Protonen mehr vorhanden waren, da Deuterium-Atome eingebaut
wurden. Alle weiteren Signale waren identisch mit denen des 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol (66).
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Abbildung 23: Ausschnitte aus den 1H—NMR—Spektren (400 MHz, d4-MeOH) und chemische
Strukturen von 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) (A) und 1,2,3-Trihydroxy-4-
(furan-2-yl[*H,]methyl)-benzol ([°H,]-66) (B).

Fur die Quantifizierung der Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate wurde eine LC-MS/MS
Methode entwickelt. Hierbei wurde die zweifache lonenselektion von ,Mutter-“ und , Tochter-
ionen“ im Q1 und Q3 eines Quadrupolgerates fir alle synthetisierten Verbindungen zur
Detektion herangezogen. Die Bildung des Tochterions m/z 67 wurde bei allen im Kaffee-
getrank  nachgewiesenen Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivaten als ,Quantifier®
verwendet. Das zweite substanzspezifische Tochterion der jeweiligen Substanzen wurde als
,2Qualifier* eingesetzt. Die Intensitaten beider analysierten Tochterionen wurden durch die
Optimierung der lonisierungsparameter maximiert, so dass die Furan-2-ylmethylbenzole im
MRM Modus Uber den Masseniubergang von [M-H]" — 67 selektiv detektiert werden konnten.
Die isotopenmarkierten internen Standards lieferten aufgrund der typischen Fragmentierung
ebenfalls das analoge Tochterion von [M-H] — 67 (Abbildung 24). Da nur das Catechol-

sowie das Pyrogalloladdukt isotopenmarkiert synthetisiert wurden, wurden die beiden
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Methylcatecholderivate 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68) und das
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69) aufgrund der kleineren Differenzen

der Retentionszeiten Uber den internen Standard 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-yl[*H,]methyl)-
benzol ([°H,]-64) quantifiziert.
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Abbildung 24: Tochterionen-Spektren von 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) (A)
und 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-y|[2H2]methyI)-benzoI ([ZHZ]-64) (B). Mit der typischen
Fragmentierung unter Abspaltung des Furans (ESI).

Die isotopenmarkierten internen Standards (IS) wurden mit den unmarkierten Standards in
Verhaltnissen von 0,01 bis 7 gemischt und mittels HPLC-MS/MS analysiert. Die Kalibrations-
geraden wurden durch Auftragen der Flachenverhaltnisse (Flache Analyt / Flache IS) gegen

die Konzentration in mg/mL der Standardlosungen erhalten. Dies war moglich, da immer
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dieselben Gehalte an internem Standard fiur die Proben und Kalibrierlésungen verwendet
wurden. In Abbildung 25 ist die Kalibrationsgerade zur Auswertung des 1,2-Dihydroxy-4-

(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) exemplarisch dargestellit.

5 ; /.

1 y = 1610,5x + 0,0017
] 2 =
4 R? = 10,9997

Flache Analyt / Flache IS
w

0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040

Konzentration [mg/mL]

Abbildung 25: Kalibrationsgerade zur Auswertung von 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-
benzol (64) tber den internen Standard 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-yl[’H,]methyl)-benzol
([°Hz]-64).

Neben den synthetisierten Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivaten (64, 66, 68 und 69)
wurden auch die Ausgangsverbindungen in den Kaffeegetrdnken quantitativ analysiert. In
der Literatur sind unterschiedliche Messmethoden zur Analyse der Hydroxybenzole
beschrieben, unter anderem die Untersuchung mittels GC-MS (Tressl et al., 1978a, b, Kbnig
und Sturm, 1982, Heinrich und Baltes, 1987, Boyd, 1994), HPLC-UV (Gerstenberg und
Speck, 1986) und die LC-MS/MS mittels SIVA (Lang et al., 2006). Die Bestimmung der
Hydroxybenzole wurde in Anlehnung an die von Lang et al. (2006) beschriebene Methode
durchgefuhrt. Da keine Absolutwerte bestimmt, sondern lediglich Tendenzen zwischen
Kaffeeproben abgeschatzt werden sollten, wurde auf die Synthese isotopenmarkierter
Standards verzichtet und die Hydroxybenzole mittels externer Kalibration per HPLC-MS/MS
(ESI, MRM-Mode) bestimmt. Mit dieser Methode sollten die Prakursoren der Furan-2-
ylmethylhydroxybenzol-Derivate (Catechol (56), Pyrogallol (54), 4-Methylcatechol (58) und
3-Methylcatechol (59)) bestimmt werden. Auf3erdem wurde noch der Hydroxybenzol-
prékursor Kaffeesaure (1) in den Proben analysiert.

Zur Analyse der Di- und Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59) wurde wieder die selektive
Bildung von Fragmentionen in der Kollisionszelle des Massenspektrometers eingesetzt. Die
entsprechenden Hydroxybenzole lieferten reproduzierbare Tochterionen. Catechol (56)
eliminierte Wasser (-18 amu) aus dem Molekil. Die beiden Methylcatechole spalteten
selektiv die Methylgruppe (-15 amu) ab. Pyrogallol (54) hingegen bildete eine Vielzahl an

Tochterionen. Hier wurde das Tochterion m/z 69 zur Quantifizierung verwendet. Die Kaffee-
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saure (1) fragmentierte unter Abspaltung der Séauregruppe zu einem Tochterion von m/z 135
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Tochterionen-Spektren von Catechol (56) (A) und Kaffeesdure (1) (B) im ESI
Modus.

Fur die Kalibration der Di- und Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59) und der Kaffee-
saure (1) wurden die funf zu untersuchenden Substanzen gemischt und eine Verdinnungs-
reihe hergestellt. Die Kalibriergeraden wurden durch Auftragen der Flachen gegen die
Konzentration in mg/mL der Standardldsungen erhalten. In Abbildung 27 ist die Kali-

brationsgerade zur Auswertung des Dihydroxybenzols Catechol (56) exemplarisch
dargestellt.
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Abbildung 27: Kalibrationsgerade zur Auswertung von Catechol (56).

Neben den Di- und Trihydroxybenzolen stellte der Furfurylalkohol (32) den zweiten
Reaktionspartner in den Modellreaktionen dar. Um die Konzentrationen dieser Verbindung in
Kaffee zu analysieren, wurde auch hier eine LC-MS/MS-Methode mit externer Standard-
kalibrierung entwickelt. Zuséatzlich zu dem Furanmolekil Furfurylalkohol (32) wurde das
ebenfalls in hohen Konzentrationen vorkommende 5-Hydroxymethylfurfural (34) bestimmt. In
Anlehnung an die Literatur (Teixidd et al., 2008) wurden die beiden Furanderivate mittels
Atmospheric Pressure lonisation (APCI) im positiven Modus mittels Multiple Reaction
Monitoring (MRM-Mode) analysiert, da es hier zu einer besseren Fragmentierung der
~Mutterionen“ kam. Der Furfurylalkohol (32) lieferte hierbei das Tochterion von m/z 58
welches zur Quantifizierung eingesetzt wurde. Zur quantitativen Analyse des
5-Hydroxymethylfurfurals (34) wurde das Tochterion m/z 109 verwendet, welches durch eine

Abspaltung von Wasser (18 amu) gebildet wurde (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Tochterionen-Spektrum von 5-Hydroxymethylfurfural (34) im APCI" Modus.
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Fir die Kalibration der Furanderivate wurden die zwei zu untersuchenden Substanzen 32
und 34 gemischt und eine Verdinnungsreihe hergestellt. Die Kalibriergeraden wurden durch
Auftragen der Flachen gegen die Konzentrationen in mg/mL der Standardlésungen erhalten.
In Abbildung 29 ist die Kalibrationsgerade zur Auswertung des Furfurylalkohols (32)
exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 29: Kalibrationsgerade zur Auswertung von Furfurylalkohol (32).

Zur quantitativen Bestimmung der Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate und deren
Vorstufen wurden unterschiedlich aufgebriihte Kaffeegetrnke untersucht. Zum einen
wurden Standardkaffeegetranke (54 g/L) von definiert gerdstetem Arabica- und Robusta-
Kaffee (RoOstbedingungen siehe Tabelle 14) bereitet. Zum anderen wurden kommerziell
erhaltliche Espresso-Mischungen (5-6 g Kaffeepulver je Kapsel) mit einer Espresso-
Kaffeemaschine mit 19 bar Druck auf ein Endvolumen von 40 mL aufgebriht (Tabelle 13).
Standardmafig wurde 1 mL jedes Kaffeegetrédnkes mit internem Standard versetzt und nach
einer Equilibrierungszeit von 30 min wurden die Proben membranfiltriert. Die Losung wurde
direkt mittels HPLC-MS/MS analysiert.

Die Analyse der quantitativen Daten fir die Arabica-Standardkaffeegetranke zeigte, dass die
vier synthetisierten  Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate  1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol (64), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66), 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68) und 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methyl-
benzol (69) in allen gerGsteten Proben nachweisbar waren (Abbildung 30). In den
ungerésteten Proben konnte keine der genannten Verbindungen mittels HPLC-MS/MS-
Analyse nachgewiesen werden. Durch die Messungen der unterschiedlich gerdsteten
Proben konnte gezeigt werden, dass die Gehalte der Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-
Derivate vom Rdstgrad der Kaffeeproben abhangen. Die grof3te Abhéngigkeit vom Rostgrad
zeigte das 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) (Abbildung 30A, B). In einem
schwach gerOsteten Arabica-Kaffee (230 °C, 180 s, 113 SKT) wurde das 1,2-Dihydroxy-4-
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(furan-2-yImethyl)-benzol (64) mit 110 ug/L bestimmt. Wohingegen in einem stark gerdsteten
Kaffee (263 °C, 180s, 41 SKT) die Konzentration der Verbindung 64 mit 1300 ug/L zehnfach
hoher war als in dem schwach gerésteten Arabica-Kaffee.

Es zeigten sich keine Unterschiede in den unterschiedlich durchgefihrten Réstexperimenten.
Die Konzentrationsgehalte verhielten sich in den Proben, die bei 265 °C fir unterschiedliche
Zeiten gerostet wurden, genauso wie die Proben, die fir 180 s bei unterschiedlichen
Temperaturen erhitzt wurden. Ausschlaggebend fur die nachgewiesenen Konzentrationen ist
somit die Rostfarbe der Kaffeebohnen.

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung der Di- und Trihydroxybenzole stimmten mit
den Daten der Literatur (Lang et al., 2006) Uberein. In den Proben, die aus ungertsteten
Kaffeebohnen aufgebriiht wurden, konnte nur Kaffeesdure nachgewiesen werden. Keines
der untersuchten Di- und Trihydroxybenzole war in detektierbaren Mengen enthalten. Erst
durch den Prozessschritt des Réstens wurden die Di- und Trihydroxybenzole in den Kaffee-
bohnen gebildet. Die Konzentrationen von Catechol (56), 4-Methylcatechol (58) und
3-Methylcatechol (59) zeigten eine Abhéangigkeit vom Rdstgrad (Abbildung 30C, D).
Wahrend in schwach geréstetem Arabica-Kaffee mit 113 SKT ein Catecholgehalt (56) von
742 pg/L detektiert wurde, stieg dieser im Verlauf einer starkeren ROstung mit 67 SKT auf
1938 pg/L an. Diese Tendenz konnte durch einen weiteren noch starker gerosteten Kaffee
mit 41 SKT bestétigt werden. Hier wurde der Catecholgehalt auf 5176 pg/L bestimmt. Je
starker eine Probe gerostet wurde, desto hoher waren die nachgewiesenen Gehalte. Der
Pyrogallolgehalt (54) der Proben war sowohl bei leicht (113 SKT mit 2034 ug/L) als auch bei
stark (41 SKT mit 2331 ug/L) gerosteten Kaffee auf demselben Level. Wéahrend die Kaffee-
sauregehalte (1) mit steigendem Rdstgrad zurtickgingen (359 pg/L in einem schwach geros-
teten Robusta-Kaffee mit 113 SKT auf 146 pg/L in einem stark gerdsteten Arabica-Kaffee mit
41 SKT).

Bei der Untersuchung der Furanderivate in der Rdstreihe von definiert gertsteten Arabica-
Kaffeeproben war eine deutliche Zunahme des Furfurylalkoholgehaltes (32) in Abhangigkeit
von der Rostung festzustellen. Die 5-Hydroxymethylfurfuralgehalte (34) gingen mit steigen-
dem Rdstgrad von 10 mg/L in schwach gerdstetem Arabica-Kaffee (113 SKT) auf 2,8 mg/L in
stark gertstetem Arabica-Kaffee (41 SKT) zuriick (Abbildung 30E, F).
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Abbildung 30: Abhangigkeit der Konzentrationen an 1, 32, 34, 54, 56, 58, 59, 64, 66, 68 und 69 in
unterschiedlich gerdsteten Arabica-Kaffeeproben (die Angabe der Rdstparameter erfolgt in
SKT). Rosttemperatur 265 °C und unterschiedliche Réstdauer (A, C, E) bzw. Rdstdauer 180 s
und unterschiedliche Rdsttemperaturen (B, D, F). (Die Daten sind in den Tabellen im Anhang 1,
2 und 3 aufgelistet. Die Angaben zu den Réstbedingungen der Kaffeeproben sind in Tabelle 14

aufgelistet). Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf Abbildung 4, 6, 9 und 16.
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Fur die Robusta-Kaffeeproben wurden dieselben Abhangigkeiten vom Rdstgrad nach-
gewiesen wie fur die Arabica-Kaffeeproben. Die Gehalte der 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol (64) Konzentrationen stiegen von einem leicht gertsteten Robusta-Kaffee
mit 111 SKT von 67 pg/L auf 1412 pg/L in einem stark gerdsteten Robusta-Kaffee mit 51
SKT. Der Unterschied im Vergleich zu den Arabica-Proben lag darin, dass das
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66) in keiner Robusta-Probe nachgewiesen
werden konnte. Die beiden methylierten Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate (68 und
69) zeigten die A&hnlichen Konzentrationsbereiche wie in den Arabica-Kaffeeproben
(Abbildung 31A, B).

Die ebenfalls als Standardkaffeegetrank zubereiteten Robusta-Kaffeeproben zeigten die-
selben Konzentrationsbereiche und Abhangigkeiten fur die untersuchten Di- und Trihydroxy-
benzole (56, 58, 59, 54 und 1) wie die Arabica-Kaffeeproben. Wéhrend die
Catecholgehalte (56) sowie die 3- und 4-Methylcatechol (58, 59) Konzentrationen in den
Robusta-Kaffeeproben anstiegen, gingen die Kaffeesduregehalte (1) mit steigendem
Rostgrad von 412 pg/L auf 177 pg/L zurick (Abbildung 31C, D).

Die Furanderivate Furfurylalkohol (32) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) zeigten in den
Robusta-Kaffeeproben analoge Abhéngigkeiten vom Rdstgrad wie in den Arabica-
Kaffeeproben (Abbildung 31E, F). In einem leicht gerdsteten Robusta-Kaffee (111 SKT,
245 °C, 180 s) wurde der Gehalt von Furfurylalkohol auf 24 mg/L bestimmt, welcher mit
steigendem Rostgrad auf 43 mg/L anstieg (51 SKT, 169 °C, 180 s). Die Gehalte an
5-Hydroxymethylfurural nahmen von 3,3 mg/L in einem leicht gerosteten Kaffee (111 SKT)
auf 1 mg/L in einer stark gertsteten Kaffeeprobe (51 SKT) ab.

Ebenso wie bei den Arabica-Proben hatte auch bei den Robusta-Proben die Art des Rdstens
keinen Einfluss auf die analysierten Konzentrationsgehalte. Fur die Proben, die bei 265 °C
gerdstet wurden, wurden dieselben Konzentrationsbereiche detektiert, wie bei den Proben
die fur 180 s bei unterschiedlichen Temperaturen erhitzt wurden. Somit spielt lediglich der

finale BrAunungsgrad der Proben eine Rolle.
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Abbildung 31: Abhangigkeit der Konzentrationen an 1, 32, 34, 54, 56, 58, 59, 64, 68 und 69 in
unterschiedlich gerosteten Robusta-Kaffeeproben (die Angabe der Rdstparameter erfolgt in
SKT). Rosttemperatur 265 °C und unterschiedliche Rostdauer (A, C, E) bzw. Réstdauer 180 s
und unterschiedliche Rdsttemperaturen (B, D, F). (Die Daten sind in den Tabellen im Anhang 1,
2 und 3 aufgelistet. Die Angaben zu den Réstbedingungen der Kaffeeproben sind in Tabelle 14
aufgelistet). Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf Abbildung 4, 6, 9 und 16.
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In den untersuchten Espresso-Proben lagen die nachgewiesenen Gehalte der Furan-2-
ylmethylhydroxybenzol-Derivate tber denen der zuvor untersuchten Standardkaffeegetranke
(Tabelle 7). Am ausgepragtesten war dies fir die Catechol- und Pyrogallolderivate sichtbar.
Die Gehalte lagen ca. Faktor 2 - 3 oberhalb der Werte der Standardkaffeegetranke. Dies
kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass fir die Zubereitung der Espresso-Kaffeegetranke
mehr als die doppelte Menge an Kaffeepulver eingesetzt wurde (12,5 g/100 mL). Bei den
Espresso-Proben war wiederum eine Abhangigkeit des Analytgehaltes vom Rd&stgrad
sichtbar. Die heller gertsteten Espresso-Kaffeeproben 1 - 5 wiesen niedrigere Gehalte der
Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate auf als die Espresso-Proben 6 - 8. Aufgrund der
fehlenden Informationen zu den genauen R&stbedingungen der kommerziell erhaltenen
Proben, konnte die Einteilung des Rostgrades dieser Proben lediglich Gber einen visuellen
Farbvergleich der einzelnen Kaffeepulver durchgefiihrt werden. Eventuelle Schwankungen
innerhalb einer Probenreihe konnten daher nicht ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Einfluss auf die unterschiedlichen Gehalte zwischen den Espresso-
Kaffeeproben und den Standardkaffeegetranken konnte auf die unterschiedliche
Aufbrihmethoden zurtickgefuhrt werden. Unter Druck wurden hohere Gehalte an Inhalts-
stoffen herausgeldst als bei der herkdmmlichen Variante zur Herstellung eines Standard-
kaffeegetrankes.

Tabelle 7. Gehalte [pg/L] der Furan-2-ylmethylhydroxybenzole 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-5-methylbenzol (68), 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69),
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66)

in Espresso-Kaffeegetranken.

Konzentration [pg/L]?

Espresso-Probe 68" 69" 64° 66"
1 72+0,7 76 +£0,2 770+ 3,9 1010 £ 19,0
2 72+0,2 78 £6,2 853 +423 1015 + 26,0
3 81+20 9427 1284 + 33,0 1269 + 39,0
4 89+1,2 104 +£4,1 1528 £ 99,7 1314 £ 19,0
5 79+2,0 87+19 1287 £ 32,0 1292 + 104,0
6 89+1,2 99 £ 13,5 1849 + 184,7 1652 £ 69,0
7 105+£0,3 116 £10,1 2035+ 1044 2008 £12,0
8 92 +0,3 103+2,0 2477 +110,0 1633 + 37,0

2 Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getrénke), ® Bezifferung der Bitterstoffe bezieht sich
auf die Strukturen in Abbildung 16. Die Intensitat der Espresso-Getréanke ist in Tabelle 13 aufgefihrt.
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Die unterschiedliche Perkolation der Espresso-Proben zeigte in Bezug auf die Di- und
Trihydroxybenzole nicht denselben Effekt wie bei der Analyse der Furan-2-
ylmethylhydroxybenzol-Derivate. Im Falle der Di- und Trihydroxybenzole lagen die
Konzentrationsbereiche, die in den Kaffeegetrdnken analysiert wurden, etwa bei den
doppelten Gehalten im Vergleich zu den Proben, die als Standardkaffeegetrank aufgegossen
wurden (Tabelle 8). Dies konnte durch die htheren Konzentrationen des eingesetzten

Kaffeepulvers erklart werden.

Tabelle 8: Gehalte [pg/L] der Di- und Trihydroxybenzole Catechol (56), 4-Methylcatechol (58),
3-Methylcatechol (59), Pyrogallol (54) und Kaffeesaure (1) in Espresso-Kaffeegetranken.

Konzentration [pg/L]?

b b b b b
Espresso-Probe 56 58 59 54 1

1 4351 +£118,7 652+18,8 164 +59,6 3871 +£110,0 296 £ 39,0
2 4582 £ 0,0 588+12,5 185+183 4401 £ 60,0 163 +81,5
3 5519+250 660+150 191+253 4401 +100,0 272 £23,0
4 5901+31,3 665+0,0 187 2,0 3991 £ 50,0 309 £ 36,0
5 5307 +12,5 579+11,3 200%9,2 4501 £ 40,0 307 +£12,0
6 7351 +418,7 673+150 223+225 4441 + 60,0 213+0,0
7 6882+375 773+x150 177+85 4311 +£90,0 254 +£5,0
8 7401 + 18,7 669 + 3,8 190 + 19,5 1911 + 90,7 314 +5,0

2 Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getranke), ° Bezifferung der Bitterstoffe bezieht sich
auf die Strukturen in Abbildung 4 und 9. Die Intensitéat der Espresso-Getranke ist in Tabelle 13 aufgefuhrt.

Bei der Analyse der quantitativen Daten der Furanderivate fiel besonders auf, dass bei den
Espresso-Kaffeeproben um Faktor 2 - 3 hohere Furfurylalkoholgehalte nachgewiesen
wurden als in den Standardkaffeegetrdnken (Tabelle 9). Die 5-Hydroxymethylfurfural-
gehalte (34) wurden in den in denselben Konzentrationsbereichen von 1,5 — 11,8 mg/L
Kaffeegetrénk in den drei unterschiedlichen Kaffeesorten nachgewiesen.

Fur die untersuchten Espresso-Mischungen konnte keine einheitliche Tendenz der
Furfurylalkoholaddukte in Abhangigkeit von der Farbe der Kaffeeproben festgestellt werden.
Da die Zuordnung der Starke der Espresso-Mischungen rein visuell durchgefihrt wurde,

kann die Zuordnung mit Fehlern behaftet sein.
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Tabelle 9: Gehalte [mg/L] an Furfurylalkohol (32) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) in Espresso-

Kaffeegetranken.
Konzentration [mg/L]?
Espresso-Probe 32° 34°
1 137 £ 0,26 9,7+£0,011
2 128 £ 0,20 11,1 + 0,060
3 168 + 2,00 9,7 £ 0,001
4 153 £ 0,26 6,5+ 0,033
5 161 +1,80 6,3 £ 0,035
6 173 +£0,94 5,3+0,031
7 141 + 0,31 6,7 + 0,000
8 152 + 1,07 6,9 + 0,010

2 Mittelwert + Standardabweichung (mg/L) aus n = 3 (einzelne Getranke). ® Bezifferung der Bitterstoffe bezieht
sich auf die Strukturen in Abbildung 6. Die Intensitat der Espresso-Getranke ist in Tabelle 13 aufgefihrt.

2.1.6 Diskussion

Zur Generierung von bisher noch nicht in Kaffee nachgewiesenen, geschmacksaktiven
Substanzen wurde ein vereinfachtes RoOstsystem entwickelt. Bei diesem wurden binare
Mischungen aus reaktiven Kaffeeinhaltsstoffen auf ein Tragermaterial aufgetragen und im
Anschluss bei hohen Temperaturen erhitzt. Fir erste Untersuchungen wurde mit
Catechol (56) begonnen, welches mit Furfurylalkohol (32) umgesetzt wurde. Im Anschluss an
den ROstprozess konnte bei der Untersuchung mittels spektroskopischer Methoden das
Reaktionsprodukt 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) in der Reaktionsmischung
nachgewiesen werden. Es konnte anschlieRend gezeigt werden, dass das Reaktionsprodukt
64 auch in wassrigen Laborsystemen generiert werden konnte, wodurch die Verwendung
eines wassrigen Systems als geeignet und effektiver erschien als die Rdstansétze. Dieses
Modellsystem wurde zur Generierung weiterer geschmacksaktiver Substanzen aus den im
Kaffee enthaltenen Di- und Trihydroxybenzolen Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon (55),
3-Methylcatechol (59), 4-Methylcatechol (58) und den jeweiligen Prékursoren Chlorogen-
saure (7) und Kaffeesaure (1) verwendet. AufRerdem wurde noch das Dihydroxybenzol
Resorcin (63) untersucht. Fur alle eingesetzten Di- und Trihydroxybenzole (54 - 56, 59, 58,
63) konnte eine Produktbildung mit Furfurylalkohol (32) nachgewiesen werden. Bei den
Reaktionsmischungen, die Chlorogensaure (7) und Kaffeesaure (1) enthielten, konnten keine
Reaktionsprodukte detektiert werden. Um das Laborsystem auf ein Optimum an Ausbeute
der Produkte zu untersuchen, wurden diverse Parameter, wie pH-Wert, Reaktionsmedium,

Erhitzungsdauer und das Phenol/Furan Verhaltnis variiert.
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Aufgrund der Tatsache, dass die Reaktionsprodukte lediglich unter sauren Bedingungen
entstehen, wurde ein saurekatalysierter Reaktionsmechanismus postuliert (Abbildung 32).
Bei diesem reagierte der Furfurylalkohol (32) mit einem Proton der Séaure zum reaktiven
Furfurylkation (1, 2), welches im Anschluss in einer elektrophilen Substitution mit den Di- und
Trihydroxybenzolen (54, 55, 56, 58, 59, 63) zu den bitteren und adstringierenden Furan-2-
ylmethyliertenbenzolen reagierte. So konnten bei diesen Reaktionen mit diversen Di- und
Trihydroxybenzolen die sechs Reaktionsprodukte 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol
(64), 1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-
benzol (66), 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67), 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-5-methylbenzol (68) und 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69)

isoliert werden.

