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1 Einleitung

Laut Definition ist Tee der aus den Teeblattern der Gattung Thea bereitete wassrige
Abguss (im Fachjargon spricht man von Abguss nicht von Aufguss, da das Getrank
durch das Sieben der Teeblatter abgegossen wird).

Die ersten Aufzeichnungen tber den Nutzen und die Herstellung von Tee stammen von
Kou P’0 aus dem Jahre 350. Damals wurde Tee hauptsachlich fur medizinische Zwecke
und als Getrank fir auserlesene Gaste genutzt. In den folgenden Jahrhunderten hat
sich in China die Stellung des Tees als Handelsgut und als Getrank stark gefestigt. Mit
der zunehmenden Beliebtheit im Heimatland gewannen die Teeblatter auch als
Exportgut an Bedeutung. Reger Teehandel mit der Turkei, Korea und Japan fuhrte im
Jahre 805 zur ersten Kultivierung der Teepflanze in Japan. Anfang des 17. Jahrhunderts
begann der Teehandel mit Europa, vor allem mit Grof3britannien.

Heute ist Tee, nach Wasser, das meist konsumierte Getrank der Welt.

Im Jahre 1753 wurde die Teepflanze botanisch als Thea sinensis klassifiziert und
inzwischen, nach vielen verschiedenen Einordnungen, ist allgemein anerkannt, dass sie
zur Familie Theaceae und zur Spezies Camellia gehort. Es gibt zwei Hauptvarietaten:
Camellia sinensis variety sinensis und Camellia sinensis variety assamica. Die heute
verwendeten Zuchtungen sind eine Kombination der beiden Varietaten mit Einflissen
weiterer Varietaten, die speziell fur jedes Anbaugebiet und die dort vorherrschenden

klimatischen und 6rtlichen Bedingungen optimiert sind.

Die Teepflanze bevorzugt tropisches oder subtropisches Klima und wird weltweit
zwischen dem 40° nérdlicher und 33° sudlicher Breite angebaut. Genauso variabel wie
der Breitengrad ist auch die Anbauhdhe — der Teestrauch gedeiht bis in H6hen von
2500 Metern.

Der weltgrof3te Teeproduzent und —konsument ist Indien, welches nur noch von Ceylon
im Tee-Export Ubertroffen wird. Die drei Hauptanbaugebiete in Indien sind das
Darjeeling Anbaugebiet im Norden an den Hangen des Himalajas, die Assam

Anbaugebiete in der Ebene und im Siden Nilgiri.
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Auf Sri Lanka (Ceylon Tee) gibt es sechs verschiedene Teeanbaugebiete (Nuwara
Eliya, Dimbula, Uva, Galle, Radnapura, Kandy), wobei die Spitzentees aus den
Distrikten Uva im Osten, Dimbula im Westen und Nuwara Eliya, unterhalb des Adam's
Peak kommen.

Die grofdten Teeanbaugebiete Chinas sind: Anhui, Fudjien, Guanxi, Zhejiang, Yunnan,
Jiangsu, Jiangxi und Szichuan. Eine Besonderheit der chinesischen Teesorten ist, dass
sie nicht nur unter ihren Gartennamen verkauft werden, sondern auch teilweise sehr
phantasievolle Namen besitzen, welche auf Aussehen oder den Teeherkunftsort Bezug
nehmen. Desweiteren ist der chinesische Tee keine reine Teesorte aus einem
Anbaugebiet sondern eine Teemischung. Diese Mischungen sind sogenannte
Standards, sie stellen die gleichbleibende Qualitdt durch genaue Mischverhaltnisse
sicher.

In Japan wird nur Grintee erzeugt und dies fast ausschliel3lich fir den Eigenbedarf,
denn nur 5% werden exportiert. Die besten Anbaubedingungen bietet der Studen der
Hauptinsel Hondo, sowie die Inseln Schikoku und Kiuschu.

Taiwan, bekannt flr seine Formosa-Oolongs, liefert im Gegensatz dazu nur Schwarz-
und Grintee minderer Qualitat. Die Teegarten liegen in der Region um Taipai, in
Taoyuand, Hsinchu und auf den H6henztigen im Norden.

Kenia gehoért zu den jungen Teeldndern, dort wird fast ausschliel3lich Schwarztee
produziert. Erst im Jahre 1905 wurde hier die Teepflanze aus Indien eingefihrt.
Inzwischen ist die Produktion nicht unerheblich und Kenia der grol3te Teeproduzent
Afrikas.

Ein relativ kleines Teeanbaugebiet bietet Nepal. Es liegt im Osten des Landes im

mittleren Bergland in direkter Nachbarschaft zum Darjeelinganbaugebiet.
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1.1 Herstellung von griinem und schwarzem Tee

Der Herstellungsprozess von griinem und schwarzem Tee beginnt mit der Ernte der
frischen Teeblatter. Prinzipiell gibt es zwei Arten der Teeblatterernte: die Handernte und
die maschinelle Ernte, wobei jeweils die gleichen Qualitdtsstandards und deren
bestmdgliche Umsetzung gilt. Geerntet wird nach dem Prinzip ,Two and a bud”
(Abbildung 1), bei dem die Blattknospe und die beiden dazugehdrigen Blatter
abgeerntet werden. Die Handernte liefert qualitativ besseren Tee, da bei der
maschinellen Ernte Beschadigungen am Teeblatt auftreten, die vorzeitige,
unerwinschte chemische Reaktionen auslésen. Aufgrund der hohen Personalkosten in
einigen Landern, wie z.B. Japan und Russland, ist eine Handernte allerdings aus
wirtschaftlichen Gesichtspunkten nicht mdglich, so dass hier zwangslaufig maschinell
geerntet wird. Die Ernte erfolgt in Intervallen von funf bis fiinfzehn Tagen, wobei beim
Transport zur Verarbeitung in die Teefabrik darauf Wert gelegt werden muf3, dass keine

Beschadigungen an den Teeblattern auftreten.