32 1 2
k/\@iorl Ry Rs
COOH — N
M OH R3 R4
Rs
54, 55, 56, 58, 59, 63
Y

Catechol (56) H H OH OH H R4

Resorcin (63) H H OH H OH R, o)
Pyrogallol (64) H H OH OH OH \ /
Hydroxyhydrochinon (5) H OH OH H OH R3 Rs
4-Methylcatechol (58) H OH OH H CHs R4

3-Methylcatechol (59)

T
T
@)
T

OH CHs
64, 65, 66, 67, 68, 69

Abbildung 32: Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung von 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol (64), 1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-
2-ylmethyl)-benzol (66), 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67), 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68), 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69)
aus den Di- und Trihydroxybenzolen (54, 55, 56, 58, 59, 63) und Furfurylalkohol (32). Die
Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 4, 6, 9, 11 und 16.
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Analog zu den Modellansatzen mit Furfurylalkohol (32) wurden dieselben Reaktionen unter
Verwendung von Furfural (33) und 5-Hydroxymethylfurfural (34) mit denselben Di- und Tri-
hydroxybenzolen 54, 55, 56, 58, 59, 63 und mit Chlorogensaure (7) sowie Kaffeesaure (1) im
wassrigen Medium durchgefuhrt. Bei der Analyse der aufgenommenen RP-HPLC-DAD
Chromatogramme zeigte sich, dass bei beiden eingesetzten Furanderivaten lediglich
Produkte mit den Hydroxybenzolen Resorcin (63) und Pyrogallol (54) entstanden sind. Diese
beiden Substanzen trugen Hydroxygruppen in meta-Position am aromatischen Ring
(Abbildung 33). Bei der Reaktionen mit Furfural (33) entstanden die disubstituierten
Reaktionsprodukte 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol (70) und 4,4'-(Furan-
2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxybenzol (71), welche aufgrund einer Spiegelachse im
Molekiil identische und somit doppelte Signalintensitaten im 'H-NMR-Spektrum fur die
Protonen im aromatischen Ringsystem hervorriefen. Im Falle der Reaktionen mit
5-HMF (34), welches ein struktureller Hybrid aus Furfurylalkohol (32) und Furfural (33) in der
Anordnung der reaktiven Gruppen darstellt, reagierten jeweils drei Molekile der Hydroxy-
benzole (63 und 54) unter Bildung von 4,4’-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-
furanyllmethylen]bis-1,3-dihydroxybenzol (72) und 4,4’-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-
2-furanyllmethylen]bis-1,2,3-trihydroxybenzol (73). Es konnten weder einfach noch
disubstituierte Reaktionsprodukte in den Reaktionsmischungen nachgewiesen werden.

Da alle Reaktionsprodukte bis auf 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64) nur unter
wassrigen Bedingungen generiert wurden, wurden im Anschluss an die Strukturaufklarung
alle Reaktionsmischungen unter Rostbedingungen erhitzt, um die Bildung im Rdstsystem zu
verifizieren. Bei den Ansatzen, die Furfurylalkohol (32) und Furfural (33) enthielten, konnten
dieselben Reaktionsprodukte unter Modellrostbedingungen generiert werden, wie in den
wassrigen Systemen. Fir die untersuchten Reaktionsmischungen, die 5-HMF (34)

enthielten, konnten allerdings unter Réstbedingungen keine Produkte generiert werden.
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Abbildung 33: Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung von 4,4'-(Furan-2-
ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol  (70), 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxy-
benzol (71), 4,4-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,3-dihydroxybenzol
(72), 4,4°-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyl]methylen]bis-1,2,3-trihydroxy-benzol
(73) aus den Di- und Trihydroxybenzolen Resorcin (63) und Pyrogallol (54) mit Furfural (33)
bzw. 5-HMF (34). Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in
Abbildung 9, 18 und 20.

Neben der Strukturaufklarung der Rostprodukte lag der Fokus auf einer sensorischen
Evaluierung. Dabei war vor allem der direkte Vergleich zu den Prakursoren interessant. Mit
Hilfe dieser Studie sollte der etwaige Beitrag der einzelnen Geschmackstoffe zum Kaffee-
geschmack ermittelt werden. Alle generierten Substanzen besalRen ebenso wie die zur

Reaktion eingesetzten Di- und Trihydroxybenzole (54 - 56, 58, 59 und 63) ein ausgepragtes
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adstringierendes  Mundgefiihl  und einen bitteren Geschmack. Die niedrigste
Geschmacksschwelle wurde fir die Bitterkeit von 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-
methylbenzol (69) mit 100 umol/L detektiert. Die niedrigste Geschmacksschwelle fir das
adstringierende Mundgefuhl zeigte 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67) mit
20 umol/L. Jede Reaktion eines Di- und Trihydroxybenzols (54, 55, 56, 58, 59, 63) mit einem
Furanderivat &uRerte sich in einer Anderung der Geschmacksschwellenwerte. Bei der
Reaktion mit Furfurylalkohol (32) erniedrigte sich fir alle eingesetzten Di- und Trihydroxy-
benzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) sowohl der Geschmacksschwellenwert fir die Adstringenz
als auch fir die Bitterkeit. Die grofdten Unterschiede in der bitteren Erkennungsschwelle
zeigte dabei das Hydroxyhydrochinon (55), bei dessen Reaktionsprodukt 1,2,4-Trihydroxy-5-
(furan-2-ylmethyl)-benzol (67) erniedrigte sich die Erkennungsschwelle durch die Substitution
von Furfurylalkohol (32) von 1300 pumol/L auf 300 pumol/L. Bei der Betrachtung der
Schwellenwerte fir die Adstringenz wies das 4-Methylcatecholderivat (68) die grofte
Verringerung im Vergleich zum 4-Methylcatechol (58) auf. Hier verringerte sich der
Schwellenwert um den Faktor 6 durch die Reaktion mit Furfurylalkohol (32). Als einzige
Ausnahme ist das Pyrogallolderivat (66) zu nennen, denn in diesem Fall anderten sich die
Schwellenwerte durch eine Substitution von Furfurylalkohol (32) nicht. Der Geschmacks-
schwellenwert fir die Bitterkeit lag sowohl beim Pyrogallol (54) als auch beim
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (54) bei 300 umol/L und fir die Adstringenz bei
ca. 70 umol/L.

Ein uneinheitliches Bild in der sensorischen Evaluierung zeigten die Reaktionen mit
Furfural (33) und 5-HMF (34). Wahrend sich bei der Betrachtung der Resorcinprodukte 70
und 72 sowohl fir die Bitterkeit als auch fir die Adstringenz zeigte, dass die Substitution
eines Furanderivates in jedem Fall zu einer Absenkung der Geschmacksschwellen fihrte,
ergab es bei den Pyrogallolderivaten 71 und 73 einen Anstieg in der Erkennungsschwelle fur
die Bitterdetektion im Vergleich zum unsubstituierten Pyrogallol (54). Die Geschmacks-
schwellenwerte fur die Adstringenz verringerten sich wie bei der Reaktion von Resorcin (63)
mit Furfural (33) oder 5-HMF (34). Trotz der Erniedrigung der Geschmacksschwellen durch
die Substitution mit Furanderivaten waren die generierten Substanzen vergleichsweise
weniger potente Bitterstoffe als die von Frank et al. (2006 und 2008) evaluierten Laktone,
deren Geschmacksschwellen zwischen 9,8 und 180 pmol/L lagen, oder als die Phenylindane
mit Bitterschwellen zwischen 23 und 178 pmol/L (Frank et al., 2007).

Zur Identifizierung der generierten Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate im Kaffeegetrank
wurde ein frisch aufgebrihter Kaffee direkt mittels HPLC-MS/MS-Analyse untersucht. Es
konnten die aus Furfurylalkohol und den Di- und Trihydroxybenzolen generierten Substanzen
64, 66, 68 und 69 nachgewiesen werden, wahrend die Reaktionsprodukte des Furfurals 70

und 71 und des 5-HMF 72 und 73 nicht im Kaffeegetrank detektiert werden konnten. Im Falle
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des Furfurals stellte sich die Frage, ob es nicht moglich sei, dass mehrere identische
Hydroxybenzole wahrend des Rdstprozesses in ausreichender Menge mit einem Molekdl
Furfural reagieren konnten, und somit keine nennenswerten Mengen an disubstituierten
Produkten generiert wurden. Das Ergebnis, dass kein 5-HMF (34) substituiertes Produkt im
Kaffeegetrank nachgewiesen wurde, bestatigte die Ergebnisse der vorherigen Rost-
experimente mit dieser Substanz. Denn auch hier konnten die im wassrigen Medium
generierten Substanzen nicht nachgewiesen werden.

Um die Entwicklung der Geschmacksstoffe wahrend des Rdstprozesses quantitativ zu Uber-
prifen, wurden Kaffeeproben unterschiedlichen Réstgrades mit Hilfe einer SIVA untersucht.
Zusatzlich zu den Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivaten wurden auRerdem die Di- und
Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) sowie die Furanderivate Furfurylalkohol (32) und
5-HMF (34) analysiert.

Alle im Kaffeegetrank nachgewiesenen Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-Derivate (64, 66, 68
und 69) zeigten bei der quantitativen Analyse eine Zunahme in Abhangigkeit vom Réstgrad.
In den ungerdstetem Kaffeeproben konnte keines der Produkte nachgewiesen werden. Wo-
hingegen in den stark gerGsteten Arabica-Kaffeeproben Gehalte bis hin zu 1200 pg/L vom
Reaktionsprodukt 64 nachgewiesen werden konnten. Bei der Analyse der Di- und Tri-
hydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) fiel auf, dass die Gehalte von Catechol (56) und
auch von Pyrogallol (54) im Vergleich zu den Methylcatecholen (58 und 59) um den Faktor
10 hoher lagen. Lediglich Catechol (56) zeigte eine Abhangigkeit der Konzentration vom
Rostgrad. Je starker eine Probe gerostet wurde, desto hoher waren die Catecholgehalte.
Hingegen wies die Kaffeesadure (1) in rohen Kaffeebohnen héhere Gehalte auf als in
gerdsteten Proben. Mit steigendem Réstgrad erniedrigten sich die Gehalte an Kaffeesaure
(1) im Kaffeegetrénk.

Die analysierten Konzentrationen von Furfurylalkohol (32) lagen in Bereichen zwischen 20
und 50 mg/L Standardkaffeegetrank. Die Gehalte von 5-HMF (34) lagen etwa um den Faktor
10 unterhalb dieser Werte. Fur den Furfurylalkoholgehalt (32) konnte eine Abhéngigkeit vom
Rostgrad detektiert werden. Es zeigte sich, dass in ungerdstetem Kaffee kein Furfurylalkohol
(32) enthalten war und mit steigendem Rdstgrad die Gehalte zunahmen. Auch wenn in
einem Extrakt aus rohen Kaffeebohnen kein 5-HMF (34) nachgewiesen werden konnte,
zeigten die schwach gerdsteten Kaffeeproben die hdochsten Gehalte an 5-HMF (34), welche
mit starkerer Rostung wieder abnahmen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Unter-

suchungen von Moon und Shibamoto (2009).
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2.2 Struktur und Bildung von Bitterstoffen aus Polyphenol/
Kohlenhydrat-Reaktionen

2.2.1 Identifizierung von Polyphenol/Kohlenhydrat-Reaktionsprodukten

Bisherige Modellstudien (siehe Kapitel 2.1) fokussierten sich auf die Bitterstoffbildung aus
dem Polyphenolabbau. Um zu untersuchen, welche Bitterstoffe aus der Reaktion von
Polyphenolen mit Kohlenhydraten unter Maillard-Bedingungen hervorgehen, wurden im
Folgenden Modellrdstexperimente mit Saccharose (majores Saccharid in Kaffee), der
mengenmafig dominierenden Aminosaure L-Asparagin sowie der Kaffeesaure (1) (dem
Polyphenol-Strukturelement der Chlorogensaure) durchgefiihrt.

Um in der Reaktionsmischung Produkte zu identifizieren, welche unter Maillard-Bedingungen
gebildet werden, wurden eine terndre Mischung aus Saccharose, L-Asparagin und Kaffee-
saure (1) im molaren Verhéltnis von 5:1:1 bzw. bindren Mischungen aus Saccharose und
Kaffeesaure (1) (5:1) sowie L-Asparagin und Kaffeesdure (1) (1:1) unter Modellrost-
bedingungen erhitzt und mittels HPLC-DAD Analyse analysiert.

Dazu wurden alle drei Reaktionsansatze in angefeuchtetem Quarzsand homogenisiert und
fur 15 min auf 200 °C erhitzt. Um die Verbindungen vom Tréagermaterial zu trennen, erfolgte
eine Extraktion mit Methanol. Das Losungsmittel wurde filtriert und im Vakuum zur Trockene
eingeengt. Nach Ldsen des Rickstandes in Wasser erfolgte eine Extraktion mit Ethylacetat.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und unter reduziertem Druck
entfernt. Die so aufgearbeiteten Proben wurden in Wasser/Methanol (7/3; v/v) gelost,
membranfiltriert und mittels RP-HPLC in Verbindung mit einem Diodenarraydetektor
analysiert.

Abbildung 34 zeigt den analytischen Vergleich der drei erhitzten Proben. Alle drei Proben
enthielten noch hohe Konzentrationen an Kaffeesaure (1). AulRerdem konnten die in der
Literatur beschriebenen Phenylindane trans- und cis-5,6-Dihydroxy-1-methyl-3-(3",4"-
dihydroxyphenyl)indan (45 und 46) (Frank et al., 2006 und 2008, Blumberg et al., 2010),
sowie hohe Konzentrationen an 4-Vinylcatechol (44), welches durch die Zersetzung von
Kaffeesaure (1) gebildet wird, identifiziert werden (Frank et al., 2006). In den Mischungen, in
denen Saccharose beinhaltet war (Abbildung 34B und C), waren aul3erdem hohe Kon-
zentrationen an 5-Hydroxymethylfurfural (34) detektierbar. Die Identifizierung der gebildeten
Verbindungen wurde durch den Vergleich der Retentionszeiten, durch die charakteristischen
UV-Spektren und durch Co-Chromatographie mit den entsprechenden Referenzsubstanzen

durchgefuhrt. Bei der Betrachtung des HPLC Chromatogramms der ternaren Mischung
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(Abbildung 34C) konnten zwei Reaktionsprodukte (74 und 75) bei Retentionszeiten von
20,5 und 21,8 min detektiert werden, welche in den beiden binaren Mischungen nicht
auftraten. Das Reaktionsprodukt 74 wies UV-Maxima bei 224 und 284 nm auf. Das Um-
setzungsprodukt 75 zeigte Maxima bei 236 und 284 nm. Bei ersten sensorischen

Untersuchungen dieser Reaktionsprodukte wurde ein Bittergeschmack identifiziert.
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Abbildung 34: RP-HPLC Chromatogramme (A=280 nm) der Modellreaktion von L-Asparagin und
Kaffeesdure (1) (A); Saccharose und Kaffeesaure (1) (B) und einer terndren Mischung aus
Saccharose, L-Asparagin und Kaffeesaure (1) (C). Die Reaktionsprodukte sind mit 74 und 75
markiert. Die Bezifferung der Strukturen bezieht sich auf Abbildung 4, 6, 8, 9 und 36.

Zur lIsolierung der in der ternaren Mischung generierten Produkte 74 und 75 wurde der
Modellrgstansatz in einer grof3eren Dimension wiederholt. In einem ersten Schritt erfolgte die
Isolierung der Produkte 74 und 75 mittels MPLC auf RP-18 Material. Die finale Aufreinigung
folgte im Anschluss mittels semipraparativer RP-18-HPLC. Nach Gefriertrocknung wurden
die beiden Reaktionsprodukte, die beide ein Molekulargewicht von 262 Da zeigten, als weil3e
amorphe Pulver mit einer Reinheit von 98 % (HPLC, NMR) erhalten. Die LC-MS-TOF
Analyse der beiden Produkte ergab ein Molekuilion von m/z 261,0768 (74, 75), welches fir
beide Molekule auf eine elementare Zusammensetzung von C14H1,05 hindeutete.

Bei Betrachtung der *H-NMR-Daten (Abbildung 35) wurden elf Resonanzsignale erhalten,
deren Integration elf Protonen ergab. Fur Produkt 74 zeigten die chemische Verschiebung
und die Kopplungskonstanten der zwei aromatischen Protonen H-C(3"), H-C(4") mit 8,1 Hz
das typische Kopplungsmuster von zwei Protonen, die im aromatischen System direkt
nebeneinander lagen. Das dritte Proton H-C(6") koppelte Uber eine long-range Kopplung von
1,8 Hz mit dem Proton H-C(4"). Somit wurde hier die intakte Dihydroxyphenoleinheit der

Kaffeesédure (1)bestatigt. In dem HMBC-Spektrum konnte eine Kopplung zwischen den
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beiden Protonen H-C(4") und H-C(6") mit dem Kohlenstoff in Position C(5) identifiziert
werden. Dies war ein Indiz dafir, dass die Position C(5") des Phenolrings mit dem Kohlen-
stoff C(5) verknlpft war. Mit den COSY-Korrelationen der Protonen H-C(5) zu H-C(6a)
(1,92 ppm) und H-C(6B) (2,89 ppm) wurde die Position des diastereotropen Kohlenstoff-
atoms C(6) identifiziert. Der zweite direkte Nachbar der Position C(6) wurde ebenfalls tUber
das COSY-Spektrum identifiziert. Hier war eine Kopplung der Protonen H-C(6) zu dem
Proton in Position H-C(7) sichtbar. Uber die HMBC-Korrelationen des Protons in Position
H-C(7) und dem olefinischen Proton H-C(2) zu dem selben Carbonylkohlenstoffatom C(1) bei
199,23 ppm, wurde die Verknupfung der Positionen C(7), C(1), C(2) und C(3) bestitigt. Das
HMBC zeigte ebenfalls, dass die Protonen H-C(5), H-C(8) und H-C(3) mit demselben
quartaren Kohlenstoff in Position C(4) koppelten. Aufgrund der HMBC-Kopplung von C(4) zu
dem Proton in Position H-C(7) und aufgrund der Tieffeldverschiebung der Protonen H-C(7)

und H-C(8) war eine Verknipfung der Kohlenstoffatome C(4) und C(7) Uber ein Heteroatom

anzunehmen.
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Abbildung 35: 1H-NMR-Spektrum und chemische Struktur des endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74).

Das Reaktionsprodukt 75 zeigte ein nahezu identisches *H-NMR-Spektrum wie Verbindung
74. Mit dem Unterschied, dass die beiden Signale der Protonen H-C(6c) und H-C(68) bei
2,32 und 2,48 ppm néaher beieinander lagen und die beiden Protonen der Positionen H-C(8a)
und H-C(8B) bei 3,19 und 3,43 ppm im exo-konfigurierten Produkt 75 zum einen hochfeld
verschoben waren und weiter auseinander lagen als die Protonen H-C(8a) und H-C(8p)

(3,72 und 3,84 ppm) im endo-konfigurierten Produkt 74. Die Differenzierung der beiden
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isolierten Reaktionsprodukte 74 und 75 mit derselben molekularen Masse von 262 Da
erfolgte aufgrund der vicinalen Kopplung zwischen H-C(5) und H-C(6a) mit 7,0 Hz und
zwischen H-C(5) und H-C(6f) mit 10,0 Hz. Durch den Vergleich der Spektrendaten mit
denen, die in der Literatur von Descurimin (Snider, 2006) veréffentlich sind, wurden diese
Kopplungskonstanten dem endo-lsomer (74) zugeordnet. Die Kopplungskonstanten in dem
exo-lsomer (75) veréanderten sich aufgrund der strukturellen Unterschiede. Bei der Verbin-
dung in der exo-Konformation vergréRert sich die Kopplungskonstante der Protonen H-C(5)
und H-C(6a) auf 9,0 Hz und die Kopplungskonstante zwischen den Protonen H-C(5) und
H-C(6p) verkleinerte sich auf 3,2 Hz. Unter Beriicksichtigung aller spektroskopischer Daten
konnten die beiden Reaktionsprodukte aus der Reaktion von Saccharose, L-Asparagin und
Kaffeesaure (1) als das endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]-
oct-3-en-2-on (74) und das exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo-
[3.2.1]oct-3-en-2-on (75) identifiziert werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Chemische Strukturen der Reaktionsprodukte endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on  (74) und exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75), welche unter den Bedingungen der

Hydroxyzimtsaure-Maillard-Reaktionen gebildet werden.

2.2.2 Studien zur Bildung der 8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on-Reaktions-
produkte

Um einen tieferen Einblick in die Bildung der 8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on-
Reaktionsprodukte zu erhalten, wurden unterschiedliche Reaktionskonditionen optimiert.
Neben der Untersuchung der Abhangigkeit von der Temperatur wurden auch verschiedene
Aminosauren als Edukte eingesetzt. Zuséatzlich wurde noch die Verwendung diverser

Phenolkomponenten evaluiert.

62



Ergebnisse

Zur Untersuchung der optimalen Rosttemperatur flr eine maximale Ausbeute an Reaktions-
produkten (74, 75) wurden Modellréstanséatze, die Saccharose, L-Asparagin und Kaffee-
saure (1) enthielten, fur 15 min bei unterschiedlichen Temperaturen (120 °C - 220 °C)
gerostet. Die Ausbeuten der Reaktionsprodukte wurden quantitativ mittels HPLC-MS/MS im
MRM-Mode bestimmt. Die generierten Gehalte der erhitzen Proben sind in Abbildung 37
graphisch dargestellt. Beide Reaktionsprodukte 74 und 75 wurden erst ab einer Reaktions-
temperatur von 140 °C gebildet. Bei niedrigeren Temperaturen konnte weder das endo- (74)
noch das exo-Produkt (75) nachgewiesen werden. Eine Erhéhung der Temperatur fihrte zu
hoheren Ausbeuten beider Reaktionsprodukte. Die Gehalte bei 140 °C lagen fur das endo-
Produkt (74) bei 8 umol/mmol Kaffeeséaure und fur das exo-Produkt (75) bei 1 pmol/mmol
Kaffeesaure. Die hochsten Gehalte wurden mit 11 umol/mmol Kaffeesaure flr das endo-
Produkt (74) und 3,5 pmol/mmol Kaffeesaure fir das exo-Produkt (75) bei einer Reaktions-
temperatur von 200 °C erhalten. Eine weitere Erhéhung der Temperatur auf 220 °C fihrte zu
keiner signifikanten Steigerung der Ausbeuten der 8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on-
Produkte.
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Abbildung 37: Temperaturabhangigkeit der Bildung der Reaktionsprodukte 74 und 75 bei der
Reaktion unter Modellrostbedingungen (t: 15 min) von Saccharose, L-Asparagin und Kaffee-
saure. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36. Fehler-

balken stellen die Standardabweichung dar.

Um die Rolle von unterschiedlichen Prakursoren auf die Bildung der Reaktionsprodukte zu
untersuchen, wurde Chlorogensaure (7), welche der Kaffeesaureprakursor in Kaffee ist, und
4-Vinylcatechol (44) als Schlisselintermediat in dem Reaktionsmechanismus in Abbildung
42 bei 200 °C fur 15min in Gegenwart von Saccharose und L-Asparagin in einem
Modellrostansatz erhitzt. Die Chlorogensaure (7) und ebenso das 4-Vinylcatechol (44) waren

potentielle Prékursoren fur die Generierung von endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
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(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75). Die quantitativen Daten, die
mittels HPLC-MS/MS bestimmt wurden, sind in Abbildung 38 zusammengefasst.

Verglichen mit den Ausbeuten aus der Reaktion mit Kaffeesaure (1) waren die Bildungsraten
der endo- (74) und exo-Produkte (75) bei der Reaktion mit Chlorogensaure viel geringer.
Anscheinend waren die gewahlten Reaktionsbedingungen (200 °C fir 15 min) nicht optimal
um Chlorogensaure (7) in Kaffeesaure zu spalten. Auflerdem entstanden bei dieser
Temperatur aus der Chlorogensaure auch viele Nebenprodukte, wie die bereits
beschriebenen Laktone und Phenylindane (Frank et al., 2006 und 2007, Blumberg et al.,
2010).