First leaf
Second leaf

Abbildung 1: Oberer Teil einer Teepflanze (schematisch, nach Sanderson (1972))

Der Unterschied in der Herstellung von grinem und schwarzem Tee liegt in der
Aktivitat, der im frischen Teeblatt vorhandenen Enzyme. Wahrend bei der Herstellung
von grinem Tee jegliche enzymatische Aktivitdt unerwinscht ist, wird bei der
Herstellung von schwarzem Tee flr optimale Bedingungen flr enzymatische Aktivitaten

gesorgt.
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So werden bei der Herstellung von grinem Tee die Teeblatter nach der Ankunft in der
Fabrik als erstes dem Fixieren unterworfen, um die in den Teeblattern vorhandenen
Enzyme schlagartig zu deaktivieren (Abbildung 2). Es gibt zwei prinzipielle Methoden
des Fixierens: Bei der in Japan angewendeten Methode (Sen-Cha) werden die
Teeblatter in groRe Trommeln geflllt und fur 45-60 Sekunden mit Wasserdampf
behandelt. Anschlieend wird durch Einblasen von heil3er Luft (90-110 °C) Uber eine
Dauer von 40 bis 50 Minuten der Wassergehalt von 76 auf 50 % gesenkt. Bei der in
China beheimateten Pan-firing-Methode erfolgt die Deaktivierung der Enzyme in
gusseisernen Pfannen bei 250-300 °C. Ein Anbrennen der Blatter wird durch Bewegung
der Pfanne verhindert. Im Laufe des Prozesses wird die Temperatur langsam gesenkt
und nach finfzehn Minuten bei Erreichen eines Wassergehaltes von ca. 50 % in den
Teeblattern ist der Vorgang beendet.

Die Reduzierung des Wassergehaltes ist notig, um die Blatter im anschlielendem

Prozess ohne Bruch Rollen zu kdnnen.

Gruner Tee Schwarzer Tee
Ernten
Fixieren Welken
Rollen Rollen

Fermentieren

Trocknen

Sieben

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Herstellung von grinem und schwarzem

Tee
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Im Gegensatz zum grinem Tee werden bei der Herstellung von schwarzen Tee die
optimalen Bedingungen fur Enzymreaktionen geschaffen (Abbildung 2). Das Welken
findet in Welkh&usern statt, wobei die Teeblatter auf Welktroge in einer 15 bis 20 cm
flachen Schicht aufgetragen werden. Durch Einblasen von Kalt- und/oder Warmluft bei
25-30 °C wird der urspriingliche Wassergehalt der Blatter von 75-89 % auf 65-55 %
reduziert, so dass diese sich ohne Bruch und Splittern rollen lassen. Um ein
gleichméfiges Welken zu erreichen erfolgt das Einblasen der Luft abwechselnd von
oben und unten. Ziel des Welkens ist das langsame Entziehen des Wasser, ohne dass
unerwinschte chemische Reaktionen auftreten. Das Welken ist in der Regel nach 12
bis 16 Stunden beendet, aber auch hier gibt es extreme Verfahren, die mit kiirzeren

oder langeren Welkzeiten arbeiten.

Dem Welken schliefdt sich das Rollen der Teeblatter an (Abbildung 2). Dieses hat zwei
wichtige Bedeutungen bei der Schwarzteeherstellung: Neben der Zerkleinerung des
Teeblattes werden auch die Zellwande des Teeblattes zerstort. Dadurch kdnnen
verschiedene Enzyme in Kontakt mit ihren Substraten treten und der Sauerstoff der Luft
kann in das Blatt gelangen. Die Verteilung der Enzyme und der Kontakt mit Sauerstoff
sind wichtige Vorbereitungsschritte fur die folgende Fermentation. Fir die Durchflihrung
des Rollens gibt es verschiedene Methoden: Prinzipiell kann die diskontinuierliche
orthodoxe (urspriingliche) Methode von den kontinuierlichen, neueren Methoden
unterschieden werden. Bei der orthodoxen Methode werden die Blatter in einen
zylindrischen Trichter geflllt, der auf einem kreisférmigen Tisch steht, dessen
Oberflache Hohen und Vertiefungen aufweist. Durch gegenlaufige Bewegung des
Trichters und des Tisches werden die Blatter gerollt und gebrochen. Mittels eines
Stempels kann von oben auf die Blatter Druck ausgetbt werden und dadurch die
Blattgro3e gesteuert werden. Ein Rollvorgang dauert ca. 20 bis 30 Minuten. Danach
werden die Blatter nach Grof3e sortiert und die zu gro3en Blatter werden erneut gerollt.
Das diskontinuierliche Verfahren ist gegeniber dem kontinuierlichen Verfahren teurer
und aufwendiger, allerdings produziert es qualitativ besseren Tee. Bei den
kontinuierlichen Verfahren gibt es zwei wichtige Typen: Das Crush-Tear-Curl (CTC) und
das Lawrie Tea Processor (LTP) Verfahren. Der LTP besteht aus einer mit Messern
besetzten Rolle, die von einem Zylinder ummantelt ist. Uber einen Zugang werden die
Teeblatter eingefiihrt und durch Drehen der Rolle zerkleinert, nach Beenden kdénnen

diese Uber eine Offnung entfernt werden. Nachteilig bei dieser Methode ist die
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aufwendige Wartung der Maschine (Schleifen der Messer), so dass sie von der CTC-
Methode heute weitestgehend verdrdngt wurde. Die CTC-Methode hat mit der
EinfiGhrung von Teebeuteln zunehmend an Bedeutung gewonnen, weil hier sehr fein
vermahlenes Teepulver benotigt wird. Die CTC-Maschine besteht aus mehreren
gegenlaufigen Walzen, deren Oberflachen auf Zermahlen und Zerquetschen ausgelegt
sind. Die Walzen bewegen sich mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten, wodurch ein
Zerreil3en der Teeblatter erreicht wird. Der Abstand der Walzen zueinander lasst sich
ebenfalls regulieren. Wahrend des Rollens wird durch Einblasen von Luft gekihlt, um

eine Hitzdeaktivierung der Enzyme zu vermeiden.

Auch die fixierten Grlunteeblatter werden gerollt (Abbildung 2). Hierbei wird analog zur
Schwarzteeherstellung, durch mechanische Beanspruchung der Blatter die Zellstruktur

zerstort, wodurch sich die Inhaltsstoffe in den Teeblattern gleichmalig verteilen.