Die sehr geringen Ausbeuten wahrend der Reaktion mit 4-Vinylcatechol (44) von
0,02 umol/mmol Kaffeesaure fir das endo-Produkt (74) und von 0,01 pmol/mmol Kaffee-
saure flur exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on
(75) konnten durch die Bildung von 4-Vinylcatechololigomeren erklart werden.
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Abbildung 38: Ausbeuten der Reaktionsprodukte 74 und 75 beim Einsatz von Chlorogen-
saure (7) und 4-Vinylcatechol (44) im Vergleich mit Kaffeesdure (1) in der Reaktion mit
Saccharose und L-Asparagin (T: 200 °C, t: 15 min). Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich

auf die Strukturen in Abbildung 36. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss unterschiedliche Kohlenhydrate auf die Ausbeuten der
Reaktionsprodukte 74 und 75 haben, wurden die Monosaccharide Fruktose und Glukose und
das Disaccharid Saccharose unter Modellrostbedingungen (200 °C, 15 min) in Gegenwart
von Glycin und Kaffeesaure (1) erhitzt. Fir jeden Ansatz wurden aquimolare Gehalte an
Kohlenhydrat eingesetzt. Wahrend fir die Monosaccharidansatze 10 mmol eingesetzt
wurden, wurde fir den Disaccharidansatz 5 mmol Saccharose zur Reaktion verwendet. Nach
der Extraktion der Proben wurden die gebildeten Gehalte des endo- (74) und exo-Produktes
(75) mittels HPLC-MS/MS untersucht (Abbildung 39). Bei den Reaktionen mit den beiden
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Monosacchariden wurden sowohl das endo- als auch das exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) zu selben Gehalten mit
19 umol/mmol Kaffeesaure fir das endo-Produkt (74) und mit 9,5 umol/mmol Kaffeesaure fiir
das exo-Produkt (75) nachgewiesen. Mit 15 umol/mmol Kaffeesaure fur das endo- (74) und
5 umol/mmol Kaffeesaure fir das exo-Produkt (75) lagen die Gehalte in den
Saccharoseansétzen niedriger im Vergleich zu den Gehalten aus den Reaktionen mit den

Monosacchariden.
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Abbildung 39: Einfluss von Kohlenhydraten auf die Ausbeuten von endo- und exo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) bei der
Reaktion mit Glycin und Kaffeeséure (1) unter Modellréstbedingungen (T: 200 °C, t: 15 min). Die
Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36. Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.

Um den Einfluss der Aminosdure-Komponente auf die Bildung der Geschmackstoffe zu
untersuchen, wurde Glukose und Kaffeesdure in ternaren Mischungen mit Glycin,
L-Phenylalanin, L-Asparagin, L-Cystein, L-Lysin bzw. L-Asparaginsaure zur Reaktion ge-
bracht. Die Gehalte der generierten endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) wurden im Anschluss mittels
HPLC-MS/MS quantifiziert (Abbildung 40).

Die Bildung der beiden Geschmackstoffe 74 und 75 wurden signifikant von der Struktur der
Aminosaure beeinflusst. Der Einsatz einer geladenen Aminoséaure (L-Lysin oder
L-Asparaginsaure) lieferte niedrigere Gehalte an 74 und 75 als die Verwendung einer unge-
ladenen Aminosédure mit einer nichtpolaren Seitenkette. Auferdem wurden weitere
Abhangigkeiten in der Produktgenerierung von der Struktur der eingesetzten Aminosaure
detektiert. Die Gruppe der ungeladenen Aminosduren mit einer polaren Seitenkette

(L-Asparagin) fuhrte zu denselben Gehalten wie eine ungeladene Aminoséure mit einer nicht
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polaren Seitenkette. Die andere untersuchte ungeladene Aminosaure mit einer polaren
Seitenkette, das L-Cystein, ergab lediglich die Halfte an Ausbeute an 74 und 75 verglichen
mit L-Asparagin.
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Abbildung 40: Einfluss unterschiedlicher Aminoséauren auf die Ausbeuten von endo- und exo-
6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) bei der
Reaktion von Glukose, Aminosdure und Kaffeesdaure (1) unter Modellrostbedingungen
(T: 200 °C, t: 15 min). Gly = Glycin, Phe = L-Phenylalanin, Asp = L-Asparaginsaure, Cys = L-
Cystein, Lys = L-Lysin, Asn = L-Asparagin. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die

Strukturen in Abbildung 36. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Unter Betrachtung aller erhaltenen quantitativen Daten konnte zusammengefasst werden,
dass das endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-
3-en-2-on (74 und 75) in den grof3ten Gehalten wéahrend der Reaktion von Monosacchariden
mit einer ungeladenen Aminosdure wie L-Asparagin oder Glycin unter Modellrést-

bedingungen tber 180 °C mit einer Hydroxyzimtsaure als Reaktionspartner gebildet wurden.

Im Folgenden sollte nun der Bildungsmechanismus der Verbindungen 74 und 75 naher
untersucht werden. Jiang et al. gelang es 2009 durch den Einsatz einer MS basierten
Isotopenanalyse zu zeigen, dass ein intaktes Cs-Zuckerfragment in die beiden struktur-
analogen 6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-
on 77 und 78 (Abbildung 43) eingebaut wurde. Dennoch konnte die exakte Position der
Kohlenstoffatome mit dieser Technik nicht visualisiert werden. Im Kontrast dazu kann mittels
13C-NMR-Spektroskopie eine direkte Nachbarschaft von markierten *C-Atomen detektiert
werden, besonders im Falle von sehr gering B¢ angereicherten Raten. Die ,Bond Labeling*
Technik erméglichte es, durch die Messung der *C/®C Kopplungskonstanten, intakte

Kohlenstoffbindungen in **C-NMR-Spektren sichtbar zu machen (Frank und Hofmann, 2002).
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Diese Technik wurde bisher erfolgreich zur Aufklarung von biosynthetischen Stoffwechsel-
vorgangen und metabolischen Flussmodellen eingesetzt (Bacher et al., 1999).

Um den Bildungsmechanismus von endo- und exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) aufzuklaren, wurde eine ,Bond
Labeling“-Methode entwickelt, bei der Glukose mit 5% [**C¢]-Glukose vermischt und in
Gegenwart von Kaffeesaure (1) und Glycin unter Modellréstbedingungen erhitzt wurde. Nach
der Extraktion mit Methanol wurde der Rickstand mit Ethylacetat extrahiert. Die beiden
Zielmolekule wurden unter Verwendung von MPLC und semipraparativer HPLC isoliert und
mittels 'H breitbandentkoppelter **C-NMR-Spektroskopie analysiert. Die chemischen
Verschiebungen und Multiplizitdten der Kohlenstoffatome ebenso wie die **C/**C Kopplungs-
konstanten der endo- und ex0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) sind in Tabelle 10 zusammengefasst. In
Abbildung 41 sind die **C/**C Kopplungsmuster der **C markierten Kohlenstoffatome des
endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74) dar-
gestellt.

Aufgrund ihres natiirlichen **C-Isotopenverhéltnisses wurden bei der Substanz (74) die acht
Kohlenstoffatome C(1°)-C(6") sowie C(5) und C(6) als Singulett detektiert. Dies bestatigte,
dass diese Kohlenstoffatome zu der Kaffeesaureeinheit gehorten. Im Gegensatz dazu zeigte
das Kohlenstoffatom C(2), welches bei 128,8 ppm eine Resonanz aufwies, intensive
3C-Satelliten mit einer Aufspaltung zu einem Dublett vom Dublett vom Dublett (ddd) mit
Kopplungskonstanten von 61,2, 50,3 und 10,9 Hz, welche durch die 'J-Kopplung mit dem
Kohlenstoff in Position C(3), der 'J-Kopplung mit C(1) und der 2J-Kopplung mit C(7)
entstanden. Fur das Nachbarkohlenstoffatom C(1) wurde eine stark koppelnde Signalauf-
spaltung bei 199,2 ppm detektiert. Die Kopplungskonstanten von 50,3, 45,3 und 2,7 Hz
wurden durch die Kopplungen mit den Kohlenstoffatomen C(2), C(7) und C(3) hervorgerufen.
Wie in Tabelle 10 dargestellt, zeigte das Kohlenstoffatom in Position C(7) **C-Satelliten, die
zu einem Dublett vom Dublett vom Dublett (ddd) mit Kopplungskonstanten von
Yemyca = 45,3 Hz, 2Jemyce = 10,9 Hz und *Jegyce = 2,7 Hz aufgespalten waren, aber es war
keine weitere Kopplung zum Nachbar C(6) sichtbar. Dies bestétigte, dass C(6) nicht mit **C
angereichert wurde. Das quartdre Kohlenstoffatom C(4), welches eine Resonanz bei
87,2 ppm aufwies, zeigte eine Aufspaltung zu einem Pseudotriplett mit einer Kopplungs-
konstanten von 45 Hz, welche den *J-Kopplungen zu C(3) und C(8) entsprachen. AuRerdem
wurden dem Kohlenstoffatom C(3), welches ein Signal bei 155,4 ppm lieferte, die Kopp-
lungskonstanten “Jcgyce) = 61,2 Hz, “Jc@yce = 45,0 Hz, “Je@ycw = 2,7 Hz, 2Jc@yce = 2,7 Hz
und 3JC(3),C(7) = 2,7 Hz zugeordnet. Das hochfeldverschobene Kohlenstoffatom C(8), welches
bei 64,0 ppm eine Resonanz zeigte, koppelte tiber eine *J-Kopplung zu dem Kohlenstoffatom

C(4) mit einer Kopplungskonstante von 45,3 Hz und (ber eine J-Kopplung zu dem Kohlen-
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stoffatom C(3) mit nur 2,7 Hz. Um die Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungen von C(8), C(1) und
C(7) mit dem Kohlenstoffatom in Position C(3) zu bestatigen, wurde ein zweidimensionales
13C/C-INADEQUATE (incredible natural abundance double-quantum transfer experiment)
aufgenommen. In dem INADEQUATE-Spektrum wurde die Abfolge der zugeordneten
Kohlenstoffatome bestatigt. Auf der Basis aller Daten konnte die Struktur des endo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74) bestatigt werden.

Tabelle 10: Zuordnung der 13C-NMR-SignaIe (125 MHz, d4-MeOD) der mit 5 % 3¢ angereicherten
endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74
und 75).

8[ppm]° mult® homonukleare **C, *C Kopplungen via **? Jc, ¢ [Hz]®
C-Atom?
74 75 (74) (75)

c®) 348 373 s

c(5) 483 489 s

c@e 640 651 dd C(4) [45.3], C(3) [2,7] C(4) [45,0], C(3) [3.0]

C(7) 81,9 82,4 ddd C(1) [45,3], C(2) [10,9], C(1) [45,7], C(2) [11,3],
C(3) [2,7] C(3) [3,0]

C(4) 872 88,0 pt C(3) [45,0], C(8) [45,0] C(3) [45.0], C(8) [45,0]

c(3) 1163 1161 s

c(6) 1167  116,5 s

c(@) 1214 1212 s

c 1288 1262  ddd C(1) [50,3], C(3) [61,2], C(1) [50,0], C(3) [61,2],
C(7) [10,9] C(7) [11,3]

C(5) 1297 1333 s

C(2) 1458 1455 s

C(l') 1463 1468 s

Cc(3) 1554 1576  ddd C(1)[2,7], C(7) [2,7], C®) [2.7], C() [3,0], C(2) [61,2],

C(2) [61,2], C(4) [45,0] C(4) [45,0]

ca) 1992 1994  ddd C(2) [50.3], C3) [2,7], C(2) [50,0], C(3) [3.0],

C(7) [45,3] C(7) [45,7]

2 Die Bezifferung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die Strukturen 74 und 75 in Abbildung 36, ° die **C
Verschiebungen sind auf TMS referenziert angegeben, © die Multiplizitat wurde aus dem 13C-Spektrum heraus-

gelesen, ¢ die Zuordnung basiert auf einem **C (
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Abbildung 41: 13C—NMR—Spektrum des Carbon Bond Labeling Experimentes der Substanz 74.
Kopplungen zwischen den 3C-markierten Kohlenstoffatomen (A); vergrolRerte Regionen der
Signale der *C-markierten Kohlenstoffsignale (B) und das *C-NMR-Spektrum (125 MHz, d-
MeQOD) (C).

Die Zuordnung der *C/**C-Korrelationen der **C-angereicherten Verbindung exo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on  (75) zeigte grol3e
Ubereinstimmung in den chemischen Verschiebungen und Jcc-Kopplungskonstanten mit
denen der endo-Konformation (74) (Tabelle 10). Bei einem Vergleich der Literaturdaten mit
den erhaltenen **C-NMR-Spektren konnte der in der Literatur von Jiang et al. (2009) vor-
geschlagene Reaktionsmechanismus bestétigt werden. Abbildung 42 zeigt die Reaktions-
kaskade, welche in zwei Hauptteile aufgespalten ist. Auf der einen Seite steht die typische
Maillard-Reaktion der markierten [**Cg]-Glukose Uiber 3-Desoxy-2-Hexo-sulose (I), welche
Uber das Amadori-Zwischenprodukt gebildet wurde. Eine Dehydrierung und Cyclisierung
fuhrte zum Oxopyrylium Zwitterion (II). Auf der anderen Seite reagierte die Kaffeesaure (1)
durch eine Decarboxylierung zum 4-Vinylcatechol (44). Diese beiden Zwischenprodukte
reagierten in einer 5,2-Cycloaddition zu den Reaktionsprodukten endo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on  (74) und exo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on  (75) (Cohen, 1959,
Snider, 2006, Jiang et al., 2009).
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Abbildung 42: ¥C-markierter Reaktionsmechanismus zur Bildung der Reaktionsprodukte 74
und 75 aus Glukose und einer Aminosaure in der Maillard-Reaktion. Die Bezifferung der Sub-

stanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 4, 8 und 36.

Um zu untersuchen, ob die Reaktionsprodukte nicht nur aus Cg-Kohlenhydratfragmenten
gebildet werden kénnen, wurde im folgenden Modellexperiment Saccharose durch ein
Cs-Kohlenhydrat ersetzt. Die Reaktion wurde unter Verwendung von Ribose, L-Asparagin
und Kaffeesaure (1) mit denselben Reaktionsbedingungen wie fur die Reaktionsansatze mit
Saccharose durchgefuhrt. Nach Abkihlen der Reaktionsldsung wurde eine Analyse mittels
RP-18-HPLC durchgefiihrt und ein Reaktionsprodukt (76) detektiert. Zur Isolierung wurde
eine Separation mittels MPLC auf RP-18 Material, gefolgt von einer finalen Aufreinigung
mittels semipraparativer HPLC angewendet. Das Zielmolekil 76 zeigte ein Pseudomolekiil-
ion von m/z 231 ([M-H]) und die HRMS-Analyse ergab eine Summenformel von C;3H;,0,.
Das 'H-NMR-Spektrum war &hnlich zu dem von endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74), mit dem Unterschied dass die beiden
Signale der diastereotropen Methylengruppen der Position H-C(8) bei 3,71 und 3,84 ppm
fehlten. Dafir war ein neues Signal bei 4,89 ppm, welches fir ein Proton integriert wurde,
nachweisbar. Dieses Signal konnte als Resonanzsignal des Protons in Position H-C(4) iden-
tifiziert werden. Zusammenfassend konnte das Reaktionsprodukt, welches aus dem
Reaktionsansatz von Ribose, L-Asparagin und Kaffeesaure (1) isoliert wurde als endo-6-
(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (76, Abbildung 43) identifiziert
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werden. Bei der Reaktion mit Ribose, konnte nur das endo-Produkt isoliert werden. Auch
durch die massenspektroskopische Analyse des gesamten Reaktionsansatzes konnte das
analoge exo-konfigurierte Produkt nicht nachgewiesen werden.

Fur eine systematische sensorische Untersuchung und um  Struktur/Aktivitats-
Zusammenhange zu erforschen, wurde auf3erdem noch das Ferulasaure-Reaktionsprodukt,
wie in der Literatur beschrieben, synthetisiert (Jiang et al., 2009). Die Reaktion wurde durch
Einsatz von Glukose, Glycin und Ferulasaure durchgefuihrt. Die Aufreinigung der Substanzen
erfolgte wie fir die Reaktionsprodukte 74 und 75 mittels MPLC und semipréparativer HPLC.
Die LC-MS und LC-TOF-MS Analysen ergaben fiir die Substanzen 77 und 78 (Abbildung
43) ein Pseudomolekilion von m/z 275 ([M-H]) und eine elementare Zusammensetzung von
CisH1605 flr beide Isomere. Diese Ergebnisse, wie auch die NMR-Daten, stimmten mit
denen in der Literatur beschriebenen Daten Uberein (Jiang et al., 2009, Snider, 2006). Somit
wurden die beiden Substanzen als das endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on  (77) und exo-6-(4-Hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (78) (Abbildung 43) identifiziert.

Ow7 1<O 057_160 o/c7:’H3
/ 2 / 2 | O\
6" 4 e’ 4 HO 1 37
\/\3// \/\\3// NN 6\ N —=0
7 o\ pEnYy
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Abbildung 43: Chemische Strukturen der Reaktionsprodukte endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (76), endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (77) und exo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-
8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-0n (78).

2.2.3 Sensorische Evaluierung der 8-Oxabicyclo[3.2.1]-oct-3-en-2-on-Derivate

Die sensorische Analyse der synthetisierten 8-Oxabicyclo[3.2.1]-oct-3-en-2-on-Derivate
wurde nach der Reinheitsiiberprifung mittels 'H-NMR-Spektroskopie und HPLC-MS wie
unter Kapitel 2.1.4 beschrieben im Half-Mouth Test durchgefiihrt. Das trainierte Sensorik-
panel beschrieb fir die Substanzen 74 - 78 ein adstringierendes Mundgefiihl und einen

klaren bitteren Geschmackseindruck. Abhangig von der chemischen Struktur wurden die
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Geschmacksschwellen in einem Bereich von 18 und 92 pmol/L fur die Adstringenz und
zwischen 112 und 736 pmol/L fur den bitteren Geschmackseindruck detektiert (Tabelle 11).
Interessanterweise zeigten von den beiden Cg-Kohlenhydrat Produkten die exo-lsomere (75
und 78) einen signifikant niedrigeren Geschmacksschwellenwert fir die Adstringenz und die
Bitterkeit als die entsprechenden endo-lsomere (74 und 77). Der Bereich fir die exo-
Produkte lag bei ca. 20 pmol/L fur den adstringierenden Eindruck und bei ca. 115 pmol/L fir
den bitteren Geschmack. Fir die endo-Produkte ergaben sich Geschmacksschwellen von
ca. 90 umol/L fur die Adstringenz und fur die Bitterkeit von ca. 700 pumol/L.

Die Schwellenwerte des endo-Isomers des Cs-Kohlenhydrat-Produktes (76) lagen mit
60 umol/L fir die Adstringenz und 290 pumol/L fur den bitteren Geschmackseindruck
zwischen den Geschmacksschwellenwerten der endo- und exo-lsomeren der Cg-Kohlen-
hydratprodukte, (74, 77 und 75, 78).

Tabelle 11: Humane Geschmacksschwellen [umol/L] der endo- und exo-8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-
3-en-2-on-Derivate 74 - 78.

Geschmacksschwelle [umol/L]®
Substanz (Nr.)?

bitter adstringierend

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1] 736 92
oct-3-en-2-on (74)

exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1] 112 27
oct-3-en-2-on (75)

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (76) 288 59
endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo 655 89
[3.2.1]oct-3-en-2-on (77)

ex0-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo- 120 18

[3.2.1]oct-3-en-2-on (78)

% Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36 und 43. P Geschmacks-

schwellen wurden im Half-Mouth Test in Trinkwasser (pH 6,0) aufgenommen.
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2.2.4 Identifizierung und Quantifizierung bitterer 8-Oxabicyclo[3.2.1]-oct-3-en-
2-on-Derivate in Rostkaffee

Um ein natirliches Vorkommen der bitter und adstringierend schmeckenden Reaktions-
produkte 74 - 78 aus Kohlenhydraten, Aminosauren und Hydroxyzimtsduren in Kaffee-
getranken zu untersuchen, wurde ein frisch aufgebrihtes Standardkaffeegetréank mittleren
Rostgrades auf eine mit Wasser konditionierte C18 Kartusche aufgegeben. Nach einem
Waschschritt mit Wasser wurde der Kaffee mit Wasser/Methanol (7/3; v/v) eluiert. Das Eluat
wurde am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und in 2 mL Wasser aufgenommen.
Die aufkonzentrierte Kaffeefraktion wurde nach Membranfiltration mittels HPLC-MS/MS
(ESI', MRM Modus) auf die Geschmacksstoffe 74 - 78 untersucht. Um eine maximale lonen-
ausbeute zu erreichen, wurden die substanzspezifischen Ilonisierungs- und Frag-
mentierungsparameter mit den synthetisierten Referenzsubstanzen im Rahmen der
Methodenentwicklung optimiert.

Der Vergleich der Retentionszeiten und der charakteristischen Massenibergange jeder
Substanz, die im Kaffeegetrdnk nachgewiesen wurde, mit denen der korrespondierenden
Referenzsubstanzen, fuhrte zu der eindeutigen ldentifizierung der bitteren Geschmackstoffe
endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on
74 und 75 in dem Kaffeegetrank (Abbildung 44B).

Um die Identitat der nachgewiesenen Produkte in Kaffee zu bestitigen, wurden
Untersuchungen mittels Spiking-Experimenten mit den entsprechenden Referenzsubstanzen
durchgefinhrt.

Entsprechend der Zusammensetzung von Kaffee wurden in dem Kaffeegetrank nur die
Substanzen 74 und 75 nachgewiesen, die aus der Reaktion von Cg-Kohlenhydraten, einer
Aminosaure und Kaffeesdure (1), der dominierenden Hydroxyzimtsaure in Kaffee, hervor-
gingen. Wohingegen die Substanz 76, die aus einem Cs-Kohlenhydrat entstand, und die
beiden Substanzen 77 und 78, die Ferulasdure als Hydroxyzimtsdureeinheit eingebaut
hatten, nicht in dem Kaffeegetrank nachgewiesen werden konnten. Dies kann auf die

geringen Gehalte ihrer Prakursoren in Kaffee zurtickgefuhrt werden.
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Abbildung 44: HPLC-MS/MS Chromatogramme (MRM-Mode) der Analyse von 74 - 78. Endo und
ex0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75),
Standardldsung (A); Kaffeegetréank (B). Endo 6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-
en-2-on (76) Standardlésung (C); Kaffeegetrank (D). Endo und exo0-6-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (77 und 78), Standardl6-
sung (E); Kaffeegetrank (F). Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in
Abbildung 36 und 43.
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Zur quantitativen Analyse von endo- (74) und exo- (75) 6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-

(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on in Kaffeegetrnken wurde die Methode der
SIVA eingesetzt.

Um einen markierten internen Standard fur die Quantifizierung in unterschiedlichen Kaffee-
getranken zu synthetisieren, wurde [**C¢]-Glukose in den Modellréstansatzen mit Glycin und
Kaffeesdure zur Synthese von markiertem endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1][**Cg]oct-3-en-2-on (74, 75) eingesetzt. Die so syntheti-

sierten internen Standards zeigten ein Pseudomolekilion von m/z 267 ([M-H]) im Vergleich

zu dem nicht markierten Pseudomolekilion von m/z 261 ([M-H]) (Abbildung 45).

Abbildung

45:

100 %

Intensitat

261
[M-H]

100 %

Intensitat

MS-Spektren

von

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74) (A) und “*Cg-markiertem endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1][**Cgloct-3-en-2-on ([°Cq]-74) (B).
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Es wurden Kalibriergeraden fur die quantitative Analytik von endo- und exo0-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) in Kaffee-
getranken erstellt. Hierfiir wurde der isotopenmarkierte Standard (IS) von endo-[**Cg]-74 mit
den unmarkierten Standards in Verhéaltnissen von 0,03 bis 14 gemischt und mittels HPLC-
MS/MS analysiert. Durch Auftragung der Flachenverhaltnisse (Flache Analyt / Flache 1S)
gegen die Konzentration der Standardldsungen ergaben sich die Regressionsgeraden mit
einem Korrelationskoeffizienten R > 0,99 (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Kalibrationsgeraden zur Auswertung von endo- (74) und exo- (75) 6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on. Die Bezifferung der
Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36.

Die Genauigkeit der analytischen Methode wurde durch Wiederfindungsexperimente
verifiziert. Hierfir wurde vor der Aufarbeitung synthetisch hergestelltes Referenzmaterial
endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on
(74 und 75) zu Standardkaffeegetranken in zwei unterschiedlichen Konzentrationen zu
dotiert. Die quantitativ ermittelten Gehalte wurden im Anschluss mit denen im aufge-
arbeiteten Kontrollkaffee verglichen. Die Wiederfindungsraten lagen nach der Aufarbeitung
zwischen 86 und 105 % fur das endo-Isomer 74 und zwischen 90 und 106 % fir das exo-
Isomer 75. Diese Daten zeigten, dass die entwickelte SIVA fir die quantitative Bestimmung

dieser Bitterstoffe in Kaffee geeignet war.

Es wurde wie unter Kapitel 2.1.5.1 beschrieben verschieden aufgebrihte Kaffeegetranke
guantitativ auf endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxy)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-en-

2-on (74 und 75) untersucht. Zum einen wurden Standardkaffeegetrédnke (54 g/L) von
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definiert gerdsteten Arabica- und Robusta-Kaffees bereitet. Zum anderen wurden
kommerziell erhéaltliche Espresso-Mischungen (5 - 6 g Kaffeepulver je Kapsel /40 mL) mit
einer speziell dafiir vorgesehenen Kaffeemaschine aufgebriht. Zu definierten Volumen der
Kaffeegetranke (30 mL Standardkaffeegetrank, 5 mL Espresso-Kaffeegetrank) wurden
definierte Volumen des [**Cg]-74 internen Standards zugegeben und es erfolgte eine Homo-
genisierung und Equilibrierung fir 30 min bei Raumtemperatur. Die so préaparierten Proben
wurden auf eine mit Wasser konditionierte C18 Kartusche aufgegeben und nach einem
Waschschritt mit Wasser erfolgte die Elution der Analyten mit einer Mischung von
Wasser/Methanol (7/3; v/v). Die Proben wurden zur Trockene eingeengt und in Wasser fir
die Messung mittels HPLC-MS/MS aufgenommen. In Abbildung 47 st ein

chromatographischer Lauf eines Kaffeegetrankes mit dem internen Standard dargestellt.
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Abbildung 47: HPLC-MS/MS Chromatogramme (MRM-Mode) der Analyse von endo- und exo-6-
(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) in einem
Kaffeegetrank. Internen Standard (A) und die nachgewiesene Substanzen (B). Die Bezifferung
der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36.

Bei der Analyse der Gehalte von endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-
8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) in definiert gerdsteten Standardkaffeegetranken
konnten Unterschiede zwischen den Varietaten der Kaffeesorten festgestellt werden. Die
Gehalte in den Robusta-Kaffeeproben lagen niedriger als die Gehalte in den Arabica-
Kaffeeproben (Abbildung 48). Dies lasst sich eventuell durch den geringeren Kohlenhydrat-
anteil in den Robusta-Bohnen im Vergleich zu den Arabica-Bohnen erklaren (Snider, 2006,
Murkovic und Derler, 2006). Beide Kaffeevarietaten zeigten eine Abhangigkeit der Formation
von 74 und 75 vom Réstgrad der Bohnen. Die Gehalte von endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75) nahmen mit héherem Réstgrad ab
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(35 po/L Kaffeegetrank bei dem Arabica-Kaffee mit 113 SKT Roéstbedingungen: T: 230 °C,
t: 180 s und 12 pg/L Kaffeegetrank bei dem Arabica-Kaffee mit 41 SKT ROstbedingungen
T. 263°C, t. 180s), wohingegen die Gehalte von exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75) mit steigendem Rdstgrad zunahmen
(34 ug/L Kaffeegetrank bei dem Arabica-Kaffee mit 113 SKT und 94 pg/L bei dem Arabica-
Kaffee mit 41 SKT). Dieselbe Abhangigkeit der Gehalte vom Rdstgrad wurde auch bei den
Robusta-Kaffeeproben nachgewiesen.

Durch die Untersuchung von Arabica-Rohkaffee konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die
Hydroxyzimtsédure-Maillard-Reaktionsprodukte 74 und 75 durch den Prozessschritt der
RoOstung gebildet wurden, da diese im Rohkaffee nicht nachweisbar waren (Anhang 4).
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Abbildung 48: Abhéngigkeit der Konzentrationen von endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-
5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) in unterschiedlich stark gerdsteten
Robusta-Kaffeeproben. Rdsttemperatur 265 °C und unterschiedliche Réstdauer (A) bzw. Rst-
dauer 180 s und unterschiedlichen Rdsttemperaturen (B). Sowie von Arabica-Kaffeeproben
Résttemperatur 265 °C und unterschiedliche Réstdauer (C) und Rostdauer 180 s und unter-
schiedliche Rosttemperaturen (D). Die Angaben zu den Réstbedingungen der Kaffeeproben
sind in Tabelle 14 aufgelistet. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in
Abbildung 36.
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Bei der Untersuchung der unterschiedlich bereiteten Kaffeegetrédnke zeigte sich, dass bei
den unter hohem Druck aufgebriihten Espresso-Proben die Gehalte von endo- und exo-6-
(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74 und 75) von
100 — 300 ug/L Kaffeegetrank sehr viel hoher waren als die Gehalte der unter Normaldruck
aufgebriihten Standardkaffeegetrénke der Arabica- und Robusta-Proben (20 — 100 pg/L
Kaffeegetrank) (Tabelle 12). Dies kann nicht alleine durch die erhéhte Menge an Kaffee-
pulver erklart werden, sondern die Art des Aufbrithens scheint ebenfalls die Gehalte an 74
und 75 im Kaffeegetrank zu beeinflussen.

Tabelle 12: Gehalte [ug/L] von endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) in Espresso-Kaffeegetranken.

Konzentration [pg/L]?

Espresso-Probe 74" 75"
1 112+6,5 329+34
2 105+8,2 252 +10,7
3 103 5,8 294 +0,4
4 101 +0,6 333+£0,1
5 92 +14,4 307+12,4
6 89+4,6 333+8,3
7 96 +5,3 343+31,4
8 99+19 373+155

2 Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getranke), ® Die Bezifferung der Bitterstoffe bezieht

sich auf die Strukturen in Abbildung 36. Die Intensitat der Espresso-Getranke ist in Tabelle 13 aufgefihrt.

2.2.5 Diskussion

Die Maillard-Reaktion, eine thermische Reaktionskaskade zwischen reduzierenden Zuckern
und Aminokomponenten, ist ein Hauptbildungsweg zur Generierung von Kaffeearoma-
komponenten (Osterveld et al., 2003, Hofmann et al., 2001). Der Einfluss von Hydroxyzimt-
sauren auf die Aromastoffbildung im Kaffeemodellsystem wurde 2000 von Wang untersucht.
Er studierte dabei Maillard-Systeme, die Glukose und Leucin, Lysin oder Cystein enthielten.
Dabei wurde eine inhibierende Wirkung der Hydroxyzimtsduren auf die Aromagenerierung
festgestellt. Ahnliche Ergebnisse erhielten Noda und Peterson (2007), die im wassrigen
System Glukose und Glycin erhitzten. Im Gegensatz dazu generierten Jang et al. (2009) in
einem wasserarmen Maillard-System, welches Hydroxyzimtsauren enthielt, zahlreiche

Reaktionsprodukte, von denen zwei als endo- und exo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-
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(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1.]Joct-3-en-2-on (77, 78, Abbildung 43) identifiziert
wurden.

Basierend auf den Daten von Jiang et al. (2009) wurden kaffee&hnliche Modellsysteme ent-
wickelt, welche Saccharose, das primére Kohlenhydrat in Kaffee, und die Aminoséure
L-Asparagin enthielten. Diese Maillard-Reaktionsanséatze wurden in Gegenwart von diversen
Hydroxyzimtsauren erhitzt und auf die Bildung von potentiellen bitteren Geschmacksstoffen
untersucht. Bei der chromatographischen Analyse konnten zwei Reaktionsprodukte in
geringen Konzentrationen nachgewiesen werden, endo- (74) und exo- (75) 6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on welche sich als Struk-
turanaloga zu denen von Jiang et al. (2009) identifizierten Produkte erwiesen. Um eine
Strukturwirkungsbeziehung fir diese Substanzklasse aufstellen zu kdnnen, wurde der Koh-
lenhydratanteil bei dieser Reaktion durch Ribose, einem Cs-Kohlenhydrat, ersetzt. Nach Auf-
reinigung wurde das endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (76)
identifiziert, wahrend das entsprechende exo-Produkt in dem Ansatz nicht identifiziert wer-
den konnte. Zusétzlich zu den noch nicht veréffentlichten Reaktionsprodukten 74, 75 und 76
wurden zur sensorischen Evaluierung die beiden in der Literatur beschriebenen Produkte 77
und 78 in Reaktionsansatzen, die Glukose, Glycin und Ferulasdure enthielten, synthetisiert.
Um die von Jiang et al. (2009) beschriebenen Strukturen und den postulierten Reaktions-
mechanismus abzusichern, wurde unter Verwendung von '*C-markierter Glukose ein
,Carbon Bond Labeling® Modell entwickelt, bei dem durch den Einbau von **C-markierten
Kohlenstoffatomen die direkte Nachbarschaft von **C-markierten Kohlenstoffatomen im **C-
NMR-Spektrum visualisiert werden konnte. Mit diesem Experiment konnte Uber die
13C-Kopplungskonstanten bestatigt werden, dass die postulierte Reaktion iiber das
Oxopyrylium Zwitterion in einer anschlieflenden 5,2-Cycloaddition mit dem aus der Ferula-
saure gebildeten 2-Methoxy-4-vinylphenol zu endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (77) und exo0-6-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (78) oder im Falle der
eingesetzten Kaffeesaure tber das 4-Vinylcatechol zu den Reaktionsprodukten endo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74) und exo-6-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75) fuhrten.

Bei einer Optimierung des Reaktionssystems wurden unterschiedliche Parameter, wie der
Einfluss des Kohlenhydrates, der Aminoséaure sowie der Erhitzungstemperatur evaluiert.
Zusétzlich zu diesen Bedingungen wurde untersucht, welchen Einfluss das eingesetzte
Phenol hat. Hierfir wurden zum einen Chlorogensaure (7) die kaffeeeigene Vorstufe der
Kaffeesédure (1), die ebenso wie das Reaktionszwischenprodukt 4-Vinylcatechol (44) im
Modellrgstansatz erhitzt. Bei den eingesetzten Substanzen wurde die Verwendung von

Monosacchariden mit einer ungeladenen Aminosaure wie L-Asparagin als optimaler
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Ausgangspunkt fur eine hohe Produktausbeute evaluiert. Bei der eingesetzten Temperatur
wurden Werte zwischen 180 und 220 °C als optimal festgestellt. Aul3erdem konnte gezeigt
werden, dass sowohl der Einsatz von Chlorogensaure (7) als auch von 4-Vinylcatechol (44)
im Verhéltnis zu Kaffeesédure (1) sehr viel schlechtere Ausbeuten lieferten (0,8 % bezie-
hungsweise 0,08 %).

Bei der sensorischen Untersuchung wurde fir alle Substanzen ein bitterer und adstringie-
render Geschmack festgestellt. Bei der Bestimmung der Geschmacksschwellenwerte im
Half-Mouth Test zeigten sich fur die vier Cs-Kohlenhydratprodukte unabhangig von der
eingesetzten Hydroxyzimtsaure fur die endo-Produkte 74 und 77 weitaus hohere
Geschmacksschwellen sowohl fiir die Bitterkeit (700 umol/L) als auch fir die Adstringenz
(90 pumol/L) als bei den exo-Produkten 75 und 78 (100 pumol/L fir die Bitterkeit, 20 pumol/L fur
die Adstringenz). Wohingegen das endo-konfigurierte Cs Kohlenhydratprodukt 76 mit
290 umol/L fur die Bitterkeit und 60 pumol/L fiir die Adstringenz im mittleren Bereich zwischen
den endo- und exo-konfigurierten C¢-Kohlehydratprodukten lag.

Um das Vorkommen der 8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on Reaktionsprodukte 74 - 78 im
Kaffeegetrank nachzuweisen, wurde eine Kaffeeprobe nach adaquater Anreicherung mittels
HPLC-MS/MS im MRM-Mode untersucht. Lediglich die beiden im kaffeedhnlichen Modellsys-
tem generierten Substanzen endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo-
[3.2.1]oct-3-en-2-on (74) und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo-
[3.2.1]oct-3-en-2-on (75) konnten nachgewiesen werden.

Zur Abschéatzung eines eventuellen Geschmacksbeitrags dieser Substanzen erfolgte
zunachst eine Quantifizierung mittels SIVA. Die Gehalte der beiden Substanzen lagen mit
11 - 112 pg/L fur das endo-Produkt (74) und zwischen 21 und 333 pg/L fir das exo-
Produkt (75) unterhalb der Konzentration der zuvor identifizierten Furan-2-ylmethylbenzol-
Konjugate. Im Falle der Abhangigkeit der Bildung der beiden Substanzen vom Rdstgrad war
eine gegenlaufige Tendenz zu beobachten. So kamen beide Substanzen im Rohkaffee nicht
vor. Fur das endo-Produkt (74) zeigte sich, dass durch eine leichte Rdstung eine Produkt-
bildung einhergeht, die Konzentrationen gingen bei einer starker werdenden Rdstung wieder
zurtick. Wohingegen die Konzentrationen des exo-Produktes (75) mit steigendem Rdstgrad

konstant zunahmen.
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3  Experimenteller Teil

3.1 Reagenzien und Materialien

L-Asparagin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
L-Asparaginsaure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Cystein, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

L-Lysin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
L-Phenylalanin, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
13C¢-Glukose, Euriso Top, Gif sur Yvette, Frankreich
3-Methylcatechol, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
4-Methylcatechol, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
5-Hydroxymethylfurfural, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aceton, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ameisensaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Catechol, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Chlorogenséure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dichlormethan, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Diethylether, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Essigsaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethanol abs., Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethylacetat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ferulasaure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fruktose, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Furfural, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Furfurylalkohol, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Furoylchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glukose, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Hydroxyhydrochinon, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Kaffeesaure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Koffein, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Lithiumaluminiumdeuterid, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Methanol, HPLC grade, JT Barker, Deventer, Niederlande
Methanol-d4, Euriso Top, Gif Sur Yvette, Frankreich

Milchsé&ure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumformiat, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Natriumglutamat, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Natriumsulfat, wasserfrei, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Pyrogallol, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Quercetin-3-0O-B-D-galactopyranosid, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Resorcin, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ribose, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Saccharose, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Schwefelsaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Salzsaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tannin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tetrahydrofuran, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Trifluoressigsaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Wasser fir die HPLC-Messungen wird mittels einer Millipore-Station (Gradient A System,
Millipore, Billerica, United States) aufbereitet. Fir sensorische Experimente wird kom-
merziell erhaltliches Mineralwasser (Evian®) verwendet. Fir alle anderen Verwendungs-

zwecke wird destilliertes Wasser verwendet.

Strata C18-E (55 um, 70 A), 5 g/30 mL Giga Tubes, Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland

LiChroprep® RP18, 25 - 40 um, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

0,45 um Membranfilter, Satorius AG, Géttingen, Deutschland

Seesand, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kieselgel, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Faltenfilter, Macherey Nagel, Diiren, Deutschland

Kaffeefilter, Melitta Grol3e 4
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3.2 Untersuchungsmaterial

Fur die Untersuchungen werden zwei unterschiedliche Arten von Kaffeegetranken
verwendet. Zum einen werden kommerziell erhéltliche Espresso-Kaffeemischungen in
Kapseln untersucht. Zur Herstellung des Kaffeegetrankes werden ca. 6 g des Kaffeepulvers
unter hohem Druck (19 bar) mit 40 mL heiRem Wasser aufgebriiht. Es werden acht
verschiedene Mischungen an Espresso-Kaffee verwendet, die vom Hersteller in unter-

schiedliche Starken mit Intensitaten von 3 - 10 eingestuft werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht tiber die fir die massenspektroskopische Analyse verwendeten unter-

schiedlichen Espresso-Mischungen und deren vom Hersteller angegebene Intensitiaten des

Kaffees.
Espresso-Probe vom Hersteller angegebene Intensitat des Kaffees
1 3
2 5
3 4
4 6
5 8
6 9
7 7
8 10

Zum anderen werden speziell gerostete Proben von Arabica-Brazil und Robusta-Vietnam
Kaffee untersucht (Tabelle 14). Fir diese Kaffeeproben wird ein Standardkaffeegetrank
bereitet. ROstkaffeepulver (54 g) wird in einen Kaffeefilter (Melitta, Grol3e 4) eingewogen und
mit kochendem Wasser portionsweise Uberbriiht und bis zum Erreichen der Eichmarke in
einen Messkolben (1L) filtriert. Im Eisbad wird auf Raumtemperatur abgekihlt. Fir
analytische Untersuchungen werden Kaffeegetranke im MikromaRstab (5,40 g/100 mL) unter

Einsatz von Faltenfiltern hergestellt.
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Tabelle 14: Ubersicht iber die Rostbedingungen der fur die massenspektroskopische Analyse
verwendeten Kaffeeproben.

Arabica-Brazil Robusta-Vietham
Temperatur Rostdauer Farbeinteilung Temperatur Réstdauer Farbeinteilung

[°C] [s] [SKT]* [°C] [s] [SKT]*
230 180 113 245 180 111
243 180 76 251 180 94
248 180 67 257 180 78
256 180 50 261 180 71
263 180 41 269 180 51
265 106 101 265 120 114
265 116 88 265 135 92
265 123 64 265 145 81
265 129 55 265 159 69
265 153 51 265 177 60

& Skaltenteile: Einheit zur Angabe der Farbe oder Helligkeit von gerdsteten Kaffeebohnen.

3.3 Reaktionen von Hydroxybenzolen mit Furanmolekilen

3.3.1 Rostexperimente der binaren Mischungen von Catechol und Furfuryl-
alkohol

Um mdgliche Reaktionsprodukte, die wahrend des Roéstens von Kaffee aus den Kaffee-
inhaltsstoffen Catechol (56) und Furfurylalkohol (32) entstehen kdnnen, zu identifizieren,
werden diese beiden Substanzen unter Modellréstbedingungen erhitzt. Hierflir wird eine
Mischung aus Catechol (0,04 mmol), Furfurylalkohol (0,2 mmol), 900 mg Kieselgel und
500 pL Essigsaure (1 % in Wasser) hergestellt. Nach einer Trocknung bei 50 °C fiir 120 min
im Trockenschrank, wird die Temperatur auf 180 °C erhdht und die Probe fir 10 min
gerdstet. Nach dem Abkihlen wird der Reaktionsansatz zweimal mit Aceton/Wasser (7/3;
viv, 5 mL) extrahiert. Anschlielend wird die organische Phase unter reduziertem Druck
entfernt, und es erfolgt eine Analyse auf mdgliche Reaktionsprodukte mittels RP-HPLC/DAD

unter den unten gegebenen Bedingungen.
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HPLC System: 1

Saule: Luna Phenyl Hexyl, 250 x 4,6 mm id., 5um, (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Fluss: 0,8 mL/min

FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient: A/B (100/0; v/v) fur 5 min halten, in 40 min auf (0/100; v/v), 10 min
halten

Detektion: DAD-Detektor

3.3.2 Modellreaktionen mit binaren Mischungen aus Di- und Trihydroxy-

benzolen und Furanderivaten

Zur ldentifizierung weiterer Reaktionsprodukte aus bindren Mischungen von Di- und
Trihydroxybenzolen (54, 55, 56, 58, 59, 63) und Furanmolekiilen (32 - 34) werden Anséatze in
Losung optimiert. Dabei wird der Einfluss des Losungsmittels, des pH-Wertes, der
Erhitzungsdauer und unterschiedlicher molarer Verhaltnisse der Eduktzusammensetzungen
auf die Bildung von Reaktionsprodukten untersucht.

Zur Herstellung der Reaktionsansatze werden bindre Mischungen aus den Di- und
Trihydroxybenzolen (Resorcin (63), Catechol (56), Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon (55),
3-Methylcatechol (59), 4-Methylcatechol (58), Kaffeesdure (1) und Chlorogensaure (7))
(0,04 umol) mit den Furanderivaten (Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und
5-Hydroxymethylfurfural (34) (0,04 mmol)) in 1 mL Lésungsmittel hergestellt. Als Reaktions-
gefalRe dienen Sovirell Probenglaser (10 mL) mit Schraubdeckel. Die Proben werden fiir eine
Stunde in einem Aluminiumblock auf 70 °C (wasserfreie Lésungsmittel) und auf 100 °C
(wassriges Milieu) erhitzt. Nach Abkihlen werden die so erhaltenen Proben membranfiltriert

und mittels RP-HPLC/DAD unter unten gegebenen Bedingungen untersucht.

HPLC System: 1

Saule: Luna Phenyl Hexyl, 250 x 4,6 mm id., 5um, (Phenomenex,
Aschaffenburg Deutschland)

Fluss: 0,8 mL/min

FlieBmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient: A/B (100/0; v/v) fur 5 min halten, in 40 min auf (0/100; v/v), 10 min
halten

Detektion: DAD Detektor
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3.3.2.1 Einfluss des Lésungsmittels auf die Generierung von Reaktions-
produkten

Zur Untersuchung des geeigneten Losungsmittels werden bindre Mischungen der zuvor
genannten Di- und Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58, 59, 63) und Furanderivate (32 - 34) in
wassrigem Milieu in 1 %iger essigsaurer Losung auf 100 °C erhitzt und nach Abkihlen und
Membranfiltration direkt mittels HPLC-DAD analysiert. Zum anderen werden die bindren
Mischungen in Tetrahydrofuran mit 1 % Trifluoressigsaure angesetzt und bei 70 °C erhitzt.
Nach Abkihlen wird das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Proben werden
in Wasser/Methanol (7/3; viv; 1 mL) gelést und nach Membranfiltration mittels HPLC-DAD
mit System 1 analysiert.

3.3.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Generierung von Reaktionsprodukten

Zur Untersuchung der pH-Abhangigkeit auf die Bildung von Reaktionsprodukten werden die
bindren Mischungen bei unterschiedlichen pH-Werten im Bereich von 3,0 bis 7,0 tberpruft.
Die Einstellung des sauren pH-Wertes erfolgt durch die Herstellung einer 1%igen essig-
sauren Losung in Wasser. Zur Untersuchung des neutralen pH-Wertes wird deionisiertes
Wasser direkt verwendet. Die Probelésungen werden flr eine Stunde auf 100 °C erhitzt und

nach Abkihlen und Membranfiltration per HPLC-DAD (System 1) analysiert.

3.3.2.3 Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Generierung von Reaktions-

produkten

Zur Untersuchung des Einflusses der Erhitzungsdauer auf die Bildung der Reaktions-
produkte in den bindren Mischungen, werden die Di- und Trihydroxybenzole (54, 55, 56, 58,
59, 63) mit den Furanmolekilen in 1 %iger essigsaurer Lésung in Wasser geltst und bei
100 °C fiur 10 bis 480 Minuten erhitzt. Die so erhaltenen Losungen werden membranfiltriert
und mittels HPLC-DAD mit System 1 tberprift.

3.3.2.4 Einfluss des molaren Verhéaltnisses der binaren Mischungen auf die

Generierung von Reaktionsprodukten

Um das molare Verhaltnis fur ablaufende Reaktionen zu optimieren, wird die Abhéngigkeit
der Gehalte an Furanderivaten (32-34) fur die Reaktionen untersucht. Hierfir werden 0,04
bis 0,4 mmol der jeweiligen Furanderivate (Furfurylalkohol (32), Furfural (33) und

5-Hydroxymethylfurfural (34)) mit den Di- und Trihydroxybenzolen (0,04 mmol) in 1 %iger
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essigsaurer Losung in Wasser fur 1 Stunde auf 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden die

Lésungen membranfiltriert und per HPLC-DAD mit System 1 untersucht.

3.3.3 Préaparative Ansatze zur Isolierung der generierten Reaktionsprodukte

Zur Isolierung der im analytischen Modellsystem generierten Substanzen (64 - 73) werden
bindre Mischungen von Resorcin (63), Catechol (56), Pyrogallol (54), Hydroxyhydrochinon
(55), 3-Methylcatechol (59), 4-Methylcatechol (58) (2,0 mmol) mit Furfurylalkohol (32),
Furfural (33) oder 5-Hydroxymethylfurfural (34) (2,0 — 10 mmol) in wassriger essigsaurer
Lésung (15 mL, 1 % in Wasser) bei 100 °C unter den optimierten Reaktionszeiten in einem
verschlossenen Sovirell Glas (60 mL) erhitzt. Nach Abkilhlen der Reaktionsansatze erfolgt
eine Verdinnung mit 10 mL Methanol. Die Auftrennung des Reaktionsansatzes wird mittels
MPLC mit dem Buchi Sepacore System durchgefuhrt. Die Fraktionierung erfolgt unter
Verwendung eines automatischen Fraktionssammlers. Die Fraktionen, die eine UV-
Absorption bei 220 nm aufweisen, werden individuell gesammelt. Die Fraktionen, die die
Zielverbindungen enthalten, werden vereinigt, vom Losungsmittel befreit und im Anschluss,
falls notig, mittels semipraparativer HPLC (System 3) aufgereinigt. Die vereinigten Eluate
werden vom Losungsmittel befreit und die Rickstande lyophilisiert. Tabelle 15 zeigt eine
Ubersicht, der erhaltenen Reaktionsprodukte (64 - 73) inklusive der verwendeten Edukte.
Mittels UV/Vis-, LC-MS-, HRMS- und 1D- und 2D-NMR-Experimenten werden die erhaltenen
Verbindungen untersucht und ihre Struktur aufgeklart.