Das Fermentieren ist charakteristisch fur die Schwarzteeherstellung (Abbildung 2).
Urspringlich wurden die Blatter fermentiert, indem sie auf dem Boden in einer diinnen
Schicht ausgebreitet wurden. Heute verwendet man ein kontinuierliches,
platzsparenderes System: Eine trogahnliche Maschine, in der die Blatter in einer dicken
Schicht liegen. In regelmaligen Abstdnden wird Sauerstoff durch die Schichten
geblasen, wahrend sich die Teeblatter auf einem Forderband durch die Maschine
bewegen. In einer Zeitspanne von 40 Minuten bis zu drei Stunden finden die
biochemischen Reaktionen statt, die dem schwarzen Tee seinen charakteristischen
Geschmack und Geruch verleihen. Die Fermentationsdauer ist dabei abhangig von der
Temperatur (34-40 °C) und dem erwlnschten Endprodukt. Besonders wichtig ist die
genaue Temperatursteuerung, da hiermit die Geschwindigkeit der Reaktionen gesteuert

wird.
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Nach der Fermentation bei der Schwarzteeherstellung bzw. nach dem Rollen bei der
Grunteeherstellung werden die Teeblatter auf einen Wassergehalt von ca. 3 % in
sogenannten Fluid Bed Driers getrocknet (Abbildung 2). Diese kontinuierlich
arbeitenden Maschinen bestehen aus einer perforierten Platte auf der die Blatter liegen,
unterhalb der Platte wird mit Druck hei3e Luft zur Trocknung eingeblasen. Die
Temperatur ist je nach gewlnschter Teesorte unterschiedlich, bewegt sich aber um
130 °C. Der Trocknungsvorgang dauert je nach angewandter Temperatur zwischen 20
und 30 Minuten.

Abschlieiend werden die fertigen Teeblatter in Ubereinandergelagerten Rittel- und
Taumelsieben nach verschiedenen Blattgraden (Blattgrof3en) sortiert.

Der Tee wird je nach Gréf3e in Blatt-Tee, Broken-Tee, Fannings-Tee und Dust-Tee
eingeordnet. Die fiur die einzelnen Sortierungen verwendeten Begriffe (O=Orange,
P=Pekoe, T=Tippy, G=Golden, S=Souchong, F=Flowery, B=Broken, F=Fannings,
D=Dust) sind friiher verwendete Qualitatsbezeichnungen, welche heute nur noch zur

Unterscheidung der Blattgrof3e benitzt werden.
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1.2 Chemische Zusammensetzung des frischen Teeblattes

Mit ca. 36% der Trockenmasse eines Teeblattes stellen die phenolischen Verbindungen
den grofRRten Anteil dar (Tabelle 1). Diese sind in Flavanole, Proanthocyanidine,
phenolische Sauren, Flavonole und Flavone unterteilt. Mit 9 bis 13% der Trockenmasse
ist darunter das (-)-Epigallocatechingallat der grofdte Einzelbestandteil der

Trockenmasse eines frischen Teeblattes.

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung des Teeblattes (Constantinidis et al.; 1995)

Stoffklasse % Trockengewicht
Polyphenole 36
Proteine 15
Polysaccharide 13
Cellulose 7
Lignin 6
Mineralstoffe 5
Freie Aminosauren 4
Monosaccharide 4
Koffein 3
Lipide 3
Organische Sauren 0,5
Chlorophyll u. andere Pigmente 0,5
Theobromin 0,2
Flichtige Verbindungen 0,1

Wahrend der Herstellung von schwarzem Tee (hauptsachlich bei der Fermentation)
werden 90 bis 95% der phenolischen Verbindungen enzymatisch durch
Polyphenoloxidasen zu Theaflavinen und Thearubigenen oxidiert, welche dem
schwarzen Tee seine charakteristische Farbe verleihen. In grinem Tee geben die
bereits im frischen Teeblatt vorhandenen, Flavonole und Flavone dem Griinteegetrank

seine Farbe.
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Die freien Aminosauren Asparaginsaure, Threonin, Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin,
Methionin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Histidin, Arginin, Glutamin,
Asparagin, Tryptophan und Theanin wurden im frischen Teeblatt identifiziert. Unter
diesen ist mengenméafig, mit fast 1 % des Trockengewichtes und 50 % der
Gesamtaminosauren, Theanin die mengenmalig dominierende Aminosaure
(Abbildung 3).

HO N~

Abbildung 3: Strukturformel von Theanin

Die im Teeblatt vorhandenen Pigmente (ca. 0,5% der Trockenmasse) lassen sich in
Chlorophyll und Carotinoide einteilen. Der Chlorophyllabbau bei der Herstellung von
schwarzem Tee zu den braunen Phaophorbiden beginnt beim Welken, welche beim
abschlieRenden Trocknen in die schwarzen Phé&ophytine umgewandelt werden. Dies ist
ein wichtiger Prozess fur die spatere Farbe der Teebléatter. Mehr als 16 verschiedene
Carotinoide wurden bisher im Teeblatt identifiziert, von denen B-Carotin mit 90% den
grof3ten Anteil stellt.

Der Lipidgehalt im frischen Teeblatt liegt bei etwa 3% der Trockenmasse. Ungefahr 60%
des Gesamtlipidgehaltes sind Glykolipide, die zu einem hohen Anteil die ungesattigten
Fettsduren Linolsaure und Linolensdure enthalten. Wéahrend des Rollens und der
Fermentation des Teeblattes werden die ungesattigten Fettsduren durch das Enzym
Lipoxygenase unter Bildung von fliichtigen Verbindungen gespalten.

Ein groRer Prozentsatz der Trockenmasse des Teeblattes besteht aus Proteinen (15%).
Ein Teil dieser Proteine wird bei der Herstellung von schwarzen Tee wahrend des
Welkens in die freien Aminoséuren gespalten. Der groldte Teil der Proteinfraktion entfallt
aber auf Enzyme. Polyphenoloxidasen sind an der Bildung von Theaflavinen und
Thearubigenen beteiligt, Lipoxygenase katalysiert den Abbau von Linolensaure und B-
Glykosidase (Yano et al., 1990) und B-Primeverosidase (Guo et al., 1996, ljima et al.,
1998) spalten Terpenalkoholglykoside unter Bildung von fliichtigen Verbindungen.
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1.3 Flichtige Verbindungen im grtnen und schwarzen Tee

Auf dem Gebiet des Teearomas wird bereits seit Uber 160 Jahren geforscht. Die ersten
wissenschatftlichen Arbeiten tber die fliichtigen Verbindungen in frischen Teeblattern,
sowie grinem und schwarzem Tee sind im Review von Constantinidis et al. (1995)
zusammengefasst. Eine der ersten Untersuchungen fihrte Mulder 1838 durch und
erkannte, dass in unbehandelten Teeblattern betrachtliche Mengen an Aromadlen
enthalten sind.