MPLC System:
Saule: selbst gepackte 150 x 40 mm i.d. Polypropylen Kartusche gefillt
mit LiChroprep, 25 - 40 um, RP-18 Material (Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland)

Fluss: 40 mL/min

FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient: A/B (100/0; v/v) fur 8 min halten, in 25 min auf (20/80; v/v), in
2 min auf (0/100; v/v), 10 min halten

Wellenlange: 220 nm
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HPLC System: 3
Saule: Microsorb 100-5 C18, 250x21,2mm id., 5pum (Varian,
Darmstadt, Deutschland)

Fluss: 18 mL/min

Fliel3mittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient; A/B (75/25; viv) fur 5 min halten, in 20 min auf (40/60; v/v), in
5 min auf (0/100; v/v), 5 min halten

Wellenlange: 220 und 280 nm

Tabelle 15: Ubersicht {ber die eingesetzten Edukte und daraus gebildete Produkte bei der
Reaktion von Di- und Trihydroxybenzolen (54 - 56, 58 - 59, 63) und deren Vorlaufern (1, 7) mit
Furanderivaten (32 - 34).

Di- und -
19}
Trihydroxybenzol e = &
§ ) o) S
|8 | £ |5 |2 |¢
. g |8 | & | s g g e | %
Furanderivat - = - = g a 5 c
IS = = > =S = ﬁ g
< o © x £ £ o o)
& S g = 3 © o 5
IS ) S > = = 5 <
@) 14 (a8 I < ™ X )
Furfurylalkohol (32) 64 65 66 67 68 69 n.d n.d
Furfural (33) n.d 70 71 n.d. n.d n.d n.d nd
5-Hydroxymethylfurfural (34) n.d. 72 73 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.: kein Reaktionsprodukt detektierbar. Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in
Abbildung 4, 6, 9, 11, 16, 18 und 20.

Spektroskopische Daten der Verbindungen (die Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf

die nebenstehenden Strukturen):

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64): UV/Vis (MeOH): Anax = 220, 284 nm; LC-
TOF-MS: gemessen: m/z 189,05457, berechnet fur [C11HoO3]":

5 7
189,05572; MS-ESI: m/z (%) 189 (100, [M-H]); MS/MS TI/ %T/ \8\\/ 0\1 1
. .1 74
(-54 V): m/z (%) 161 (100), 67 (65), 49 (35), 41 (20); "H-NMR HO/3\2¢1 9o—1b
(400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 3,77 [s, 2H, H-C(7)], 5,96 |
OH

[d, 1H, J = 3,1 Hz, H-C(9)], 6,27 [pt, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(10)],
6,52 [dd, 1H, J=1,9, 8,0 Hz, H-C(5)], 6,64 [d, 1H, J=1,9 Hz, H-C(1)], 6,68 [d, 1H,
J =8,0 Hz, H-C(4)], 7,33 [d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(11)]; *C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-
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DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 34,6 [CH,, C(7)], 106,8 [CH, C(9)], 111,3 [CH, C(10)], 116,4
[CH, C(4)], 117,0 [CH, C(1)], 121,1 [CH, C(5)], 131,4 [C, C(6)], 142,5 [CH, C(11)], 144,9 [C,
C(2)], 146,3 [C, C(3)], 156,8 [C, C(8)].

1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (65): UV/Vis (MeOH): Anax = 212, 272 nm; LC-
TOF-MS: gemessen: m/z 189,05555, berechnet fir [C1;HyO3]':

e 0
189,05572; MS-ESI: m/z (%) 189 (100, [M-H]); MS/MS T| \T Ei\/ N
(-54 V): m/z (%) 161 (80), 67 (100), 49 (55), 41 (40); *H-NMR NN 9\1/0/

HO OH

(400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 3,80 [s, 2H, H-C(7)], 5,80
[dd, 1H, J=0,9, 3,0 Hz, H-C(9)], 6,22 [dd, 1H, J = 2,4, 8,0 Hz, H-C(4)], 6,25 [dd, 1H, J=1,8,
3,0 Hz, H-C(10)], 6,30 [d, 1H, J = 2,4 Hz, H-C(2)], 6,80 [d, 1H, J = 8,0 Hz, H-C(5)], 7,32 [s,
1H, J = 1,8 Hz, H-C(11)]; **C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm]
28,6 [CH,, C(7)], 103,5 [CH, C(2)], 106,7 [CH, C(9)], 107,6 [CH, C(4)], 111,3 [CH, C(10)],
117,4 [C, C(6)], 131,8 [CH, C(5)], 142,1 [CH, C(11)], 156,9 [C, C(8)], 157,1 [C, C(1)], 158,1
[C, CE).

7Ny

1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66): UV/Vis (MeOH): Anax = 220, 280 nm; LC-
TOF-MS: gemessen: m/z 205,05123, berechnet fiir [C11HyO4]": . . o
205,05063; MS-ESI: m/z (%) 205 (100, [M-H]); MS/MS 4 e SN
(-54 V): m/z (%) 161 (100), 67 (65), 49 (35), 41 (20); 'H-NMR
(400 MHz, d,-MeOD, COSY): 6 [ppm] 3,83 [s, 2H, H-C(7)], 5,90 |

[dd, 1H, J=0,9, 3,2 Hz, H-C(9)], 6,24 [dd, 1H, J=1,8, 3,1 Hz,

H-C(10)], 6,27 [d, 1H, J = 8,3 Hz, H-C(4)], 6,37 [d, 1H, J=8,3 Hz, H-C(5)], 7,31 [dd, 1H,
J=0,9, 1,8Hz, H-C(11)]; *C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC):
0 [ppm] 28,8 [CH,, C(7)], 106,6 [CH, C(9)], 107,7 [CH, C(4)], 111,1 [CH, C(10)], 118,2 [C,
C(6)], 121,1 [CH, C(5)], 134,2 [C, C(2)], 142,0 [CH, C(11)], 145,3 [C, C(1)], 145,7 [C, C(3)],
156,7 [C, C(8)].

1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)-benzol (67): UV/Vis (MeOH): Anax = 204, 296 nm; LC-
TOF-MS: gemessen: m/z 205,05123, berechnet fir [C11HgO4]':

205,05063; MS-ESI: m/z (%) 205 (100, [M-H]); MS/MS HO\T/ S%T/ 7\1\/0 y
(-54 V): m/z (%) 137 (100), 124 (50), 67 (15), 41 (20); *H-NMR HO/3|\2 _ 1\OH 9\1/({
(400 MHz, d4,~-MeOD, COSY): 6 [ppm] 3,77 [s, 2H, H-C(7)], 5,93

[d, 1H, J = 3,1 Hz, H-C(9)], 6,26 [dd, 1H, J = 1,8, 3,1 Hz, H-C(10)], 6,34 [s, 1H, H-C(2)], 6,47
[s, 1H, H-C(5)], 7,32 [d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(11)]; *C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT,
HMQC, HMBC): & [ppm] 27,1 [CH,, C(7)], 103,1 [CH, C(2)], 105,3 [CH, C(9)], 109,8 [CH,
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C(10)], 115,3 [C, C(6)], 116,6 [CH, C(5)], 137,5 [C, C(1)], 140,7 [CH, C(11)], 143,9 [C, C(3)],
147,5 [C, C(4)], 155,2 [C, C(8)].

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol (68): UV/Vis (MeOH): Anax = 220, 282 nm;
LC-TOF-MS: gemessen: m/z 203,07151, berechnet fir 2 o
[C12H11035]: 203,07137; MS-ESI: m/z (%) 203 (100, [M-H]); | || \\ Ny
MS/MS (-64 V): m/z (%) 159 (70), 67 (100), 49 (50), 41 (40); /3§2 /1\CH ®—10
'H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 2,11 [s, 3H, H- 12

C(12)], 3,76 [s, 2H, C-H(7)], 5,85 [d, 1H, J = 3,0 Hz, H-C(9)], 6,26 [t, 1H, J=2,0, 3,0 Hz,
H-C(10)], 6,55 [s, 1H, H-C(5)], 6,57 [s, 1H, H-C(2)], 7,33 [s, 1H, J=2,0 Hz, H-C(11)];
3C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 18,7 [CHs, C(12)], 32,3
[CH,, C(7)], 106,7 [CH, C(9)], 111,2 [CH, C(10)], 118,0 [CH, C(5)], 118,3 [CH, C(2)], 128,5
[C, C(6)], 128,8 [C, C(1)], 142,3 [CH, C(11)], 144,1 [C, C(3)], 144,7 [C, C(4)], 156,4 [C, C(8)].

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69): UV/Vis (MeOH): Amax = 220, 280 nm;
LC-TOF-MS: gemessen: m/z 203,07084, berechnet fur

5 7
e N
[C12H1103]: 203,07137; MS-ESI: m/z (%) 203 (100, [M-H]); ‘|‘/ ﬁ j\/ N1
MS/MS (-56 V): m/z (%) 175 (90), 67 (100), 49 (45), 41 (25); o A, /1\CH3 9—10
'H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 2,11 [s, 3H, (I)H 12

H-C(12)], 3,82 [s, 2H, H-C(7)], 5,80 [dd, 1H, J=0,8, 3,1 Hz,

H-C(9)], 6,25 [dd, 1H, J = 1,8, 3,1 Hz, H-C(10)], 6,48 [d, 1H, J = 8,0 Hz, H-C(5)], 6,57 [d, 1H,
J=8,0 Hz, H-C(4)], 7,32 [d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(11)]; **C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-
DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 12,0 [CHa, C(12)], 33,0 [CH,, C(7)], 106,7 [CH, C(9)], 111,3
[CH, C(10)], 113,1 [CH, C(4)], 121,8 [CH, C(5)], 124,7 [C, C(6)], 129,7 [C, C(3)], 142,2 [CH,
C(11)], 144,7 [C, C(1)], 144,8 [C, C(2)], 156,8 [C, C(8)].

4,4-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol (70): UV/Vis (MeOH): Anax = 224,
280 nm; LC-TOF-MS: gemessen: m/z 297,07715, berechnet

OH
fur [C17H1305]: 297,07685; MS-ESI: m/z (%) 297 (100, [M-H]); |
3
MS/MS (-56 V): m/z (%) 253 (55), 187 (60), 109 (45), 41 (20); T/ %T
'H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 5,70 [d, 1H, 5| P
Y
J = 3,1 Hz, H-C(9)], 5,84 [s, 1H, H-C(7)], 6,18 [dd, 2H, J = 2,4, |
5 7
8,0 Hz, H-C(4, 4], 6,25 [dd, 1H, J = 1,8, 3,1 Hz, H-C(10)], 6,28 Tl/ \\T'/ \8\\/0\”
[d, 2H, J= 2,4 Hz, H-C(2, 2], 6,60 [d, 2H, J = 8,0 Hz, H-C(5, U T /4
Hoo N Non P

5], 7,34 [d, 1H, J=1,8 Hz, H-C(11)]; *C-NMR (100 MHz,
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d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 36,1 [CH, C(7)], 102,1 [CH, C(4, 4], 105,6
[CH, C(5, 5], 106,8 [CH, C(9)], 109,4 [CH, C(10)], 120,1 [C, C(6, 6], 129,1 [CH, C(2, 2],
140,7 [CH, C(11)], 155,3 [C, C(1, 1], 156,3 [C, C(3, 3], 158,2 [C, C(8)].

4,4-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxybenzol (71): UV/Vis (MeOH): Ay = 220,
272 nm; LC-TOF-MS: gemessen: m/z 329,06726, berechnet

OH
fiir [C17H1307]: 329,06668; MS-ESI": m/z (%) 329 (100, [M-H]); é , on
MS/MS (-64 V): m/z (%) 283 (25), 203 (35), 125 (100), 41 (10); TI/ \\T/
'H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 5,72 [d, 1H, 5'\6 '//1,\OH
J=35Hz, H-C(9)], 588 [s, 1H, H-C(7)], 6,17 [d, 2H, |
J=85Hz, H-C(5, 5], 6,21-6,26 [m, 3H, H-C(4, 4, 10)], 7,33 4/5§6/7\8/0\11
[d, 1H, J=1,8 Hz, H-C(11)]; “C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, L| 1| Q //
Ho” N7 Son
135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 38,2 [CH, C(7)], 107,4 |
[CH, C(4, 4], 108,4 [CH, C(9)], 110,8 [CH, C(10)], 120,6 [CH, OH

C(5,5)], 122,3 [C, C(6, 6], 134,2 [C, C(2, 2], 142,1 [CH, C(11)], 144,9 [C, C(1, 1')], 145,6
[C, C(3, 3)], 159,3 [C, C(8)].

4,4-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyljmethylen]bis-1,3-dihydroxybenzol (72):
UVNVis (MeOH): Anax = 216, 280 nm; LC-TOF-

MS: gemessen: m/z 419,11625, berechnet fir ?H
[CoaH1s07]: 419,11363; MS-ESI: m/z (%) 419 N
(100, [M-H]); MS/MS (-54 VV): m/z (%) 309 (100), 1||8 /1|4
253 (25), 159 (75), 149 (40), 109 (50), 41 (20); \1|3/ “OH
'H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 8 12

177 X137 M17TUN OH
3,75 [s, 2H, H-C(7)], 5,57 [d, 1H, J = 3,1 Hz, H- | | \\ //8’7\ /
C(10)], 5,74 [d, 1H, J = 3,1 Hz, H-C(9)], 5,80 [s, HO~~ N 14\OH 108 /;’1\\2
1H, H-C(12)], 6,19 [dd, 2H, J=2,3, 8,2 Hz, H- 5\4__’_3/
C(17, 17Y], 6,20 [dd, 1H, J = 2,3, 8,0 Hz, H-C(4)], \OH

6,28 [m, 3H, H-C(2, 15, 15"], 6,63 [d, 2H, J = 8,2 Hz, H-C(18, 18"], 6,81 [d, 1H, J = 8,2 Hz,
H-C(5)]; *C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 28,6 [CH,,
C(7)], 37,6 [CH, C(12)], 103,4 [CH, C(2)], 103,5 [CH, C(15, 15"], 107,0 [CH, C(9)], 107,1
[CH, C(17, 17], 107,5 [CH, C(4)], 109,0 [CH, C(10)], 117,7 [C, C(6)], 121,9 [C, C(13, 13],
131,1 [CH, C(18, 18"], 131,7 [CH, C(5)], 155,1 [C, C(1)], 156,6 [C, C(14, 14")], 156,9 [C,
C(16, 16"], 157,6 [C, C(8)], 157,6 [C, C(11)], 157,8 [C, C(3)].
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4,4-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]bis-1,2,3-trihydroxybenzol  (73):
UV/Vis (MeOH): Anax = 216, 272 nm; LC-

TOF-MS: gemessen: m/z 467,09972, be- ?H

rechnet fur [Co4H19010] - 467,09836; MS-ESI" s O

m/z (%) 467 (100, [M-H]); MS/MS (-66 V): I! /1|4

m/z (%) 341 (100), 175 (65), 125 (40), 109 \1|3/ “OH

(15), 41 (5); *H-NMR (400 MHz, d,-MeOD, 7Ly o
COSY): &[ppm] 3,77 [s, 2H, H-C(7)], 5,59 | //8’7\6’_1/

[dd, 1H, J= 0.9, 3,1 Hz, H-C(9)], 5,73 [d, 1H, HO~ & “oH 7 N\,_on
J=3,1Hz, H-C(10)], 5,82 [s, 1H, H-C(12)], <|3H N

6,21 [d, 2H, J = 8,5 Hz, H-C(17, 17}, 6,24 [d, “on

2H, J = 8,0 Hz, H-C(18, 18], 6,36 [d, 1H, J = 8,3 Hz, H-C(4)], 6,39 [d, 1H, J = 8,3 Hz; H-
C(5)]; *C-NMR (100 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 28,9 [CH,, C(7)],
38,9 [CH, C(12)], 107,0 [CH, C(17, 17], 107,4 [CH, C(9)], 107,8 [CH, C(4)], 109,2 [CH,
C(10)], 118,5 [C, C(6)], 120,7 [CH, C(18, 18], 121,2 [CH, C(5)], 122,6 [C, C(13, 13"], 134,2
[C, C(15, 15Y)], 134,3 [C, C(2)], 144,8 [CH, C(14, 14%)], 145,1 [C, C(1)], 145,5 [C, C(16, 16")],
145,6 [C, C(3)], 155,1 [C, C(8)], 157,3 [C, C(11)].

3.3.4 Synthese von isotopenmarkierten Standards aus Catechol und Pyro-
gallol mit Furfurylalkohol

3.3.4.1 [*H,]-Furfurylalkohol

10 mmol 2-Furoylchlorid werden in 10 mL trockenem Diethylether geldst. Diese Lésung wird
unter Argonatmosphdre auf 0°C abgekihlt und tropfweise werden 12 mmol
Lithiumaluminiumdeuterid in 25 mL Diethylether hinzugefligt. Der Reaktionsansatz wird
15 min gertuhrt. Anschlie3end wird der Ansatz 3 Stunden unter Ruckfluss gekocht. Nach der
Erhitzung wird der Reaktionsansatz mit 50 mL Eiswasser hydrolysiert. Durch Zugabe von
2 mol/L Schwefelsédure wird der pH Wert auf 2 eingestellt. Im Anschluss wird der Reaktions-
ansatz mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
gesattigter NaCl Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernung
des Lésungsmittels unter reduziertem Druck verbleibt der deuterierte Furfurylalkohol ([*H.]-
32) als dlige Fliissigkeit. Der deuterierte Furfurylalkohol ([°H,]-32) wird mittels MS/MS und

NMR-Experimenten analysiert.
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Spektroskopische Daten der Verbindung (die Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf

die nebenstehende Struktur):

[2H,]-Furfurylalkohol  ([?°H,]-32): *H-NMR (500 MHz, d,--MeOD): & [ppm] 6,28 [d, 1H,

J=3,1Hz, C-H@3)], 6,35 [dd, 1H, J = 2,0, 3,3 Hz, H-C(4)], 7,43 [d, 1H, 5

J=1,8Hz, H-C(5)]; *C-NMR: (125 MHz, MeOD): & [ppm] 56,8 [q, CD», 5/0\2[’/\1/\

C(1)], 108,4 [CH, C(3)], 111,3 [CH, C(4)], 143,5 [CH, C(5)], 155,9 [C, \\ // OH
4—3

C(2)].

3.3.4.2 Synthese der isotopenmarkierten Furan-2-ylmethylhydroxybenzol-

Derivate

Zur Synthese der isotopenmarkierten Standards werden bindare Mischungen von
Catechol (56) und Pyrogallol (54) (1 mmol) mit [°H,]-Furfurylalkohol (5 mmol) in wéssriger
essigsaurer Loésung (7,5mL, 1% in Wasser) bei 100 °C fur zwei Stunden in einem
verschlossenen Sovirell Glas (60 mL) erhitzt. Nach Abkihlen der Verbindungen erfolgt eine
Verdinnung mit 2,5 mL Methanol. Die Auftrennung der Reaktionsansétze wird mittels MPLC
und anschlieBender semipraparativer HPLC, wie zuvor fur die unmarkierten Produkte
beschrieben durchgefihrt (Kapitel 3.3.3). Die Fraktionen, welche die Zielverbindungen ent-
halten, werden gesammelt, vom Lésungsmittel befreit und die Ricksténde lyophilisiert. Mit-
tels UV/Vis-, LC-MS-, HRMS und 1D- und 2D-NMR-Experimenten werden die erhaltenen

Verbindungen untersucht und ihre Struktur aufgeklart.

Spektroskopische Daten der Verbindungen (die Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf

die nebenstehenden Strukturen):

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-yl[’H,]methyl)-benzol  ([°H,]-64): UV/Vis (MeOH): Apa = 220,
284 nm; MS-ESI: m/z (%) 191 (100, [M-H]); MS/MS (-54 V):

D D
m/z (%) 163 (15), 68 (20), 49 (20), 41 (20); *H-NMR (500 MHz, s N\ .
P VN
d,-MeOD): & [ppm] 5,97 [d, 1H, J = 3,1 Hz, H-C(9)], 6,25 [dd, i T )
1H,J=1,9, 31 Hz, H-C(10)], 6,54 [dd, 1H, J=1,9, 80 Hz, H- -\ =’ 14

C(5)], 6,66 [d, 1H, J = 1,9 Hz, H-C(1)], 6,69 [d, 1H, J = 8,0 Hz,
H-C(4)], 7,35 [s, 1H, H-C(11)]; **C-NMR (125 MHz, MeOD):
& [ppm] 106,7 [CH, C(9)], 111,2 [CH, C(10)], 116,4 [C, C(3)], 116,9 [C, C(6)], 122,0 [CH,
C(4)], 131,3 [CH, C(5)], 142,4 [CH, C(11)], 144,9 [CH, C(1)], 146,3 [C, C(2)], 156,8 [C, C(8)].
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1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-yl[?H,]Jmethyl)-benzol  ([?H,]-66): UV/Vis (MeOH): Anax = 220,
280 nm; MS-ESI: m/z (%) 207 (100, [M-H]); MS/MS (-54 V):

D D
m/z (%) 163 (7), 67 (10), 49 (10), 41 (10); *H-NMR (500 MHz, s N,
I TN
ds-MeOD): & [ppm] 5,90 [d, 1H, J = 3,0 Hz, H-C(9)], 6,24 [q, I | i)
1H, J = 1,8, 3,0 Hz, H-C(10)], 6,27 [d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(4)], Ho/3\2¢1\0H 9—10

6,37 [d, 1H, J=8,2 Hz, H-C(5)], 7,31 [d, 1H, J=1,7 Hz, H-
C(11)]; **C-NMR (125 MHz, MeOD): & [ppm] 106,6 [CH, C(9)],
107,8 [CH, C(4)], 111,1 [CH, C(10)], 118,9 [C, C(6)], 121,1 [CH, C(5)], 134,3 [C, C(2)], 142,0
[CH, C(11)], 145,3 [C, C(1)], 145,7 [C, C(3)], 156,7 [C, C(8)].

3.4 Synthese von Hydroxyzimtsaure-Maillard-Reaktionsprodukten

3.4.1 Identifizierung von Reaktionsprodukten in Modellreaktionen

Um mdgliche Reaktionsprodukte, die unter Maillard-Reaktionsbedingungen mit Hydroxy-
zimtsauren gebildet werden koénnen, zu identifizieren, werden binare Mischungen mit
Saccharose (5 mmol) und Kaffeesdure (1) (1 mmol), sowie L-Asparagin (1 mmol) und
Kaffeesaure (1) (1 mmol) unter Modellréstbedingungen erhitzt. Auf3erdem wird noch ein
Reaktionsansatz mit einer terndren Mischung aus Saccharose (5 mmol), L-Asparagin
(2 mmol) und Kaffeesaure (1) (1 mmol) unter den gleichen Bedingungen angesetzt. Fur die
Modellréstuntersuchungen werden die Proben mit 5 g Seesand und 500 yL Wasser ver-
mischt und in einem geschlossenen Sovirell Glas (25 mL) und fir 15 min auf 200 °C erhitzt.
Die so gertsteten Proben werden mit Methanol (2x 20 mL) extrahiert, und das Losungsmittel
wird unter reduziertem Druck entfernt. Nach Losung des Ruckstandes in Wasser (50 mL)
wird die Mischung mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Die
so erhaltenen Proben werden in 4 mL Wasser/Methanol (3/1; v/v) gelost und mittels HPLC-
DAD mit System 2 analysiert.
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HPLC System: 2
Saule: Microsorb 100-5 C18, 250 x 4,6mm i.d., 5 um (Varian, Darmstadt,
Deutschland)

Fluss: 0,8 mL/min

FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient: A/B (100/0; v/v) fir 5 min halten, in 30 min auf (0/100; v/v), 5 min
halten

Detektion: DAD Detektor

3.4.2 Optimierung der Modellréstansatze

In Anlehnung an Jiang et al. (2009) werden Mischungen von Kohlenhydraten (10 mmol fir
Monosaccharide, 5 mmol fur Disaccharide), Aminosauren (1 mmol) und Hydroxyzimtsauren
(2 mmol), 4-Vinylcatechol (1 mmol) oder Chlorogensaure (1 mmol) mit 5 g Quarzsand und
500 pL Wasser in einem Sovirell Glas (25 mL) gemischt und fir 15 min in einem Aluminium-
heizblock erhitzt. Nach Abkihlen werden die Ansatze mit Methanol (2x 20 mL) extrahiert,
und das Loésungsmittel wird unter reduziertem Druck entfernt. Nach Losen des Ruckstandes
in Wasser (50 mL) wird die Mischung mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer abgezogen. Die so
extrahierten Proben werden in 4 mL Wasser/Methanol (3/1; v/v) gelost, membranfiltriert,
1/100 mit Wasser verdinnt und Aliquote (5 pL) mittels HPLC-MS/MS analysiert.

HPLC-MS/MS:

Saule: Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,1 mm i.d., 5um (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Fluss: 0,25 mL/min

FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol
B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser

Gradient: A/B (0/100; v/v) fur 3 min halten, in 12 min auf (60/40; v/v), in
12 min auf (70/30; v/v), in 2 min auf (100/0; v/v), 5 min halten

Detektion: API| 3200, MS ESI', MRM-Mode

96



Experimenteller Teil

3.4.2.1 Einfluss der Temperatur auf die Generierung von Reaktions-
produkten

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wird die Reaktion des ternaren Gemisches aus
Saccharose, L-Asparagin und Kaffeesaure (5 mmol/ 1 mmol/ 1 mmol) bei unterschiedlichen
Temperaturen in einem geschlossenen Sovirell Glas, wie unter 3.4.2 beschrieben, erhitzt. Es
werden Temperaturen zwischen 120 °C und 220 °C untersucht. Nach der Extraktion mit
Methanol, gefolgt von Ethylacetat, werden die Rlckstdnde in Wasser/Methanol (7/3; vlv;
4 mL) geldst membranfiltriert, 1/100 mit Wasser verdinnt und mittels HPLC-MS/MS analy-

siert.