Im Zeitraum zwischen 1934 und 1940 veréffentlichten die Forschergruppen um
Yamamoto und Takei zahlreiche Arbeiten =zur Identifizierung von flichtigen
Verbindungen. Wahrend Takei hauptsachlich grinen Tee und frische Teeblatter
untersuchte, arbeitete Yamamoto am schwarzen Tee aus Taiwan. Die beiden
Forschergruppen entdeckten insgesamt Uber 30 neue Verbindungen sowohl in frischen
Teeblattern, im grinen Tee als auch im schwarzen Tee. Insgesamt identifizierten sie
70% der flichtigen Verbindungen des Teearomadles, darunter unter anderem (Z)-3-
Hexenol, Benzylalkohol, Geraniol und Linalool.

Mit der Einfuhrung der Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) erfuhr auch
die Erforschung des Teearomas einen Aufschwung. Nun war es moglich Aromastoffe
einfacher zu identifizieren und die Nachweisgrenze konnte deutlich im Vergleich zu den
bisherigen Verfahren gesenkt werden. Dies flhrte zu einer Vielzahl von neuen
Identifizierungen von fliichtigen Verbindungen im frischen Teeblatt sowie im griinen und

schwarzen Tee.
Flichtige Verbindungen im schwarzen Tee

Bondarovich et al. (1967) nutzen als erste die GC/MS, um fllichtige Verbindungen im
schwarzen Tee zu identifizieren. Die flichtigen Verbindungen wurden mittels
Wasserdampfdestillation isoliert und anschlieRend wurde das Destillat mit Lésungsmittel
extrahiert. Der erhaltene Extrakt wurde durch praparative Gaschromatographie in 15
Fraktionen zerlegt und die einzelnen Verbindungen wurden durch Vergleich der
Retentionsindizes, der Massenspektren, der Infrarot und gegebenenfalls der UV-
Spektren gegen die Reinsubstanzen identifiziert. Bondarovich et al. identifizierten mit
dieser Methode 100 fliichtige Verbindungen im Schwarztee, von denen knapp die Halfte

bis zu diesem Zeitpunkt im schwarzen Tee nicht bekannt waren. Unter anderem gelang
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den Forschern erstmalig die ldentifizierung von (E,E)-2,4-Decadienal, B-lonon und 2-

Methylbutanal im schwarzen Tee.

1974 untersuchten Renold et al. ein Schwarzteepulver in Hinblick auf neue fllichtige
Verbindungen, wobei sie sich auf Aldehyde, Ketone und Ester spezialisierten. Sie
isolierten die flichtigen Verbindungen nach HeilRwasserextraktion mittels kombinierter
Wasserdampf/Hexan Destillation. Die Identifizierung erfolgte durch GC/MS und
Vergleich der Retentionsindizes mit den Reinsubstanzen. Renold et al. entdeckten
insgesamt 68 fllichtige Verbindungen im schwarzen Tee, die bisher nicht beschrieben
waren. Dabei unter anderen (E)-2-Nonenal, (E,E)-2,4-Nonadienal, (E,Z)-2,6-Nonadienal

und (E)-B-Damascenon.

Vitzthum et al. (1975) benutzten zur Extraktion des Schwarzteepulvers Uberkritisches
Kohlendioxid. Die fllichtigen Verbindungen isolierten sie durch Wasserdampfdestillation
des erhaltenen Extraktes und anschlieRender Ldsungsmittelextraktion. Den fertigen
Extrakt teilten sie in eine basische und eine neutrale Fraktion auf. Die Identifizierung der
fluichtigen Verbindungen erfolgte durch Vergleich der erhaltenen Massenspektren mit
den Referenzsubstanzen. Insgesamt entdeckten Vitzthum et al. 56 fllichtige
Verbindungen im schwarzen Tee - hauptséchlich aus den Verbindungsklassen der
Pyridine, Pyrazine, Thiazoline, Quinoline, aromatischen Amine und Amide -, die bis zum

damaligen Zeitpunkt nicht im Tee identifiziert worden waren.

In zwei weiteren Veroffentlichungen beschrieben Mick et al. (1984) insgesamt 175 neue
fluichtige Verbindungen im Schwarzteegetrank. In beiden Untersuchungen wurden die
fluichtigen Verbindungen analog zum Aufbrihen durch heiBes Wasser aus dem
Teepulver extrahiert. Nach Abtrennen der unldslichen Bestandteile durch Filtration
wurde eine Wasserdampfdestillation unter Vakuum durchgefiihrt, bevor die flichtigen
Verbindungen durch Lésungsmittel aus dem Destillat isoliert wurden. Die erste
Untersuchung von Mick et al. beschéftigte sich mit den organischen Sauren im
schwarzen Tee. Dazu wurden aus dem erhaltenen Losungsmittelextrakt die aciden
Verbindungen durch eine pH-Fraktionierung isoliert und die organischen Sauren fur die
GC/MS Analyse methyliert. Insgesamt wurden 69 organische Sauren im schwarzen
Tee gefunden, davon waren 42 bis dato im schwarzen Tee nicht bekannt. In der zweiten

Untersuchung von Mick und Schreier (1984) wurden die neutralen und basischen
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Verbindungen im Schwarzteegetradnk untersucht. Der erhaltene Lo&sungsmittelextrakt
wurde mittels einer Kieselgelsaulenchromatographie in vier Fraktionen eingeteilt. Die
Identifizierung der flichtigen Verbindungen erfolgte durch GC/MS. 133 neue
Schwarzteekomponenten aus den Verbindungsklassen der Hydrocarbone, Ester,

Lactone, Phenole, Aldehyde und Ketone wurden in dieser Veroffentlichung beschrieben.

Bis dato sind ca. 600 flichtige Verbindungen im schwarzen Tee bekannt. Die fllichtigen

Verbindungen sind nach der Stoffklasse geordnet in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Flichtige Verbindungen im schwarzen und grinen Tee nach
Verbindungsklassen geordnet (TNO, 1996)

Anzahl
Substanzklasse schwarzer Tee gruner Tee
Kohlenwasserstoffe 52 35
Alkohole 68 39
Aldehyde 75 35
Ketone 81 38
Carbonséauren 74 20
Ester 89 22
Lactone 18 6
Phenole 13 14
Basen 64 34
schwefelhaltige Verbindungen 19 3
Furane 21 14
(Ep)oxide, Pyrane, Cumarine 9 7
Acetale, Nitrile, Amide, 8 6

Oxazoline, Anhydridre, Phthaline

Gesamt 591 273
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Fischer et al. quantifizierten 1987 einige flichtige Verbindungen im einem Schwarztee
aus Ceylon. Nach einer Wasserdampfextraktion des Teepulvers wurden die fliichtigen
Verbindungen aus dem Destillat durch Lésungsmittelextraktion isoliert. Der Extrakt
wurde eingeengt und nach Zugabe eines internen Standards mittels GC/MS vermessen.
Die gemessenen Peakflachen der flichtigen Verbindungen wurden ins Verhaltnis zur
Flache des internen Standards gesetzt und daraus der Gehalt errechnet. Die erhaltenen

guantitativen Daten sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Konzentrationen flichtiger Verbindungen im schwarzen Tee nach
Fischer et al. (1987)

Verbindung mg/kg Verbindung mg/kg
1-Penten-3-ol 4,1 3-Methylbuttersaure 4.4
(E)-2-Hexenal 1,6 a-Terpineol 0,9
1-Pentanol 1,8 cis-Linalooloxid (pyr.) 0,9
(2)-2-Penten-1-ol 5,5 Methylsalicylat 8,9
1-Hexanol 1,9 trans-Linalooloxid (pyr.) 2,3
(2)-3-Hexen-1-ol 11,9 Hexansaure 8,2
(E)-2-Hexen-1-ol 4,1 Geraniol 5,2
cis-Linalooloxid (fur.) 3,3 Benzylalkohol 3,7
trans-Linalooloxid (fur.) 10,6 2-Phenylethanol 7,8
Benzaldehyd 3,1 2-Acetylpyrrol 3,4
Linalool 15,8 Phenol 0,4

2-Methylpropionsaure 1,4
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1967 untersuchten erstmals Sajjo et al., wie sich die Konzentrationen der fllichtigen
Verbindungen wahrend der Schwarzteeherstellung andern. Sie untersuchten frische
Teeblatter und Schwarzteegetrdnk nach Extraktion gaschromatographisch und gaben
die Konzentrationen der einzelnen flichtigen Verbindungen als Prozentsatz der
Gesamtpeakflache an. Einige fluchtige Verbindungen, z.B. (Z)-3-Hexen-1-ol und
Benzaldehyd, lagen in den frischen Teeblatter in relativ héheren Mengen vor als im
Schwarztee. Andererseits gab es aber auch flichtige Verbindungen, unter anderem
Phenylacetaldehyd und (E)-2-Hexenal, die im Schwarztee in vergleichsweise hoheren

Mengen vorkamen.

Ravichandran und Parthiban (1998) griffen die Thematik wieder auf und untersuchten
die Konzentrationen von ausgewahlten flichtigen Verbindungen im frischen, im
gewelkten, im fermentierten und im getrocknetem Teeblatt. Dazu extrahierten sie die
flichtigen Verbindungen mittels der Simultanen Destillation und Extraktion (SDE)
Methode, wobei das Teepulver mit heissem Wasser (70°C) unter Vakuum extrahiert und
destilliert wurde. Die Konzentrationsangaben erfolgten als Verhaltnis der Peakflachen
zum internen Standard. Bereits im frischen grinen Teeblatt waren fllichtigen
Verbindungen vorhanden, deren Konzentrationen sich wahrend des Welkens und der
Fermentation anderten. Einige Konzentrationen nahmen stark zu, z.B. Linalool und
Geraniol (Tabelle 4), andere blieben gleich, z.B. 2-Phenylethanol und wiederum andere
Konzentrationen von flichtigen Verbindungen sanken, wie z.B. Benzylalkohol und
Methylsalicylat.

Die Summe der von den Autoren ermittelten flichtigen Verbindungen zeigte eine starke
Konzentrationszunahme wahrend des Welkens und der Fermentation und eine
Konzentrationsabnahme nach dem Trocknen. Erstaunlich war, dass die Summe der
gemessenen flichtigen Verbindungen beim frischen Teeblatt und vom
Schwarzteepulver nicht stark unterschiedlich waren. Somit &nderte sich die
Gesamtkonzentration der fliichtigen Verbindungen wahrend der Schwarzteeherstellung

nicht signifikant, aber deren Zusammensetzung.
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Tabelle 4. Veradnderungen der Konzentrationen (Flachenverhéltnis zum internen
Standard Ethylcaproat) von flichtigen Verbindungen wahrend der

Schwarzteeherstellung nach Ravichandran und Parthiban (1998)

Flachenverhaltnis zu Ethylcaproat (0,1mg)

Verbindung frisches  gewelktes fermentiertes getrocknetes
Teeblatt Teeblatt Teeblatt Teeblatt
1-Penten-3-ol 0,27 0,39 0,38 0,09
n-Hexanal 1,09 1,21 1,33 0,29
n-Hexanol 1,97 6,03 3,11 0,08
(2)-3-Hexenal 0,90 1,47 2,36 0,41
(E)-2-Hexenal 1,73 3,49 7,26 3,02
(2)-3-Hexen-1-ol 1,27 4,32 2,87 0,11
(E)-2-Hexen-1-ol 0,21 0,47 1,31 0,15
Pentanol 0,19 0,25 0,08 0,08
Linalool 0,14 0,86 1,21 0,90
Linalooloxide 0,02 0,04 0,19 0,15
Methylsalicylat 1,37 1,57 0,58 0,51
Phenylacetaldehyd 0,66 0,84 1,33 1,29
Geraniol 0,41 0,77 1,21 1,07
Benzylalkohol 0,39 0,18 0,15 0,13
2-Phenylethanol 0,51 0,53 0,57 0,44
Benzaldehyd 0,21 0,09 0,07 0,09
a-lonon 0,15 0,36 0,27 0,39
B-lonon 0,09 0,27 0,22 0,31

Summe 11,58 23,14 24,5 9,51
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Flichtige Verbindungen im frischen Teeblatt und im griinen Tee

Die ersten ldentifizierungen von flichtigen Verbindungen in frischen Teeblattern und

grinem Tee wurden von Takei im Zeitraum von 1934 bis 1938 durchgefihrt.