3.4.2.2 Einfluss des Phenols auf die Generierung von Reaktionsprodukten

Um die Rolle von potentiellen Prékursoren zu untersuchen, die bei der Entstehung der
Reaktionsprodukte in Kaffee eine Rolle spielen kénnen, wird Chlorogensaure, welche der
Kaffeesaureprékursor in Kaffee ist, als Reaktionsprodukt eingesetzt. Auf3erdem wird
4-Vinylcatechol, welches als Schlisselintermediat in dem postulierten Reaktions-
mechanismus angesehen wird, gemeinsam mit Saccharose und L-Asparagin unter den
zuvor genannten Modellrdstbedingungen auf 200 °C fir 15 min erhitzt (Kapitel 3.4.2). Die so
erhaltenen Reaktionsmischungen werden nach der Extraktion mit Methanol und Ethylacetat
mittels HPLC-MS/MS analysiert.

3.4.2.3 Einfluss des Kohlenhydrates auf die Generierung von Reaktions-

produkten

Um zu untersuchen, welchen Einfluss unterschiedliche Kohlenhydrate auf die Ausbeuten der
Reaktionsprodukte haben, werden die Monosaccharide Glukose und Fruktose sowie das
Disaccharid Saccharose in Gegenwart von Glycin und Kaffeesaure (10 mmol Monosaccharid
und 5 mmol Disaccarid/ 1 mmol/ 1 mmol) unter Modellréstbedingungen (200 °C, 15 min)

erhitzt. Nach Extraktion werden die relativen Ausbeuten via HPLC-MS/MS bestimmt.

3.4.2.4 Einfluss der Aminosaure auf die Generierung von Reaktions-

produkten

Um die Abhéngigkeit der Ausbeuten der Reaktionsprodukte von der Aminosdure zu
untersuchen, werden Modellréstexperimente (200 °C, 15 min) unter Verwendung von
Glukose und Kaffeesaure mit unterschiedlichen Aminosauren (10 mmol/ 1 mmol/ 1 mmol)

durchgefuhrt. Als Aminoséduren werden die geladenen Aminoséuren L-Lysin und
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L-Asparaginsaure, die ungeladenen Aminosauren mit einer polaren Seitenkette L-Asparagin
und L-Cystein, sowie die ungeladenen Aminosauren mit unpolarer Seitenkette L-Glycin und
L-Phenylalanin, eingesetzt. Die so erhaltenen Reaktionsprodukte werden mit Methanol und
Ethylacetat extrahiert und nach Ldsen in 4 mL Wasser/Methanol (7/3; v/v) und einer 1/100
Verdiunnung mit Wasser mittels HPLC-MS/MS quantifiziert.

3.4.3 Préaparative Ansatze zur Isolierung der generierten Reaktionsprodukte

Mischungen von Monosacchariden (30 mmol; Glukose oder Ribose), L-Asparagin (3 mmol)
und Hydroxyzimtsauren (3 mmol; Kaffeesaure oder Ferulasédure) werden mit 15 g Quarzsand
und 1500 pL Wasser vermischt und 15 min bei 200 °C erhitzt. Die Reaktionsansatze werden,
wie zuvor beschrieben, mit Methanol und Ethylacetat extrahiert. Nach Entfernung des
Lésungsmittels unter Vakuum werden die Proben in 20 mL Wasser/Methanol (3/1; v/v) gelost
und Aliguote werden mittels MPLC unter Verwendung eines Bulchi Sepacore Systems auf-
getrennt. Die Fraktionierung erfolgt mittels eines automatischen Fraktionssammlers. Die
Fraktionen, die eine UV-Absorption bei 280 nm aufweisen, werden individuell gesammelt.
Die Fraktionen, welche die Zielverbindungen enthalten, werden vereinigt, vom Losungsmittel
befreit und im Anschluss mittels semipraparativer HPLC aufgereinigt. Die vereinigten Eluate
werden vom Lésungsmittel befreit und die Rickstande lyophilisiert. Mittels UV/Vis-, LC-MS-,
HRMS und 1D- und 2D-NMR-Experimenten werden die erhaltenen Verbindungen untersucht
und ihre Struktur aufgeklart.

MPLC System:
Saule: selbst gepackte 150 x 40 mm i.d. Polypropylen Kartusche gefillt
mit LiChroprep, 25 - 40 um, RP-18 Material (Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland)

Fluss: 40 mL/min

FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient: A/B (100/0; v/v) fur 8 min halten, in 45 min auf (0/100; v/v), 10 min
halten

Wellenlange: 280 nm
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HPLC System: 3
Saule: Microsorb 100-5 C18, 250x21,2mm id., 5pum (Varian,
Darm-stadt, Deutschland)

Fluss: 18 mL/min

Fliel3mittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
B: Methanol

Gradient; A/B (85/15; v/v) fir 13 min halten, in 12 min auf (65/35; v/v), in
5 min auf (0/100; v/v), 5 min halten

Wellenlange: 220 und 280 nm

Spektroskopische Daten der Verbindungen (die Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf

die nebenstehenden Strukturen):

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74):
UV/NVis (MeOH): Anax = 224, 284 nm; LC-TOF-MS: gemessen:

m/z 261,07641, berechnet fir [Cy4H130s5]: 261,07685; MS-ESI”: 057_140
m/z (%) 261 (100, [M-H]); MS/MS (-54 V): m/z (%) 261 (100), 203 N\, />2
(15), 201 (15), 189 (15), 136 (15); ‘H-NMR (500 MHz, d,-MeOD, \ | ™3
COSY): 5 [ppm] 1,92 [ddd, 1H, J = 1,3, 7,0, 13,5 Hz, C-H(6a)], L "~oH
2,89 [dt, 1H, J = 3,8, 9,3, 13,5 Hz, H-C(6B)], 3,51 [dd, 1H, J = 7,1, T|/ \\T'

17 3

10,0 Hz, H-C(5)], 3,72 [d, 1H, J = 12,2 Hz, H-C(8)], 3,84 [d, 1H, |, .~~~
J =12,2 Hz, H-C(8B)], 4,53 [d, 1H, J=8,5 Hz, H-C(7)], 6,19 [d,

1H, J=10Hz, H-C(2)], 6,52 [dd, 1H, J=1,8, 8,1 Hz, H-C(4)],
6,61 [d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(6")], 6,67 [d, 1H, J = 8,1 Hz, H-C(3))], 6,77 [d, 1H, J = 10,0 Hz,
H-C(3)]; *C-NMR (125 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 34,8 [CH,,
C(6)], 48,3 [CH, C(5)], 64,0 [CH,, C(8)], 82,0 [CH, C(7)], 87,2 [C, C(4)], 116,3 [CH, C(3")],
116,7 [CH, C(67)], 121,4 [CH, C(4")], 128,8 [CH, C(2)], 129,7 [C, C(5")], 145,8 [C, C(2")],
146,3 [C, C(1)], 155,4 [CH, C(3)], 199,2 [C, C(1)].

OH

exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75):
UVNVis (MeOH): Anax = 236, 284 nm; LC-TOF-MS: ge-

messen: m/z 261,07610, berechnet fir [Ci4H1305]: ?H 0

. y N HO 1 7
261,07685; MS-ESI: m/z (%) 261 (100, [M-H]); MS/MS \T|/ \\T, T/ \1\’ o
-54 V): m/z (%) 261 (100), 203 (15), 201 (15), 189 (15), , , 4
( ): m/z (%) (100) (15) (15) (15) 3\45_5//\¢2
136 (15); "H-NMR (500 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 4 8\ 3
2,33 [dd, 1H, J = 9,0, 14,0 Hz, C-H(6w)], 2,48 [ddd, 1H, OH

J=2,2, 9,0, 14,0 Hz, H-C(6B)], 3,19 [d, 1H, J = 12,0 Hz, H-C(8w)], 3,27 [dd, 1H, J = 3,0,
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9,6 Hz, H-C(5)], 3,43 [d, 1H, J = 12,0 Hz, H-C(8B)], 4,67 [d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(7)], 6,02 [d,
1H, J = 9,8 Hz, H-C(2)], 6,55 [d, 1H, J = 7,8 Hz, H-C(4")], 6,58 [s, 1H, H-C(6)], 6,69 [d, 1H,
J=8,0 Hz, H-C(3")], 7,50 [d, 1H, J = 10,0 Hz, H-C(3)]; *C-NMR (125 MHz, d,-MeOD, 135-
DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 37,3 [CH,, C(6)], 48,8 [CH, C(5)], 65,1 [CH., C(8)], 82,4 [CH,
C(7)], 88,0 [C, C(4)], 116,5 [CH, C(3")], 116,5 [CH, C(6)], 121,2 [CH, C(4")], 126,2 [CH,
C(2)], 133,3[C, C(5)], 145,5 [C, C(2))], 146,3 [C, C(1")], 157,6 [CH, C(3)], 199,4 [C, C(1)].

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on ~ (76): UV/Vis  (MeOH):
Amax = 236, 284 nm; LC-TOF-MS: gemessen: m/z 231,06730, be-

rechnet fiir [C1sH1,04]: 231,06628; MS-ESI: m/z (%) 231 (100, [M- 0\7_140
H]); MS/MS (-54 V): m/z (%) 231 (100), 203 (15), 201 (15), 187 (30), N\, />2
135 (25); *H-NMR (500 MHz, d,-MeOD, COSY): & [ppm] 1,86 [ddd, \5/ 3
1H, J=1,6, 7,0, 13,5 Hz, C-H(6a)], 2,78 [dt, 1H, J = 9,5, 18,6 Hz, H- l,

C(6PB)], 3,74 [dt, 1H, J=7,0, 14,1Hz, H-C(5)], 4,54 [d, 1H, T|/ \\T'
J=8,5Hz, H-C(7)], 4,90 [dd, 1H, J = 4,4, 6,5 Hz, H-C(4)], 6,06 [dd, HO/1'\243'

1H, J=0,7, 9,8 Hz, H-C(2)], 6,56 [dd, 1H, J = 1,6, 8,1 Hz, H-C(4")], |
6,65 [d, 1H, J = 1,6 Hz, H-C(6")], 6,67 [d, 1H, J = 8,1 Hz, H-C(3")],

6,95 [dd, 1H, J=4,3, 9,8 Hz, H-C(3)]; *C-NMR (125 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC,
HMBC): & [ppm] 32,0 [CH,, C(6)], 48,2 [CH, C(5)], 78,5 [CH., C(4)], 83,1 [CH, C(7)], 116,3
[CH, C(6)], 116,4 [CH, C(3")], 120,8 [CH, C(4")], 127,6 [CH, C(2)], 130,1 [C, C(5)], 145,5 [C,
C(27)], 146,4 [C, C(1)], 154,9 [CH, C(3)], 199,2 [C, C(1)].

endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on
(77): UVIVis (MeOH): Anax = 224, 284 nm; LC-TOF-MS: gemes-

sen: m/z 275,09222, berechnet fir [CisH1505]: 275,09250; MS- 0\7_140
ESI: m/z (%) 275 (100, [M-H]); MS/MS (-54 V): m/z (%) 275 6/, A />2
(100), 203 (25), 201 (25), 188 (20), 134 (20); *H-NMR (500 MHz, \5 e \\3
d,-MeOD, COSY): & [ppm] 1,98 [ddd, 1H, J = 1,6, 7,0, 13,7 Hz, EI) 8\0H
C-H(6w)], 2,91 [ddd, 1H, J = 3,8, 9,1,18,8 Hz, H-C(6RB)], 3,60 [dd, T|/ \\T'

1H, J = 7,0, 10,2 Hz, H-C(5)], 3,73 [d, 1H, J = 12,4 Hz, H-C(8a)], H3C7>,\O/1’\243’

3,82 [s, 3H, H-C(7)], 3,84 [d, 1H, J = 12,3 Hz, H-C(8B)], 4,55 [d, (I)H

1H, J = 8,6 Hz, H-C(7)], 6,20 [dd, 1H, J = 1,0, 10,0 Hz, H-C(2)],

6,64 [dd, 1H, J=1,9, 8,2 Hz, H-C(4)], 6,71 [d, 1H, J=8,1 Hz, H-C(3)], 6,75 [d, 1H,
J=1,9 Hz, H-C(6)], 6,77 [d, 1H, J = 10,4 Hz, H-C(3)]; *C-NMR (125 MHz, d,-MeOD, 135-
DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 34,8 [CH,, C(6)], 48,5 [CH, C(5)], 56,5 [CHs, C(7)], 63,9
[CH,, C(8)], 81,9 [CH, C(7)], 87,2 [C, C(4)], 113,7 [CH, C(6")], 116,2 [CH, C(3")], 122,4 [CH,
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C(4)], 128,9 [CH, C(2)], 129,7 [C, C(5')], 145,1 [C, C(2)], 148,9 [C, C(1)], 155,3 [CH, C(3)],
199,2 [C, C(1)].

exo0-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on
(78): UVIVis (MeOH): Anax = 236, 284 nm; LC-TOF-MS: gemessen: m/z 275,09212, berech-

net fir [CisHis0s]: 275,09250; MS-ESI: m/z (%) 275 O/C7:’H3
(100, [M-H]); MS/MS (-54 V): m/z (%) 275 (100), 203 | R
HO 1 -7
(25), 201 (25), 188 (20), 134 (20); *H-NMR (500 MHz, d.- NN 6\ =0
MeOD, COSY): &[ppm] 2,35 [ddd, 1H, J=16, 9,2 U
) . ] ] ] 1Yy 164y \4// m— /\3?2

14,0 Hz, C-H(6a)], 2,52 [ddd, 1H, J = 3,1, 8,7, 14,1 Hz, H- 5

C(6B)], 3,18 [d, 1H, J = 11,8 Hz, H-C(8a)], 3,36 [dd, 1H,

J=3,2,9,1 Hz, H-C(5)], 3,42 [d, 1H, J = 11,8 Hz, H-C(8B)], 3,84 [s, 1H, H-C(7)], 4,71 [d, 1H,
J =8,7 Hz, H-C(7)], 6,03 [dd, 1H, J = 0,8, 9,9 Hz, H-C(2)], 6,68 [dd, 1H, J=1,9, 8,1 Hz, H-
C(4")], 6,73 [d, 1H, J=8,1 Hz, H-C(3)], 6,80 [d, 1H, J=1,9 Hz, H-C(6)], 7,52 [d, 1H,
J =9,9 Hz, H-C(3)]; ®*C-NMR (125 MHz, d,-MeOD, 135-DEPT, HMQC, HMBC): & [ppm] 37,3
[CH,, C(6)], 48,9 [CH, C(5)], 56,5 [CHs, C(7)], 65,0 [CH,, C(8)], 82,4 [CH, C(7)], 88,0 [C,
C(4)], 113,3 [CH, C(6)], 116,1 [CH, C(3")], 122,3 [CH, C(4)], 126,2 [CH, C(2)], 133,3 [C,
C(57)], 146,8 [C, C(2")], 148,9 [C, C(1)], 157,5 [CH, C(3)], 199,4 [C, C(1)].

3.4.4 Synthese des “Carbon Bond Labeling” (CBL)-Standards

Fir den CBL-Standard wird ein préparativer Ansatz aus einer Mischung von [**Cg]-D-
Glukose (1,5 mmol), D-Glukose (28,5 mmol), Glycin (3 mmol) und Kaffeesaure (1) (3 mmol)
mit 15 g Quarzsand und 150 uL Wasser in einem geschlossenen Sovirell Glas (60 mL)
hergestellt. Die Mischung wird unter Modellréstbedingungen bei 200 °C fur 15 min erhitzt.
Nach Abkihlen werden die Zielverbindungen, wie zuvor in Kapitel 3.4.3 beschrieben, unter
Verwendung von MPLC und praparativer HPLC isoliert und aufgereinigt. Mittels LC-MS- und
1D-NMR-Experimenten werden die erhaltenen Verbindungen untersucht und der Einbau der
Markierung tberpruft.
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3.45 Synthese des **C-markierten Standards der endo- und exo-8-
Oxabicyclo[3.2.1][**C¢]oct-3-en-2-on-Reaktionsprodukte

Fur die quantitative Untersuchung von Kaffeeproben wird ein interner Standard unter
Verwendung von total markierter [**Cg]-Glukose synthetisiert.

Fir den *C-markierten Standard wird ein praparativer Ansatz aus einer Mischung von [**Cg]-
D-Glukose (30 mmol), Glycin (3 mmol) und Kaffeesédure (1) (3 mmol) analog zur Durch-

fuhrung in Kapitel 3.4.4 erhitzt, die Zielverbindungen isoliert und in ihrer Struktur aufgeklart.

Spektroskopische Daten der isotopenmarkierten Verbindungen (die Bezifferung der

C-Atome bezieht sich auf die nebenstehenden Strukturen):

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1][**Cs]oct-3-en-2-on

([*3C¢]-74): UVIVis (MeOH): Amax = 224, 284 nm; MS-ESI: m/z (%) 267 Og ¢/°
(100, [M-H]); MSIMS (-54 V): m/z (%) 267 (100), 207 (15), 205 (15), 191 . N p
(10); ®*C-NMR (125 MHz, d,-MeOD): & [ppm] 64,0 [dd, J = 2,9, 45,3 Hz; v !
C(8)], 81,9 [ddd, J = 2,9, 10,9, 453 Hz, C(7)], 87,2 [dd, J = 45,0, 6/1»\\4 o
45,0 Hz, C(4)], 128,8 [ddd, J = 10,9, 50,3, 61,2 Hz, C(2)], 155,4 [ddd, /1|| //;
J=27,45,0, 61,2 Hz, C(3)], 199,2 [ddd, J = 2,7, 45,3, 50,3 Hz, C(1)].  ° CT)H

exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1][**Cs]oct-3-en-2-on
([**Ce]-75): UV/Vis (MeOH): Ayax = 236, 284 nm; MS-ESI: m/z OH

. | o
(%) 267 (100, [M-H]); MS/MS (-54 V): m/z (%) 267 (100), 207 Ho 1\ /\>5\ .

. 13+~ . _ . |
(15), 205 (15), 191 (10); —C-NMR: (125 MHz, d4;-MeOD): , //5 _5//\./.
0 [ppm] 65,1 [dd, J = 3,5, 45,0 Hz, C(8)], 82,4 [ddd, J = 3,5, 11,3, ‘\
OH

45,7 Hz, C(7)], 88,0 [dd, J = 45,0, 45,0 Hz, C(4)], 126,2 [ddd,
J = 11,3, 50,0, 61,2 Hz, C(2)], 157,6 [ddd, J = 2,7, 45,0, 61,2 Hz, C(3)], 199,4 [ddd, J = 2,7,
45,7, 50,0 Hz, C(1)].
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3.5 Quantitative Analytik

3.5.1 Quantifizierung der Furan-2-ylmethylhydroxybenzole in Kaffee

Zur Quantifizierung der Furan-2-ylmethylhydroxybenzole in Kaffee wird aus den speziell ge-
rosteten Arabica- und Robusta-Proben ein Standardkaffeegetrank (54 g/L) bereitet. Zu 1 mL
Kaffeegetrank werden 5 pL des internen Standards (c = 0,108 mg/mL 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-yl[°’H,]Jmethyl)-benzol  ([?H,]-64), 0,195 mg/mL 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-
yI[?H,]methyl)-benzol ([?H,]-66) pipettiert. Nach 10 min Equilibrierzeit wird die Probe memb-
ranfiltriert und direkt zur Analyse mittels HPLC-MS/MS verwendet.

Zur Analyse von Espresso-Getranken wird je eine Kapsel Espresso-Kaffee mit 19 bar Druck
und 40 mL heiBem Wasser aufgebriht. 1 mL Espresso-Getrank wird mit dem internen
Standard versetzt (5 uL) und nach Inkubation von 10 min und Membranfiltration wird die
Probe direkt mittels HPLC-MS/MS analysiert.

Spektrometer: 4000 QTrap (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
lonisierung: Turbo Spray Electrospray lonisation (ESI)

Scantyp: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Polaritat: Negativ

lon Spray Voltage: -4500 V
Stationare Phase: Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,1 mm i.d., 5pum, (Phenomenex,

Aschaffenburg, Deutschland)

Fluss: 250 pL/min
Injektionsvolumen: 5puL
FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol

B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser

Gradient: A/B (0/100; v/v) fir 3 min halten, in 7 min auf (40/60; v/v); in 5 min
auf (60/40; viv), in 12 min auf (70/30; v/v), in 2 min auf (100/0; v/v),
2 min halten

Tuning: Fur die Analyten und die internen Standards werden die lonisierungsparameter unter
Nutzung des Tools ,Quantitative Optimization“ (Analyst 1.5) optimiert. Dabei werden das
Declustering Potential (DP), die Collision Energy (CE) und das Cell Exit Potential (CXP) fur
jeden Analyten separat optimiert. Die Probelésung wird Gber die Spritzenpumpe (10 pL/min)

gefordert. Die optimierten Parameter sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16: Ausgewdahlte Massenlibergange und die optimierten Bedingungen fir die

guantitative Bestimmung der geschmacksaktiven Verbindungen (64-73) in Kaffee.

ISP MW®  Masseniibergang

Substanz (Nr.)* [Da] [m/z] DPY CE® CxP'
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol ~ ([*Hz]-64) 190,2 189 — 161 -80 -28 -9
(64) 189 - 67 -80  -30 -3
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-yl[?Hz]methyl)- 192,2 191 - 163 -85 -26 -9
benzol (*H-64) 191 - 67 -85  -36 -3
1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol 190,2 189 - 161 -75 -26 -13
(65) 189 - 67 75 -36 -13
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)- 206,2 205 - 67 -60 -38 -3
benzol (66) 205 - 43 -60 -28 -1
1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-yl’HzJmethyl)-  ([°H]-66) 208,2 207 — 67 -85 -38 -11
benzol ([*H.]-66) 207 - 41 -85 20 -5
1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-ylmethyl)- 206,2 205 - 67 -70 -40 -1
benzol (67) 205 - 43 -70 -30 -5
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5- (°Hz2)-64) 204,2 203 - 67 -90 -42 -9
methylbenzol (68) 203 — 159 -90 -34 -11
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3- (°Hz2)-64) 204,2 203 ~— 67 -90 -32 -3
methylbenzol (69) 203 - 175 -90 24 -3
4.,4’-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,3- 3302 329 - 125 -40 -40 -1
dihydroxybenzol (70) 329 - 203 -40 -22 -1
4.,4’-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3- 298,2 297 -~ 187 -70 -18 -3
trihnydroxybenzol (71) 297 - 253 -70 -26 -5
4,4'-[[5-[(2,4-dihydroxyphenyl)methyl]-2- 4204 419 - 309 -70  -18 -7
furanylmethylene]bis-1,3-dihydroxybenzol 419 - 159 70 36 13
(72)

4,4’-[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2- 468,4 467 - 341 -60 -24 -21
furanyl]methylen]bis-1,2,3- 467 - 175 -60 48 -13

trinydroxybenzol (73)

2 Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 16, 18 und 20, b fir die Quanti-

fizierung verwendeter Interner Standard, ¢ Molekulargewicht, d Declustering Potential, © Collision Energie, "Cell Exit

Potential.

Standards: Fur die mit Deuterium markierten internen Standards 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
yI[?H,]methyl)-benzol ([°H,]-64) und 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-yl[*’H,]Jmethyl)-benzol ([*H,]-

66) sowie fir die zu quantifizierenden Analyten wird jeweils eine Stamml6sung hergestellt

(ca. 10 - 20 mg/10 mL in Methanol). Fir die internen Standards erfolgt eine 1:10 Verdinnung
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und die zu quantifizierenden Analyten werden in einer Verdinnungsreihe mit Verdiinnungen
von 1:3 verdunnt.

Kalibration: Die isotopenmarkierten internen Standards werden mit den unmarkierten Deriva-
ten in Konzentrationsverhaltnissen von 0,01 bis 7 gemischt und per HPLC-MS/MS analysiert.
Die Kalibrationsgeraden werden durch Auftragen der Flachenverhaltnisse (Flache Analyt /
Flache IS) gegen die Konzentrationsverhaltnisse (c Analyt / ¢ IS) erhalten (6 Messpunkte)
(Tabelle 17).

Tabelle 17: Zur Quantifizierung mittels HPLC-MS/MS eingesetzte Kalibrierfunktionen.