Die ersten gaschromatographischen Identifizierungen im frischen Teeblatt wurden von
Yamanishi et al. (1963) durchgefuhrt. Die frischen Teeblatter wurden mit Diethylether
extrahiert und die fluchtigen Verbindungen mittels Wasserdampfdestillation unter
Vakuum bei 50°C isoliert. Die erhaltenen Wasserextrakte wurden mit Diethylether
ausgeschittelt und anschliessend eingeengt. Insgesamt wurden 27 flichtige
Verbindungen gaschromatographisch aufgrund ihrer Retentionszeit identifiziert, von
denen fiunf bis zu diesem Zeitpunkt nicht im Tee bekannt waren. Die funf neu
identifizierten  flichtigen  Verbindungen waren Isoamylacetat, Salicylaldehyd,

Benzylacetat, Indol und Skatol.

Zwei Jahre spater untersuchten Yamanishi et al. (1965) erneut frische Teeblatter. Die
Aufarbeitungsmethode wich nicht von der bereits 1963 beschriebenen ab. Zur
Konzentrierung der Verbindungen wurde das Gaschromatogramm in zwolf Fraktionen
unterteilt und jede mehrmals praparativ gesammelt. Die ldentifizierung der einzelnen
flichtigen Verbindungen in den Fraktionen erfolgte durch Vergleich der Retentionszeit
mit Referenzsubstanzen, durch Massenspektrometrie, durch Infrarotspektroskopie und
durch Papierchromatographie nach Derivatisierung. Insgesamt identifzierten Yamanishi

et al. 42 fliichtige Verbindungen, von denen vier bisher nicht im Tee beschrieben waren.

Nose et al. (1971) benutzten die selbe Extraktionstechnik wie Yamanishi et al. (1963
und 1965) zur Isolierung der fliichtigen Verbindungen aus frischen Teeblattern. Nach
der Extraktion wurde der Extrakt mittels Sdulenchromatographie in 13 Fraktionen zerlegt
und die einzelnen flichtigen Verbindungen gaschromatographisch,
massenspektrometrisch und aufgrund von Infrarotspektren identifiziert. Es wurden
insgesamt 57 flichtige Verbindungen identifiziert, von denen 27 bisher nicht im frischen

Teeblatt beschrieben waren.
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Die flichtigen Verbindungen von griinem Tee wurden erstmal 1981 von Yamaguchi und
Shibamoto analysiert. Nach Wasserdampfdestillation wurde das Destillat mit
L&dsungsmittel extrahiert und der erhaltene Extrakt konzentriert, bevor dieser mittels
GC/MS untersucht wurde. Insgesamt wurden 97 fliichtige Verbindungen identifiziert, von

denen 13 bisher nicht im frischen Teeblatt bekannt waren.

Bis heute sind knapp 300 flichtige Verbindungen im grinen Tee bekannt welche nach

Stoffklasse geordnet in Tabelle 2 aufgelistet sind.

Einige Quantifizierungen von flichtige Verbindungen in einem chinesischen Grlintee
fuhrten Fischer et al. (1987) durch. Nach einer Wasserdampfextraktion des Teepulvers
wurden die flichtigen Verbindungen aus dem Destillat durch Lésungsmittelextraktion
isoliert. Der Extrakt wurde eingeengt und nach Zugabe eines internen Standards mittels
GC/MS vermessen. Die gemessenen Peakflachen der flichtigen Verbindungen wurden
ins Verhaltnis zur Flache des internen Standards gesetzt und daraus der Gehalt

errechnet. Die erhaltenen quantitativen Daten sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Konzentrationen flichtiger Verbindungen im grinen Tee nach
Fischer et al. (1987)

Verbindung mg/kg Verbindung mg/kg
1-Penten-3-ol 2,7 2,6,6-Trimethyl-2- 1,3
hydroxycyclohexanon
1-Pentanol 0,7 Methylsalicylat 0,1
(2)-2-Penten-1-ol 1,8 Geranylaceton 0,5
6-Methyl-5-Hepten-2-on 0,6 Geraniol 0,5
(2)-3-Hexen-1-ol 0,8 Benzylalkohol 0,4
2-Octanol 0,7 2-Phenylethanol 0,1
Benzaldehyd 0,2 B-lonon 0,3
Linalool 0,2 Citronellol 0,5

1-Octanol 1,1 Dihydroactinidiolid 0,4
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1.4 Methoden zur ldentifizierung aromarelevanter
Verbindungen

Aromastoffe sind flichtige Verbindungen, die mit den in der Nase befindlichen
Rezeptoren des Geruchssinns wahrgenommen werden kénnen (Belitz et al., 2001).
Aufgenommen werden die Aromastoffe entweder orthonasal Uber die Nase, wobei
Stoffe detektiert werden, die sich im Gasraum Uber dem Lebensmittel befinden oder die
Wahrnehmung erfolgt retronasal Uber den Rachen beim Kauen. Zu beachten ist, dass
sich die Aromastoffzusammensetzung beim Kauen im Mund &ndern kann, wodurch sich
der Geruch eines Lebensmittels beim orthonasalen Riechen andern kann.
Voraussetzung fir einen Aromastoff ist eine ausreichende Fliichtigkeit, wobei nicht jede
flichtige Substanz gleichzeitig auch aromaaktiv ist. Erst wenn eine bestimmte
stoffspezifische Konzentration der fliichtigen Verbindung (Geruchsschwelle) in der Nase
erreicht ist, wird ein Nervenimpuls ausgeldst, welchen das Gehirn als Geruch
interpretiert. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es nicht verwunderlich, dass nur ein
kleiner Anteil der im Lebensmittel vorkommenden flichtigen Verbindungen als
Aromastoffe den Geruch eines Lebensmittels pragt.

Die Aufgabe der modernen Forschung ist, diese Aromastoffe zu identifizieren und deren
Relevanz fur das Lebensmittel zu ermitteln. Darum ist es zwingend erforderlich eine
Analytikmethode zu nutzen, die modernste analytische Methoden mit dem zur Zeit
empfindlichsten und selektivsten Aromastoffdetektor, der menschlichen Nase,
kombiniert.

Zur Charakterisierung wichtiger Aromastoffe eines Lebensmittels werden, basierend auf
dem Konzept von Grosch und Schieberle (Grosch, 1993 a und b; Schieberle, 1995)

folgende Untersuchungen, unterteilt in vier Schritten, durchgefuhrt:

» Erstellung eines reprasentativen Aromaextraktes

* Identifizierung der durch Verdinnungsexperimente ermittelten aromaaktiven
Verbindungen

* Quantifizierung und Berechnung der Aromawerte

* Aromasimulation durch Rekombination der quantifizierten Aromastoff mittels

Referenzverbindungen

Im Folgenden werden diese Schritte nédher erlautert.
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1.4.1 Isolierung der fltiichtigen Verbindungen

Der erste Schritt auf der Suche nach den wichtigen Aromastoffen eines Lebensmittels
ist die Erstellung eines reprasentativen Aromaextraktes. Der Extrakt sollte
optimalerweise die Aromastoffe im gleichen Verhaltnis wie das Lebensmittel aufweisen,
die Aromastoffe in konzentrierter Form enthalten und frei von Verunreinigungen sowie
nichtflichtigen Bestandteilen sein. Dazu ist es erforderlich, dass die Aufarbeitung
schonend, das heildst bei moderaten Temperaturen erfolgt, um Verluste von
Aromastoffen z.B. durch thermischen Abbau zu verhindern. Eine weitere Gefahr bei
hoheren Temperaturen ist die Bildung von Artefakten.

Das Untersuchungsmaterial wird daher i.d.R. mit einem leicht siedenden Losungsmittel
(Diethylether oder Dichlormethan) erschopfend bei Raumtemperatur extrahiert, bevor
die flichtigen Bestandteile mit Hilfe einer Hochvakuumdestillation isoliert (Schieberle,
1995) und abschlief3end schonend konzentriert werden.

Eine alternative Methode der Isolierung von Aromastoffen stellt die simultane
Destillation/Extraktion (SDE) nach Likens und Nickerson (1964) dar. Allerdings ist hier
durch die thermische Belastung mit Verlusten von Aromastoffen, Artefaktbildung und

Freisetzung weiterer Aromastoffen aus Precursoren zu rechnen.

1.4.2 Identifizierung der relevanten Aromastoffe

Zur Erfassung der relevanten Aromastoffe  wird der Extrakt mittels
Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (HRGC/O) (Day et al., 1957, Fuller et al.,
1964) untersucht. Bei dieser Technik wird durch Splitten des Tragergases nach der
Saule die Probe simultan Uber den Flammenionisationdetektor (FID) und der Nase
(Olfaktometrie) detektiert. Wahrend ein Saulenende zum FID fihrt, an dem die
Retentionszeit bestimmt wird, endet das andere an einem beheizten Ausgang, an dem
durch Riechen die Geruchsqualitat bestimmt wird. Die Probenaufgabe erfolgt cold-on-
column um eine Zerstoérung thermolabiler Aromastoffe zu vermeiden. Ein gro3er Vorteil
der Olfaktometrie ist, neben der Erfassung der Geruchsqualitat, die hohere
Empfindlichkeit der Nase gegeniber hochpotenten Aromastoffen im Vergleich zum FID.
Natdurlich ist die Erfassung von Aromastoffen aus Lebensmitteln mit Hilfe der HRGC/O
abhangig von der aufgearbeiteten Probenmenge und der Aufarbeitungsmethode.
AulRerdem liefert sie keine Aussage Uber den prozentualen Beitrag eines Aromastoffes

zum Gesamtaroma des Lebensmittels.
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Zur Erfassung der relativen Bedeutung der Aromastoffe mit Hilfe einer schnellen, leicht
durchzufihrenden Methode wurde basierend auf der schrittweisen Verdinnung des
Aromadestillates (Schmid und Grosch, 1986; Ulrich und Grosch, 1987) die
Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA) (Schieberle und Grosch, 1987a) entwickelt.
Hierbei wird das Aromadestillat sukzessive 1+1 (v/v) mit Losungsmittel verdinnt und
jede Verdunnungsstufe mittels HRGC/O untersucht bis kein Aromastoff mehr
olfaktometrisch detektiert wird. Die letzte Verdinnungsstufe, in der ein Aromastoff noch
olfaktometrisch bestimmt werden kann, ist sein Flavor-Dilution (FD) Faktor.

Mit Hilfe der erhaltenen FD-Faktoren kann die relative Bedeutung der Aromastoffe fir
das Untersuchungsmaterial abgeschatzt werden. Es muissen allerdings bei der
Bewertung der FD-Faktoren folgende Fakten bertcksichtigt werden:

Erstens wird bei der gaschromatographischen Analyse die Probe vollstandig verdampft
und somit werden schwerflichtige Verbindungen gegentber leichtfliichtigen
Uberbewertet. Des weiteren wird beim Betrachten des FD-Faktors die Beeinflussung der
Aromastoffe im Lebensmittel durch die Polaritdt der Matrix nicht berlicksichtigt. So
werden polare Aromastoffe in einer polaren Matrix (z.B. Wasser) und unpolare in einer
unpolaren Matrix (z.B. Fett) Uberbewertet. Letztlich kdnnen Verluste bei der

Aufarbeitung das Ergebnis beeinflussen.