Substanz (Nr.)* Verwendeter interner Standard Geradengleichu ngb (Rz)

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2- ([*H2]-64) y = 1610,5x + 0,0017 (0,9997)
ylmethyl)-benzol (64)

1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2- ([2H2]-66) y = 3158,5x + 0,0004 (0,9729)
ylmethyl)-benzol (66)

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2- ([*H2]-64) y = 6019,4x - 0,1252 (0,9989)
ylmethyl)-5-methylbenzol (68)

1,2-Dihydroxy-4-(furan-2- ([*H2]-64) y = 1250,2x + 0,0272 (0,9995)
ylmethyl)-3-methylbenzol (69)

% Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 16, b y = Flache (Analyt / interner

Standard), x = Konzentration (Analyt / interner Standard)

3.5.2 Quantifizierung der Hydroxybenzole in Kaffee

Zur Quantifizierung der Hydroxybenzole in Kaffeegetranken wird aus den speziell gerdsteten
Arabica- und Robusta-Proben ein Standardkaffeegetrank (54 g/L) bereitet, welches direkt
nach Membranfiltration zur Analyse mittels HPLC-MS/MS verwendet wird.

Zur Analyse von Espresso-Getranken wird je eine Kapsel Espresso-Kaffee mit 19 bar Druck
und 40 mL heiBem Wasser aufgebriht. Das Kaffeegetrank wird membranfiltriert und direkt
mittels HPLC-MS/MS analysiert.

Spektrometer: 4000 QTrap (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
lonisierung: Turbo Spray Electrospray lonisation (ESI)

Scantyp: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Polaritat Negativ

lon Spray Voltage: -4500 V
Stationare Phase: Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,2 mm id., 5um (Phenomenex,

Aschaffenburg, Deutschland)
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Fluss:
Injektionsvolumen:
FlieRBmittel:

Gradient:

Tuning: FOr die Analyten werden die lonisierungsparameter unter Nutzung des Tools
»<Quantitative Optimization* (Analyst 1.5) optimiert. Die Probelésung wird Uber die Spritzen-

pumpe (10 pL/min) gefordert. Die optimierten Parameter sind in Tabelle 18 zusammen-

gefasst.

Tabelle 18: Ausgewéhlte Massenibergange und die optimierten Bedingungen fir die quanti-

tative Bestimmung der Hydroxybenzole (1, 54, 56, 58 und 59) in Kaffee.

250 pL/min
5L

A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol

B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser

A/B (0/100; v/v) fur 3 min halten, in 7 min auf (40/60; v/v); in 5 min
auf (60/40; v/v), in 12 min auf (70/30; v/v), in 2 min auf (100/0; v/v),

2 min halten

MW"  Massenibergang
Substanz (Nr.)? [Da] [m/z] DP° CE' CXp°
Kaffeesaure (1) 180,2 179 - 135 -55 -24 -7
179 - 107 -55 -32 -5
Catechol (56) 110,12 109 - 91 -75 -28 -5
109 - 81 -75 -24 -5
Pyrogallol (54) 126,1 125 — 69 70 =26 -11
125 - 97 -70 -28 -3
4-Methylcatechol (58) 124,1 123 - 95 70 20 -7
123 - 108 -70 -28 -5
3-Methylcatechol (59) 1241 123 — 108 -75 -28 -5
123 — 95 -75 -22 -5

% Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 4 und 9, b Molekulargewicht,

¢ Declustering Potential, 4 Collision Energy, ° Cell Exit Potential.

Standards: Fur die zu quantifizierenden Analyten wird jeweils eine Stammldsung hergestellt

(ca. 10 mg/10 mL in Methanol). Diese wird in einer Verdiunnungsreihe mit Verdinnungs-

schritten von 1:3 verdinnt.

Kalibration: Die Kaffeeproben werden mittels HPLC-MS/MS analysiert. Die Auswertung der

Proben erfolgt Uber externe Kalibration. Die Kalibriergerade wird durch Auftragen der Peak-

flachen der Kalibrierlosungen gegen die Konzentration erhalten (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Zur Quantifizierung mittels HPLC-MS/MS eingesetzte Kalibrierfunktionen fir (1, 54,
56, 58 und 59).

Substanz (Nr.)* Geradengleichungb R?

Kaffeesaure (1) y = 2E+08x + 6103,2 0,9989
Catechol (56) y = 1E+08x + 61016,0 0,9979
Pyrogallol (54) y = 1E+08x — 26444,0 0,9969
4-Methylcatechol (58) y = 7TE+08x - 1708,7 0,9963
3-Methylcatechol (59) y = 2E+08x - 8144,9 0,9999

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 4 und 9, b y = Flache (Analyt),
x = Konzentration (Analyt).

3.5.3 Quantifizierung der Furanderivate in Kaffee

Zur Quantifizierung der Furanderivate Furfurylalkohol (32) und 5-Hydroxymethylfurfural (34)
werden die gleichen Kaffeegetranke, wie unter Kapitel 3.2 beschrieben, aufgebriiht und nach
Membranfiltration direkt mittels HPLC-MS/MS analysiert.

Spektrometer: 4000 QTrap (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
lonisierung: Atmospheric Pressure lonsiation (APCI)

Scantyp: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Polaritat: Positiv

Nebuliser Current: 5 WA
Stationare Phase: Luna PFP, 150 x 2,2 mm i.d., 5 um (Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland)

Fluss: 250 pL/min
Injektionsvolumen: 5uL
FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol

B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
Gradient: A/B (0/100; v/v) fir 5 min halten, in 15 min auf (100/0; v/v), 3 min

halten

Tuning: FUr die Analyten werden die lonisierungsparameter unter Nutzung des Tools
,2Quantitative Optimization“ (Analyst 1.5) optimiert. Die Probeldsung wird tUber die Spritzen-
pumpe (10 uL/min) geférdert. Die optimierten Parameter sind in Tabelle 20 zusammen-

gefasst.
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Tabelle 20: Ausgewahlte Masseniibergange und die optimierten Bedingungen fir die quanti-

tative Bestimmung der Furanderivate 32 und 34 in Kaffee.

MW"  Masseniibergang

Substanz (Nr.)? [Da] [m/z] DP° CE° CXpP®
Furfurylalkohol (32) 98,1 99 - 58 26 17 8
99 - 72 26 11 6
5-Hydroxymethylfurfural (34) 126,1 127 - 109 26 17 8
127 - 81 26 23 6

% Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 6, b Molekulargewicht, ¢ Decluste-

ring Potential, 4 Collision Energy, ° Cell Exit Potential.

Standards: Fur die zu quantifizierenden Analyten wird jeweils eine Stammldsung hergestellt
(ca. 100 mg/100 mL in Methanol). Diese wird in einer Verdinnungsreihe von 1:50 bis
1:50000 verdunnt.

Kalibration: Die Kaffeeproben werden mittels HPLC-MS/MS analysiert. Die Auswertung der
Proben erfolgt Uber externe Kalibration. Die Kalibriergerade wird durch Auftragen der Peak-
flachen der Kalibrierldsungen gegen die Konzentration erhalten, diese sind in Tabelle 21
aufgefihrt.

Tabelle 21: Zur Quantifizierung mittels HPLC-MS/MS eingesetzte Kalibrierfunktionen.

Substanz (Nr.)? Geradengleichung® R?
Furfurylalkohol (32) y = 6E+07x — 20417 0,9970
5-Hydroxymethylfurfural (34) y = 4E+09x + 393176 0,9976

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 6, P y = Flache (Analyt),
x = Konzentration (Analyt).

3.5.4 Quantifizierung der Hydroxyzimtséure-Maillard-Reaktionsprodukte in

Modellansatzen

Nach Erhitzung der Modellansatze unter Rostbedingungen, werden diese mit Methanol und
anschlieend mit Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknung Uber Natriumsulfat und Entfernen
des Ldsungsmittels werden die Proben in 4 mL Wasser/Methanol (7/3; v/v) gelést und 1:100
mit Wasser verdinnt. Die entstandene Suspension wird membranfiltriert (0,45 ym) und per
HPLC-MS/MS analysiert.
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Spektrometer: API 3200 (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
lonisierung: Turbo Spray Electrospray lonisation (ESI)

Scantyp: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Polaritat: Negativ

lon Spray Voltage: -4500 V

Stationare Phase: Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,1 mm id., 5pum, (Phenomenex,

Aschaffenburg, Deutschland)

Fluss: 250 pL/min
Injektionsvolumen: 5uL
FlieRmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol

B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser
Gradient: A/B (30/70; viv) fur 2 min halten, in 10 min auf (50/50; v/v); in
3 min auf (100/0; v/v), 3 min halten

Tuning: FiUr die Produkte werden die lonisierungsparameter unter Nutzung des Tools
,2Quantitative Optimization (Analyst 1.5) optimiert. Die Probelésung wird Uber die Spritzen-
pumpe (10 pL/min) geférdert. Die Optimierten Parameter sind in Tabelle 1 zusammen-
gefasst.

Tabelle 22: Ausgewahlte Massentbergange und die optimierten Bedingungen fur die quanti-
tative Bestimmung der geschmacksaktiven Verbindungen 74-75 in Kaffee.

MW" Masseniibergang
Substanz (Nr.)?* [Da] [m/z] DP® CE" CXP®
6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- 262,32 261 - 189 -60 -26 -4
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74,75) 261 - 203 -60 -26 -4

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36, b Molekulargewicht,

° Declustering Potential, ¢ Collision Energy, © Cell Exit Potential.

Standards: Fir die zu quantifizierenden Analyten (74, 75) wird jeweils eine Stammldsung
hergestellt (ca. 10 mg/10 mL Methanol). Diese wird in einer Verdunnungsreihe mit
Verdunnungsschritten von 1:3 (v/v) verdiinnt.

Kalibration: Die Modellansétze werden mittels HPLC-MS/MS analysiert. Die Auswertung der
Modellansatze erfolgt Uber externe Kalibration. Die jeweilige Kalibriergerade wird durch
Auftragen der Peakflachen der Kalibrierlosungen gegen die Konzentration erhalten (Tabelle
23).
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Tabelle 23: Zur Quantifizierung von  6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) mittels HPLC-MS/MS eingesetzte Kalibrierfunktionen.

Substanz (Nr.)* Geradengleichung® R®

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-  y = 8E+07x + 209,67 0,9993
8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74)

exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxy-methyl)-  y = 6E+07x - 315 0,9973
8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75)

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36, by = Flache (Analyt),

x = Konzentration (Analyt)

3.5.5 Quantifizierung der Hydroxyzimtséure-Maillard-Reaktionsprodukte in
Kaffee

Zur Quantifizierung der Hydroxyzimtsaure-Maillard-Reaktionsprodukte 74-78 in den speziell
gerdsteten Arabica- und Robusta-Kaffeeproben werden von den Standardkaffeegetréanken
30 mL Kaffeegetrank mit 1 mL internen Standard ([**C¢]-74) (c = 0,006 mg/mL) versetzt und
unter Schiitteln fir 30 min inkubiert. Das gesamte Probenvolumen wird auf eine mit Wasser
konditionierte C18-E Kartusche (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) aufgegeben.
Nach dem Spilen mit zwei Saulenvolumen Wasser wird mit 60 mL Wasser/Methanol (7/3;
v/v) eluiert. Das Eluat wird im Vakuum bis zur Trockene eingeengt und der Rickstand in
2 mL Wasser/Methanol (7/3; v/v) geldst. Nach dem Membranfiltrieren wird ein Aliquot zur
HPLC-MS/MS Messung eingesetzt.

Zur Analyse der Espresso-Getranke werden 5 mL Kaffee mit 1 mL des internen Standards
([**Cg]-74) versetzt. Diese werden analog zu den Standardkaffeegetrdnken aufgearbeitet.
Nach Lésen in 2 mL Wasser/Methanol (7/3; v/iv) und Membranfiltration erfolgt die Analyse
mittels LC-MS/MS.

Spektrometer: 4000 QTrap (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
lonisierung: Turbo Spray Electrospray lonisation (ESI)

Scantyp: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Polaritat: Negativ

lon Spray Voltage: -4500 V

Stationare Phase: Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,1 mm i.d., 5pum, (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Fluss: 250 pL/min

Injektionsvolumen: 5puL
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Flielmittel: A: 0,1 % Ameisensaure in Methanol
B: 0,1 % Ameisensaure in Wasser

Gradient: A/B (0/100; v/v) fur 3 min halten, in 12 min auf (60/40; v/v), in
12 min auf (70/30; v/v), in 2 min auf (100/0; v/v), 2 min halten

Tuning: Fir die Analyten und die internen Standards werden die lonisierungsparameter unter
Nutzung des Tools ,Quantitative Optimization“ (Analyst 1.5) optimiert. Die Probeldésung wird
tber die Spritzenpumpe (10 yL/min) gefordert. Die optimierten Parameter sind in Tabelle 24

Zusam mengefasst.

Tabelle 24: Ausgewéhlte Masseniibergange und die optimierten Bedingungen fir die quanti-

tative Bestimmung der geschmacksaktiven Verbindungen 74-78 in Kaffee.

MwW® Masseniibergang
Substanz (Nr.)? [Da] [m/z] DP° CE' CXxpP®
6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- 262,32 261 - 189 -70 -24 -3
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74,75) 261 - 203 -70 28 1
6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- 268,3 267 - 207 -70 -28 -1
oxabicyclo[3.2.1][**Cs]oct-3-en-2-on ([*Ce]-74) 267 = 192  -70 26  -11

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-  232,3 231 - 187 -70 -28 -11
3-en-2-on (76) 231 - 202 -70 -26 -1
6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- 276,28 275 - 203 -70 -16 -1
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (77, 78) 275 - 188 -70 28 -3

% Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36 und 43, b Molekulargewicht,

° Declustering Potential, ¢ Collision Energy, © Cell Exit Potential.

Standards: Fir den **C- markierten internen Standard 6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1][**Cs]oct-3-en-2-on ([**Cg]-74) wird eine Stammldsung mit
¢ = 0,626 mg/mL hergestellt. Diese wird in 1:10 Verdinnungsschritten bis zu einer Endkon-
zentration von 0,000626 mg/mL verdunnt. Fir die zu quantifizierenden Analyten wird jeweils
eine Stammldsung hergestellt (ca. 10 mg/10 mL Methanol). Diese wird in einer Verdiun-
nungsreihe mit Verdiinnungsschritten von 1:3 verdinnt.

Kalibration: Der isotopenmarkierte interne Standard wird mit den unmarkierten Derivaten in
Konzentrationsverhaltnissen von 0,2 bis 5 gemischt und per HPLC-MS/MS analysiert. Die
Kalibrationsgeraden werden durch Auftragen der Flachenverhaltnisse (Flache Analyt /
Flache IS) gegen die Konzentrationsverhaltnisse (c Analyt / ¢ IS) erhalten (5 Messpunkte)

und sind in Tabelle 25 gezeigt.
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Tabelle 25: Zur Quantifizierung von  6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) mittels HPLC-MS/MS eingesetzte Kalibrierfunktionen.

Substanz (Nr.)? Geradengleichungb R?

endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- y = 2703x + 0,099 0,990
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74)

ex0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8- y = 2041x - 0,145 0,991
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (75)

® Die Bezifferung der Substanzen bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 36, b y = Flache (Analyt / interner

Standard), x = Konzentration (Analyt / interner Standard).

3.6 Sensorische Analyse

Fur die humansensorischen Experimente wird kommerziell erhdltliches Mineralwasser
(Evian®) verwendet, welches in der sensorischen Untersuchung nur eine geringe
Eigenadstringenz aufweist. Das Wasser wird mit 0,1 M Ameisenséaure auf einen pH-Wert von
6,0 eingestellt. Um eine retronasale Wahrnehmung von flichtigen Verbindungen zu
verhindern, wird eine Nasenklammer getragen. Bei Farbigkeit der Probenlésungen werden
die Probenglaschen in Alufolie verpackt. Die sensorischen Analysen werden in einem
Sensorikraum bei 18 - 22 °C in drei verschiedenen Durchgangen durchgefihrt.

Isolierte Reinsubstanzen werden vor der Sensorik mehrfach gefriergetrocknet und es wird
anschlieRend mittels LC-MS/MS- und *H-NMR-Analysen Uberpriift, ob die Proben frei von

Losungsmittel und Puffer sind.

3.6.1 Schulung des Sensorikpanels

In Abhangigkeit von der Methode werden zur Durchfiihrung der sensorischen Analysen acht
bis zwolf geschulte Mitarbeiter des Arbeitskreises Hofmann, vom Lehrstuhl fir Lebens-
mittelchemie und molekulare Sensorik, Freising hinzugezogen. Die Prifer werden regel-
mafig geschult, um verlassliche Ergebnisse zu erzielen. Den Prifern werden die in Tabelle
26 aufgefuhrten Referenzen zur Schulung gereicht, die mittels Triangeltests vekostet werden
(jeweils 5 mL). Die adstringierenden Verbindungen werden im Half-Mouth Test evaluiert

(jeweils 1 mL).
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Tabelle 26: Substanzen und eingesetzte Konzentrationen zur Schulung unterschiedlicher

Geschmacksqualitaten.

Geschmacksqualitéat Substanz Konzentration
sun Saccharose 50 mmol/L
sauer Milchs&ure 20 mmol/L
salzig Natriumchlorid 12 mmol/L
bitter Koffein 1 mmol/L
umami Natriumglutamat 3 mmol/L
adstringierend, rau Tannin 0,05 %
adstringierend, samtig Quercetin-3-0-B-D-galactopyranosid 0,01 mmol/L

3.6.2 Schwellenwertbestimmung

Zur Bestimmung der Geschmacksschwellen wird, in Abhangigkeit von der Geschmacks-
qualitdt der Probe, meist ein Triangeltest durchgefuhrt (Wieser, 1975a,b und 1976, DIN
10961 Teil 2 und 10959, Schlichterle-Cerny und Grosch, 1998). Da Mundgefiihle wie die
Adstringenz eine langer anhaltende Wirkung besitzen oder durch Nachspilen mit Wasser
verstarkt werden konnen, ist der Triangeltest fir diese Substanzen ungeeignet. Da alle sen-
sorisch untersuchten Proben einen adstringierenden Geschmack aufweisen, wird daher fir
alle Proben der sogenannte Half-Mouth Test (Scharbert und Hofmann, 2005, Stark et al.,
2005a, Brock und Hofmann, 2008, Frank et al., 2007 und 2008) durchgefihrt.

3.6.3 Half-Mouth Test

Fir die Sensoriken wird die zu untersuchende Substanz in 10 mL 0,5 % ethanolischer
Ldsung aufgenommen und dann schrittweise mit Wasser (1/1; v/v) (pH = 6) verdlnnt. Die
Verdunnungsreihe wird in aufsteigender Konzentration mit jeweils einem Blindwert dem trai-
nierten Panel in drei Sitzungen zur Beurteilung gereicht. Vor jedem Probenpaar spulen die
Probanden den Mund mit Referenzwasser. Die Losungen werden je auf die linke und rechte
Zungenhdlfte pipettiert, ohne sie zu vermischen. Durch Vergleich des adstringierenden
Geschmackseindrucks beider Zungenhélften und durch Reiben der Zunge gegen den
Gaumen nach 10 - 30 Sekunden, wird die Konzentration bestimmt, bei der das Sensorik-
panel gerade noch die Probe von der Blindprobe (Wasser, pH 6,0) unterscheiden kann.
Nach sorgfaltigem Spilen des Mundraumes wird eine Pause von ca. 10 - 30 Minuten bis

zum Abklingen des Reizes eingehalten, bis die nachste Probe verkostet wird. Von den

113



Experimenteller Teil

individuellen Schwellenwerten aus drei Sitzungen wird das arithmetische Mittel gebildet und
die Schwellenwerte, wie in der Literatur (DIN 10961 Teil 2 und 10959) beschrieben, tber die
Bildung des geometrischen Mittels berechnet.

E=.c.C.,

e

Formel 1. Geradengleichung zur Berechnung des arithmetischen Mittels mit c. = Massen-
konzentration in g/L bei erstmaliger Erkennung und c.; = Massenkonzentration in g/L der

vorangegangenen Probe.

Formel 2. Geradengleichung zur Berechnung des geometrischen Mittels mit n = Anzahl der

Prufpersonen und E; = Erkennungsschwelle der einzelnen Prifpersonen.

3.7 Chromatographische Methoden

3.7.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

3.7.1.1 Analytische HPLC - UV/Vis-Detektion

HPLC System 1
Niederdruckpumpe: 525 Pumpe (Kontron Instruments, Eching, Deutschland)

Autosampler: 560 Autosampler (Kontron Instruments, Eching, Deutschland)
Detektor: 540+ Diodenarraydetektor (Kontron Instruments, Eching, Deutsch-
land)

Injektionsvolumen: 30 pL

HPLC System 2
Hochdruckpumpe: PU-2087 Plus (Jasco, Gro3-Umstadt, Deutschland)
Autosampler: AS-2055 (Jasco, GroR3-Umstadt, Deutschland)
Detektor: MD 2010 Plus Diodenarraydetektor (Jasco, Gro3-Umstadt,
Deutschland)

Injektionsvolumen: 30 pL
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3.7.1.2 Preparative HPLC — UV/Vis-Detektion

HLPC System 3
Hochdruckpumpe:

Injektionsventil:

Detektor:

Injektionsvolumen:

S1122 Hochdruckpumpe (Syskam, Eresing, Deutschland)
Rheodyne-Ventil mit Probenschleife (2mL) (Rheodyne, Alsbach
a.d. Bergstral3e, Deutschland)

Spectraflow 600 DAD (Sunchrom, Friedrichsdorf, Deutschland)
100 L — 2 mL

3.7.1.3 HPLC - Tandem Massenspektrometer (HPLC-MS)

Hochdruckpumpe:

Autosampler:

HPLC Agilent 1200 Serie (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland)
HPLC Agilent 1200 Serie (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland)

Massenspektrometer: 4000 QTrap oder APl 3200 (AB SCIEX Instruments, Darmstadt,

Deutschland)

3.7.1.4 HPLC Saulen

Analytisch:

Praparativ:

Luna Phenyl Hexyl, 150 x 2,1 mm i.d., 5um (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Luna Phenyl Hexyl, 250 x 4,6 mm i.d., 5um (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Luna PFP, 150 x 2,1 mm i.d., 5 um (Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland)

Microsorb 100-5 C18, 250 x 4,6 mm i.d., 5 um (Varian, Darmstadt,
Deutschland)

Microsorb 100-5 C18, 250x21,2mm id., 5um (Varian,

Darmstadt, Deutschland)
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3.7.2 Middle Pressure Liquid Chromatography (MPLC)

Pumpe:

Injektionsventil:

Detektor:
Fraktionssammler:
Kartusche:

Stationare Phase:

C-605 Pumpen mit einem C-615 Pumpenmanager (Buchi, Flawil,
Schweiz)

Manuelle Rheodyne Injektion (20 mL Loop) (Buchi, Flawil,
Schweiz)

UV Photometer C-635 (Buchi, Flawil, Schweiz)

C-660 (Buchi, Flawil, Schweiz)

C-670 150 x 40 mm i.d. (Buchi, Flawil, Schweiz)

selbst gepackte PP Kartuschen (150 x 40 mm i.d.) geflllt mit
LiChroprep® RP-18 Material (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)

3.8 Spektroskopische Methoden

3.8.1 UV/Vis-Spektroskopie

Die Aufnahme der UV-Spektren erfolgt wahrend der Reversed-Phase-Chromatographie mit

einem MD 2010 Plus Diodenarraydetektor (Jasco, Grol3-Umstadt, Deutschland) bzw. mit

dem 540+ Diodenarraydetektor (Kontron Instruments, Eching, Deutschland).

3.8.2 HPLC-Massenspektrometrie (HPLC-MS)

ESI Negativ Modus:
Spektrometer:

Scan Typ:

Curtain Gas:

lon spray Voltage:
Heater Gas Temp:
Nebulicer Gas:
Heater Gas:

Collision Gas :
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4000 Q TRAP oder API 3200 (AB SCIEX Instruments, Darmstadt,
Deutschland)

MRM (Multiple Reaction Monitoring)

20 psi

-4500 V

350 °C

50 psi

60 psi

Stickstoff
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APCI Positiv Modus:

Spektrometer: 4000 Q TRAP (AB SCIEX Instruments, Darmstadt, Deutschland)
Scan Typ: MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Curtain Gas: 20 psi

Nebulicer Current: 5 pA
Heater Gas Temp: 350 °C
Nebulicer Gas: 50 psi
Collision Gas : Stickstoff

3.8.3 Hochaufgeloste Massenspektrometrie

Die exakten Massen von isolierten Reinsubstanzen werden mit einem Flugzeit-
Massenspektrometer, MicroToF (Bruker Daltronics, Bremen, Deutschland) aufgenommen
und auf Natriumformiat referenziert. Die Proben werden hierzu in Methanol gelést und mittels
negativer Elektrospray lonisation ionisiert. Die Abweichung der gemessenen von der
berechneten Masse betragt weniger als 5 mamu.

3.8.4 Kernresonanzspektroskopie

Die Daten werden an einem 400 MHz Gerat (DRX 400, Bruker, Rheinstetten, Deutschland)
oder an einem 500 MHz Gerat (Avance lll, Bruker, Rheinstetten, Deutschland) aufge-
nommen. Die Proben werden in ds;-Methanol (0.03 % TMS) (Euriso Top, Gif sur Yvette,
Frankreich) geldst, in ein NMR-Réhrchen (Norell, Sp5000 Landisville, United States) gefillt
und bei 298 K vermessen. Alle Signale werden auf Tetramethylsilan (TMS) bzw. auf das
Signal des Losungsmittels referenziert. Zur Datenprozessierung wird die Top Spin Software
(Version 1.3 bzw. 2.1, Bruker, Rheinstetten, Deutschland) verwendet. Die Auswertung der
Spektren erfolgt rechnerunterstiitzt durch das Programm MestReNova V. 5.1.0-2940

(Mestrelab Research, La Coruia, Spanien).

3.84.1 'H-NMR-Spektroskopie

Die "H-NMR-Messungen werden an einem 400 oder 500 MHz Gerét durchgefiihrt. Aus dem
'H-Spektrum werden die chemischen Verschiebungen (6, in ppm), sowie die Kopplungs-
konstanten (J, in Hz) benachbarter Protonen ermittelt. Die chemischen Verschiebungen sind
auf TMS bezogen. Auf Grund des protischen Lésungsmittels werden lediglich kohlenstoff-

gebundene Protonen erfasst.
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3.84.2 C-NMR-Spektroskopie

Die *C-NMR-Messungen werden bei Frequenzen von 100 bzw. 125 MHz durchgefiihrt. Zur
Unterdrickung der heteronuklearen J-Kopplungen bzw. zur Verbesserung des
Signal/Rausch-Verhéltnisses, erfolgt die Aufnahme unter 'H-Breitbandentkopplung mittels

CPD (Composite Pulse Decoupling).

3.8.4.3 gradient selected *H-'H-Verschiebungskorrelation (gs-COSY)

Die Messungen werden am 400 oder 500 MHz Geréat durchgefuhrt. Durch die Pulsfolge, zwei
90° Pulse, die durch jeweils inkrementell veranderte Wartezeiten getrennt sind, erhalt man
'H,'H-korrelierte 2D-Spektren. Die Signale auf der Diagonalen im 2D-Konturdiagramm
entsprechen dabei dem 'H-Spektrum, wahrend symmetrisch angeordnete Korrelations-
signale im 2D-Plot die skalare Kopplung zwischen geminal und vicinal benachbarten
Protonen anzeigen. Im Vergleich zu normalen COSY-Experimenten ist das gradient-selected
COSY (Hurd, 1990) wesentlich schneller. Da die unerwinschte z-Magnetisierung durch
gepulste Feldgradienten zerstort wird, entfallen die Wartezeiten zwischen den Pulsfolgen.

3.8.4.4 gradient selected heteronukleare inverse Verschiebungskorrelation
(gs-HMQC)

Die Messungen fur das HMQC-Experiment (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation)
werden am 400 oder 500 MHz Geréat durchgefiihrt. Es wird ein *H, **C-korreliertes 2D-
Spektrum erzeugt. Dabei wird auf der F2-Achse das entsprechende ‘H-Experiment,
einschlieB3lich aller chemischen Verschiebungen und Jyy-Kopplungen projiziert. Auf der
F1-Achse ist das korrespondierende **C-Spektrum sichtbar. Im HMQC-Konturdiagramm
werden nur Signale von Methin-, Methylen- und Methylgruppen detektiert, wahrend quartare
Kohlenstoffatome nicht detektiert werden. Bei dem gradient selected HMQC-Experiment
(Hurd und Boban, 1991) werden Feldgradienten dazu verwendet, die richtigen Kohérenz-
wege auszunutzen, wodurch **C gebundene Protonen keine Signale erzeugen. Gegeniiber
einem HMQC ohne gepulste Feldgradienten entfallen die benétigten Phasenzyklen zur

Unterdriickung der Hauptsignale und somit wird eine Verringerung der Messzeit erreicht.
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3.8.4.5 gradient selected heteronukleare inverse Long-Range-
Verschiebungskorrelation (gs-HMBC)

Die Messungen fir das HMBC-Experiment (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
werden am 400 oder 500 MHz Gerat durchgefilhrt. Es ist eine modifizierte Version des
HMQC-Experimentes und ist zur Bestimmung von Kopplungen lber mehrere Bindungen
(v.a. 2J-C,H, 3J-CH, 4J-C,H) geeignet, die durch unterschiedliche Evolutionszeiten verschie-
den entwickelt werden konnen. Geminale Kopplungen werden dabei unterdriickt. Im
Gegensatz zum HMQC-Experiment werden auch quartare Kohlenstoffe detektiert, da diese
Uber mehrere Bindungen ein Proton als Kopplungspartner haben kénnen. Bei dem gradient
selected Verfahren (Bax und Summers, 1986) wird wahrend der Datenaufnahme keine
13C-Breitbandkopplung vorgenommen, so dass insgesamt das gs-HMBC-Experiment kiirzere
Messzeiten erfordert und eine bessere Auflésung als ein HMBC ohne gepulste Feld-
gradienten liefert.

3.84.6 *C, *C-INADEQUATE-NMR

Die Messungen werden an dem 500 MHz Gerat durchgefiihrt. Das INADEQUATE-
Experiment wird unter Verwendung des Basis Phasen Zyklus gemessen, welcher schon
frGher in der Literatur von Bourdonneau et al. 1998 beschrieben wurde. Um
Magnetisierungsverluste durch offset Effekte und B1-Feld Inhomogenitaten zu minimieren,
wurden Kohlenstoff 90° und 180° Pulse durch BEBOPT (Luy et al., 2003; Skinner et al., 2004
und 2006) und BIBOP (Kobzar et al., 2004 und 2008) Pulse und durch universelle
Rotationspulse, welche auf der Basis von symmetrisch basierten Konstruktionsmodellen (Luy

et al., 2005) erstellt werden, ersetzt.
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4  Zusammenfassung

Neben der stimulierenden Wirkung bestimmt Uberwiegend das attraktive Aromaprofil sowie
der typische Bittergeschmack die Akzeptanz von Kaffeegetrdnken. Wahrend die Methoden
der modernen Geruchsstoffforschung in den letzten 20 Jahren die weitgehende Entschliisse-
lung des molekularen Codes der den Geruch frisch gebriihten Kaffees bestimmenden Ver-
bindungen ermoglichten, herrschen beziglich der den Geschmack urséchlich pragenden
Bitterstoffe von Kaffeegetranken massive Kenntnislicken. Obwohl in den letzten Jahren
einige Schlusselbitterstoffe von Kaffee als Polyphenol-Thermolyseprodukte identifiziert wer-
den konnten, scheiterten weitere Versuche, die Bitterstoffe aufgrund der Instabilitat dieser
Verbindungen aus Rostkaffee zu isolieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, durch geeignete Modellexperimente weitere Einblicke in die
Bildung und in die Strukturchemie potentieller Bitterstoffe zu erhalten und deren Vorkommen
in Rostkaffee anschlieRend massenspektrometrisch zu validieren. Hierfir wurden zunachst
adaquate Modellsysteme entwickelt und anschlieBend diverse Furanderivate wie z.B.
Furfurylalkohol, Furfural und 5-Hydroxymethylfurfural mit Chlorogensaureabbauprodukten
wie z.B. Kaffeesaure, Pyrogallol, Catechol, Hydroxyhydrochinon, 4-Methylcatechol und
3-Methylcatechol, als reaktive und potentielle Bitterprakursoren, zur Reaktion gebracht. Die
gebildeten Transformationsprodukte wurden nach préparativer Isolierung in ihrer Struktur
mittels HRMS- und 1D- und 2D-NMR-Experimenten aufgeklart. Insgesamt konnten so sechs
bislang unbekannte bittere Furfurylalkohol-Transformationsprodukte generiert und strukturell
charakterisiert werden: 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol, 1,3-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-benzol, 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol, 1,2,4-Trihydroxy-5-(furan-2-
ylmethyl)-benzol, 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-5-methylbenzol und 1,2-Dihydroxy-4-
(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol. Modellréstungen von  Furfural bzw. 5-Hydroxy-
methylfurfural in Gegenwart verschiedener Di- und Trihydroxybenzole ermdéglichten die
Identifizierung von Reaktionsprodukten mit Resorcin und Pyrogallol. Wahrend der Erhitzung
von Furfural wurden die disubstituierten Transformationsprodukte 4,4'-(Furan-2-
ylmethandiyl)bis-1,3-dihydroxybenzol und 4,4'-(Furan-2-ylmethandiyl)bis-1,2,3-trihydroxy-
benzol generiert, welche strukturell erstmals vollstdndig mittels HRMS- und 1D- und 2D-
NMR-Experimenten aufgeklart wurden. Daneben wurden bei der Modellréstung von
5-Hydroxymethylfurfural mit Resorcin und Pyrogallol die trisubstituierten Reaktionsprodukte
4.,4’-[[5-[(2,4-Dihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]-bis-1,3-dihydroxybenzol und 4,4’-
[[5-[(2,3,4-Trihydroxyphenyl)methyl]-2-furanyllmethylen]-bis-1,2,3-trihydroxybenzol generiert
und in ihrer Struktur abgesichert. Die Reaktion anderer Di- und Trihydroxybenzole fiihrte
nicht zur Produktbildung.
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Mit dem Ziel die sensorische Relevanz der untersuchten Rostprodukte zu studieren, wurde
deren intrinsische Geschmacksqualitat sowie der jeweilige Erkennungsschwellenwert
ermittelt. Dabei wurden sowohl fir die eingesetzten nativen Di- und Trihydroxybenzole, als
auch fur die generierten Reaktionsprodukte ein adstringierendes Mundgefuihl sowie ein ein-
deutiger Bittergeschmack beschrieben. Durch die Reaktion der Di- und Trihydroxybenzole
mit den Furanderivaten verringerten sich die Geschmacksschwellenwerte fur die Adstringenz
signifikant. Bei der Bitterkeit konnte ebenfalls eine Reduktion der Geschmacksschwellen-
werte fUr alle Kaffeeerhitzungsprodukte mit Ausnahme der Pyrogallolprodukte beobachtet
werden.

Quantitative Untersuchungen mittels HPLC-MS/MS aller identifizierten Kaffeebitterstoffe in
einem frisch aufgebriihten Kaffeegetrank ergaben, nachweisbare Gehalte der Furfuryl-
alkoholprodukte. Dahingegen konnten die Transformationsprodukte von Furfural und
5-Hydroxymethylfurfural nicht nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer Stabil-Isotopen-
Verdinnungs-Analyse (SIVA) wurde anschlie@Bend die Bildung der Furan-2-
ylmethylhydroxybenzol-Derivate in Kaffeegetrdnken aus unterschiedlich stark gerdsteten
Kaffeeproben untersucht. Dartiber hinaus wurden auch die jeweiligen Edukte die Di- und
Trihydroxybenzole sowie Furfurylalkohol und 5-Hydroxymethylfurfural in den Kaffeeproben
quantifiziert. Dabei zeigte sich eine eindeutige Abhangigkeit der Gehalte der Furan-2-
ylmethylhydroxybenzol-Derivate vom R&stgrad.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Maillard-Reaktionssysteme von Kohlen-
hydraten und Aminoséuren in Gegenwart von Hydroxyzimtsduren zur Reaktion gebracht. In
einem ternaren Reaktionsansatz aus Kaffeesdure, Saccharose und L-Asparagin wurde nach
praparativer Aufreinigung und anschlieRenden strukturanalytischen Untersuchungen mittels
HRMS- und 1D- und 2D-NMR-Experimenten das endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-
(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on identifiziert. Zur Optimierung des entwi-
ckelten Maillard-Modellsystems wurden der Einfluss des eingesetzten Kohlenhydrates, der
Aminosaure und der Erhitzungstemperatur ermittelt. Auerdem wurde die Abhangigkeit der
Produktgenerierung aus Phenolvorldufern (Chlorogensédure) und Reaktionszwischen-
produkten (4-Vinylcatechol) evaluiert. Als optimales Reaktionsverhaltnis wurde schlief3lich
der Einsatz eines Cq-Kohlenhydrates wie Glukose oder Fruktose, einer ungeladenen Amino-
saure, einer Temperatur zwischen 180 und 220 °C, sowie die Verwendung der Hydroxyzimt-
saure festgestellt. Nach Substitution der Cgs-Kohlenhydratkomponente durch ein Cs-
Kohlenhydratgerust konnte erfolgreich das endo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on identifiziert werden. Neben diesem Kaffeesaureabkémmling
gelang es in einem ferulasédurehaltigen System die analogen Reaktionsprodukte endo- und
exo0-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on

strukturanalytisch aufzuklaren.
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Um einen Einblick in die Geschmacksaktivitdt dieser neuartigen Kaffee-Maillard-
Transformationsprodukte zu erhalten, wurden wiederum humansensorische Untersuchungen
der isolierten Reinsubstanzen durchgefihrt. Alle finf Verbindungen, die unter den oben ge-
nannten Maillard-Erhitzungsbedingungen gebildet wurden, wiesen wiederum einen bitteren
und adstringierenden intrinsischen Geschmack auf. Die generierten endo-Reaktionsprodukte
zeigten dabei, unabhéangig von der verwendeten Hydroxyzimtsaure, signifikant hohere Ge-
schmacksschwellen als die korrespondierenden exo-Reaktionsprodukte. Das Vorhandensein
dieser Maillard-Transformationsprodukte in einem Kaffeegetrank wurde mit Hilfe einer HPLC-
MS/MS Methode Uberprift. Nach einer Aufreinigung Uber RP-18-Kartuschen, wurden die
Reaktionsprodukte endo- und exo-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo-
[3.2.1]oct-3-en-2-on, welche einen Kaffeesaurerest als Hydroxyzimtsaureeinheit im Molekul
beinhalteten, in einem frisch zubereiteten Kaffeegetrank nachgewiesen. Bei der an-
schlieBenden Quantifizierung mittels Stabil-Isotopen-Verdiinnungs-Analyse (SIVA) unter
Nutzung von *Cgs-markierte endo-6-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(hydroxymethyl)-8-
oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on als internen Standard konnte die Abhéangigkeit der Bildung
dieser Bitterstoffe vom Rdstgrad des Kaffees aufgezeigt werden.

Insgesamt stellen die im Rahmen dieser Arbeit neu gewonnenen Erkenntnisse tber die Bil-
dung von neuartigen bitteren Kaffeetransformationsprodukten im ROstprozess, sowie uber
deren sensorische Aktivitat einen weiteren essentiellen Schritt dar, der in der Objektivierung
des Kaffeegeschmacks und zur technologischen Optimierung der Kaffeerdstung, unter dem
Aspekt der Bitterstoffbildung und der Ausbildung gewlnschter Bitterkeitsprofile, genutzt wer-

den kann.
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6 Anhang

Anhang 1: Gehalte [ug/L] der Furan-2-ylmethylhydroxybenzole 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-
ylmethyl)-5-methylbenzol (68), 1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-3-methylbenzol (69),
1,2-Dihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (64), 1,2,3-Trihydroxy-4-(furan-2-ylmethyl)-benzol (66)

in definiert gerdsteten Robusta- und Arabica-Standardkaffeegetréanken.

Konzentration (pg/L)?

68" 69" 64° 66"
Robusta (Réstbedingungen)
111 SKT (245 °C, 180 s) 58 + 0,5 39+0,9 67 +0,4 n.d.
94 SKT (251 °C, 180 s) 60+0,5 39+0,9 205+42.8 n.d.
78 SKT (257 °C, 180 s) 61+04 44 + 0,5 404 £ 82,0 n.d.
71 SKT (261 °C, 180 s) 62 +0,5 45+25 655+ 72,5 n.d.
51 SKT (269 °C, 180 s) 69+2,0 52+24 1412 +117,8 n.d.
114 SKT (265 °C, 120 s) 57+0,4 38+1,0 88+ 11,9 n.d.
92 SKT (265 °C, 135 s) 60+1,0 43+25 236 + 63,4 n.d.
81 SKT (265 °C, 145 s) 61+1,5 43+25 384 £104,0 n.d.
69 SKT (265 °C, 159 s) 64+2,8 46 +3,5 610 + 85,6 n.d.
60 SKT (265 °C, 177 s) 68 +1,3 50+1,6 969 + 105,4 n.d.
Arabica (R6stbedingungen)
Rohkaffee n.d. n.d. n.d. n.d.
113 SKT (230 °C, 180 s) 57 +0,6 39+0,8 110+£1,0 151+125
76 SKT (243 °C, 180 s) 60+15 46 +0,5 140+9,9 363 +32,5
67 SKT (248 °C, 180 s) 62+0,8 51+0,7 238 £24,8 441 + 55,0
50 SKT (256 °C, 180 s) 70+1,7 63+0,5 668 * 61,7 784 + 40,6
41 SKT (263 °C, 180 s) 78+2,8 75+4,1 1281 +£151,5 645 + 160,6
84 SKT (265 °C, 106 s) 60+1,2 47+2.3 109 +15,1 362 + 40,0
75 SKT (265 °C, 116 s) 60 +0,7 48+ 0,4 140+ 9,6 436 *+ 26,3
68 SKT (265 °C, 123 s) 60+0,2 48 +0,4 215+ 28,1 468 £12,5
61 SKT (265 °C, 129 s) 64+0,3 53+0,9 341+9,6 709+19,4
45 SKT (265 °C, 153 s) 72+0,6 67 + 3,3 806 + 47,0 468 + 60,0

& Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getranke), b Bezifferung der Bitterstoffe bezieht sich
auf die Strukturen in Abbildung 16, n.d. nicht detektiert. Die Angaben zu den Rdstbedingungen der Kaffeeproben
sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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Anhang 2: Gehalte [ug/L] der Di- und Trihydroxybenzole Catechol (56), 4-Methylcatechol (58),
3-Methylcatechol (59), Pyrogallol (54) und Kaffeesaure (1) in definiert gerdsteten Robusta- und

Arabica-Standardkaffeegetranken.

Konzentration (ug/L)?

56° 58° 59° 54° 1°

Robusta (Réstbedingungen)

111 SKT (245 °C, 180 s) 1163 £ 23,0 161+1,8 66 + 5,8 1032 £191,0 413+56,0
94 SKT (251 °C, 180 s) 1663 + 69,0 182+0,1 60 £9,3 1424 £ 279,0 370x71,0
78 SKT (257 °C, 180 s) 2713 +£169,0 214+1)5 91+1,8 1608 £ 123,0 283 %24,0
71 SKT (261 °C, 180 s) 3744 £125,0 233+10,1 103 +£8,6 1378 £301,0 237x32,0
51 SKT (269 °C, 180 s) 5219+ 75,0 252 + 8,8 104 +£3,1 938 +9,0 177 + 66,0
114 SKT (265 °C, 120 s) 1438 £169,0 178+6,6 115+5,0 1267 £226,0 377 +24,0
92 SKT (265 °C, 135s) 2244 + 25,0 200 +12,6 106 £ 0,8 1211 +278,0 355+ 36,0
81 SKT (265 °C, 145 s) 2669 £ 37,0 208 £ 14,3 92 +£3,7 1572 £307,0 281 +20,0
69 SKT (265 °C, 159 s) 3657 0,0 22991 101 +£6,3 1217 £562,0 220+31,0
60 SKT (265 °C, 177 s) 4513 + 81,0 225+10,9 102 £2,2 2686 +109,5 239+70,0
Arabica (R6stbedingungen)

Rohkaffee n.d. n.d. n.d. n.d. 817 +47,1
113 SKT (230 °C, 180 s) 742 + 24,4 382+9,0 116 £4,.2 2034 + 67,0 359 + 38,0
76 SKT (243 °C, 180 s) 1594 + 25,0 384 +8,8 119+ 0,5 1834 £347,0 222+13,0
67 SKT (248 °C, 180 s) 1938 £106,3 418 +23,8 114 +6,7 2045+396,0 175+0,0
50 SKT (256 °C, 180 s) 3738 £6,3 422 12,5 95+ 23,0 1901 £200,0 147 10,0
41 SKT (263 °C, 180 s) 5176 £ 56,3 397 + 28,8 121 +0,8 2331 +230,0 146+11,0
84 SKT (265 °C, 106 s) 1407 £12,5 402 + 21,3 104 + 4,6 1796 £255,0 308+1,0
75 SKT (265 °C, 116 s) 1844 + 25,0 394 +6,3 118+ 0,2 1910+ 61,0 223+6,0
68 SKT (265 °C, 123 s) 2132 +£37,5 444 + 3,7 115+ 3,2 2227 +£234,0 175%x2,0
61 SKT (265 °C, 129 s) 2819 £62,5 442 + 18,8 112+ 25 2191 £190,0 180%21,0
45 SKT (265 °C, 153 s) 4238 +118,7 324 +23,8 126 +2,8 1466 £234,0 142 +27,0

2 Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getranke), ® Bezifferung der Bitterstoffe bezieht sich

auf die Strukturen in Abbildung 4 und 9, n.d. nicht detektiert. Die Angaben zu den Rostbedingungen der Kaffee-

proben sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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Anhang 3: Gehalte [mg/L] der Furanmolekile Furfurylalkohol (32) und 5-Hydroxymethylfurfural

(34) in definiert gerésteten Robusta- und Arabica-Standardkaffeegetranken.

Konzentration (mg/L)?

32° 34°

Robusta (Réstbedingungen)

111 SKT (245 °C, 180 s) 24 +0,40 3,3+0,010
94 SKT (251 °C, 180 s) 27 +0,56 1,9+ 0,001
78 SKT (257 °C, 180 s) 42 + 0,15 1,8 £0,012
71 SKT (261 °C, 180 s) 48 + 0,25 1,2 £ 0,009
51 SKT (269 °C, 180 s) 43+ 0,31 1,0 £ 0,028
114 SKT (265 °C, 120 s) 27 + 0,47 3,7+0,013
92 SKT (265 °C, 135 s) 40+0,19 2,8+0,015
81 SKT (265 °C, 145 s) 42 +0,22 2,1+0,010
69 SKT (265 °C, 159 s) 49 +0,19 2,3+0,054
60 SKT (265 °C, 177 s) 50 + 0,18 0,8 + 0,019
Arabica (Réstbedingungen)

Rohkaffee n.d. n.d.
113 SKT (230 °C, 180 s) 26 + 0,38 11,8 + 0,190
76 SKT (243 °C, 180 s) 34 +0,61 5,4 + 0,305
67 SKT (248 °C, 180 s) 36 + 0,89 3,56 +0,440
50 SKT (256 °C, 180 s) 51+ 0,99 1,8 +0,376
41 SKT (263 °C, 180 s) 47 £ 0,54 2,810,276
84 SKT (265 °C, 106 s) 36 + 0,62 9,3+0,314
75 SKT (265 °C, 116 s) 43 + 0,45 6,4 +0,211
68 SKT (265 °C, 123 s) 42 + 0,65 5,0+0,319
61 SKT (265 °C, 129 s) 48 + 0,81 4,1+0,413
45 SKT (265 °C, 153 s) 51+ 0,93 1,5+ 0,470

2 Mittelwert + Standardabweichung (mg/L) aus n = 3 (einzelne Getrénke). ° Bezifferung der Bitterstoffe bezieht
sich auf die Strukturen in Abbildung 6, n.d. nicht detektiert. Die Angaben zu den Réstbedingungen der Kaffee-

proben sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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Anhang 4: Gehalte [ug/L] der synthetisierten endo- und exo0-6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-

(hydroxymethyl)-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-3-en-2-on (74, 75) in definiert gerdsteten Robusta- und

Arabica-Standardkaffeegetranken.

Konzentration (ug/L)*

74° 75°

Robusta (Réstbedingungen)

111 SKT (245 °C, 180 s) 20+ 34 22+0,8
94 SKT (251 °C, 180 s) 25+25 25+0,8
78 SKT (257 °C, 180 s) 25+2,6 30x24
71 SKT (261 °C, 180 s) 21+24 41+25
51 SKT (269 °C, 180 s) 11+0,6 73+1,03
114 SKT (265 °C, 120 s) 24+1,4 21+0,5
92 SKT (265 °C, 135 s) 35+1,6 24+1,6
81 SKT (265 °C, 145 s) 34+0,5 33+x11
69 SKT (265 °C, 159 s) 33+6,2 36+1,9
60 SKT (265 °C, 177 s) 21 +1,2 52+3,7
Arabica (ROstbedingungen)

Rohkaffee n.d. n.d.
113 SKT (230 °C, 180 s) 35+0,6 43 £ 8,6
76 SKT (243 °C, 180 s) 51+0,6 36+£8,7
67 SKT (248 °C, 180 s) 42+14 44 + 0,6
50 SKT (256 °C, 180 s) 25+0,1 59+04
41 SKT (263 °C, 180 s) 12+1,2 94+0,9
84 SKT (265 °C, 106 s) 48 +4,0 58+1,6
75 SKT (265 °C, 116 s) 54 £+ 3,2 44+21
68 SKT (265 °C, 123 s) 51+3,7 46+ 3,4
61 SKT (265 °C, 129 s) 48+24 49+04
45 SKT (265 °C, 153 s) 2904 69+20

2 Mittelwert + Standardabweichung (ug/L) aus n = 3 (einzelne Getranke), ® Bezifferung der Bitterstoffe bezieht sich

auf die Strukturen in Abbildung 36, n.d. nicht detektiert. Die Angaben zu den Réstbedingungen der Kaffeeproben

sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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