Bei der AEVA werden zudem Aromastoffe, die mit dem Lésungsmittel coeluieren und
leichtflichtige Aromastoffen, die bei der Destillation verloren gehen, nicht erfasst. Diese
Aromastoffe kdnnen aber durch Analyse von statischen Headspaceproben detektiert
werden. Hierbei wird eine definierte Menge an Kopfraumvolumen des
Untersuchungsmateriales eingesetzt und die Aromastoffe Uber Headspace-HRGC/O
analysiert. Durch schrittweise Halbierung des eingesetzten Volumens kann analog zur
Aromaextraktverdinnungsanalyse ein Verdlinnungsfaktor bestimmt werden. Er ist
definiert als Quotient aus dem Ausgangsvolumen und dem kleinsten Volumen, bei dem

der Geruchseindruck am Sniffing-Port noch wahrgenommen wird.
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Die durch Aromaextraktverdiinnungsanalyse und Verdinnungsanalyse statischer
Headspaceproben erhaltenen Geruchseindriicke missen den jeweiligen Aromastoffen
zugeordnet werden. Fur eine zweifelsfreie ldentifizierung miussen dabei folgende

Kriterien mit der Referenzsubstanz Ubereinstimmen :

» die Geruchsqualitat und die Geruchsschwelle (Luft)
+ die Retentionsindizes auf mindestens zwei Saulen unterschiedlicher Polaritat

» die Massenspektren, aufgenommen im EI- und CI-Modus

Folgende Untersuchungen mittels AEVA wurden bereits im Bereich griner und
schwarzer Tee durchgefuhrt:

Guth und Grosch (1993e) untersuchten das Pulver eines chinesischen Schwarztees.
Sie detektierten bei der Aufarbeitung von insgesamt 200g Schwarzteepulver 28
Aromastoffe mit einem FD-Faktor von vier oder hoher. Als Aromastoffe mit den
hochsten FD-Faktoren ermittelten sie 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon, (E)-R3-
Damascenon, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon und Linalool. In der Arbeit wurden
neun Verbindungen identifiziert, die bisher nicht im schwarzen Tee bekannt waren,
darunter die Aromastoffe 3-Methyl-2,4-nonandion, (Z)-4-Heptenal und 4-Hydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon.

Sieben Jahre spater fliihrten Kumazawa und Masuda (2000) ebenfalls eine AEVA aber
an einem Schwarzteegetrank aus dem Darjeeling Anbaugebiet durch. Als Aromastoff
mit dem hdchsten FD-Faktor identifizierten sie Linalool, gefolgt von den Aromastoffen
Geraniol, (E,Z)-2,6-Nonadienal, Phenylacetaldehyd, Methylsalicylat, (E)-R-Damascenon

und Hexansaure.

Guth und Grosch (1993e) fiuhrten auch eine AEVA an einem chinesischen
Grunteepulver durch. Bei der Aufarbeitung von 200g Teepulver entdeckten sie 25
Aromastoffe mit einem FD-Faktor von 4 oder hoher. Sie identifizierten (Z)-1,5-Octadien-
3-on, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon, 3-Methyl-2,4-nonandion und (Z2)-4-
Heptenal als Aromastoffe mit den héchsten FD-Faktoren. Insgesamt identifizierten sie
18 Verbindungen, die bisher nicht im Grinteepulver bzw. Griinteegetrank bekannt
waren, darunter unter anderem 3-Methyl-2,4-nonandion, (Z)-4-Heptenal und (E)-B-

Damascenon.
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AEVAs am Grinteegetrank wurden in den Jahren 1999 und 2002 auch von Kumazawa
und Masuda durchgefihrt. Insgesamt untersuchten sie drei verschiedene
Grinteegetranke (Sen-cha, Kamairi-cha, Longjing tea). Als Aromastoffe mit hohen FD-
Faktoren identifizierten sie (Z)-1,5-Octadien-3-on, 2-Acetyl-1-pyrrolin, Methional, 3-
Methyl-2,4-nonandion, (E,Z)-2,6-Nonadienal, 4-Mercapto-4-methyl-2-pentanon und 2-
Ethyl-3,5-dimethylpyrazin. Die bedeutensten Unterschiede in den FD-Faktoren der
verschiedenen Grlnteesorten wurden bei den Aromastoffen 2-Acetyl-1-pyrrolin,

Phenylacetaldehyd, 2-Methoxyphenol und 4-Nonanolid beobachtet.

1.4.3 Quantifizierung der relevanten Aromastoffe und Berechnung des

Aromawertes

Die  Aromaextraktverdinnungsanalyse in Kombination mit der Aromaver-
dinnungsanalyse fihrt nur zu einer Abschatzung der Bedeutung der einzelnen
Aromastoffe. Fur eine definierte Gewichtung ist eine Quantifizierung der durch die
Verdinnungsanalysen ermittelten Aromastoffe notig.

Eine Quantifizierung erfolgt in der Regel mittels eines internen Standards mit mdglichst
ahnlicher Struktur, um Verluste bei der Aufarbeitung auszuschlieBen. Trotzdem treten
Unterschiede zwischen Standard und Analyt auf, die das Quantifizierungsergebnis
verfalschen. Um diese Unterschiede auszugleichen, wurde die
Isotopenverdinnungsanalyse, die 1966 von Sweeley et al. zur Bestimmung von
Glucose entwickelt wurde, von Schieberle und Grosch (1987b) erstmals in der
Aromaforschung eingesetzt.

Bei dieser Methode werden als interner Standard stabile Isotope der Analyten
verwendet. Eine Markierung erfolgt entweder mit **C oder ?H Isotopen. Die Isotopomere
unterscheiden sich von den untersuchten Aromastoffen chemisch und physikalisch nur
minimal, so dass Verluste bei der Aufarbeitung durch Extraktion, Destillation und
Labilitat der Aromastoffe, ideal kompensiert werden.

Die Quantifizierung erfolgt mittels HRGC/MS mit chemischer lonisation, da in diesem
Modus sowohl eine niedrige Bestimmungsgrenze, wie auch eine hohe Selektivitéat
erreicht wird, so dass mit der Isotopenverdiinnungsanalyse eine Quantifizierung von

labilen Verbindungen im Spurenbereich mdglich ist.
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Um den Einfluss der quantifizierten Aromastoffe auf das Gesamtaroma zu ermitteln, ist
es aber nicht ausreichend nur die Konzentrationen zu betrachten, denn jede fllchtige
Verbindung hat einen unterschiedlichen Verteilungsquotient zwischen Matrix und
Gasraum und somit einen unterschiedlichen Geruchsschwellenwert. Um diesen zu
ermitteln, werden Untersuchungen in einer zum Untersuchungsmaterial mdglichst
identischen Matrix durchgefihrt. Durch schrittweise Verringerung der Konzentration
werden die Schwellenwerte mittels eines Triangeltestes von einem geschulten
Sensorikpanel ermittelt. Die Konzentration, in welcher der Aromastoff gegen zwei
Blindproben erkannt wird, ist der niedrigste Schwellenwert dieses Aromastoffes in der

untersuchten Matrix.

Der von Rothe und Thomas (1963) eingefiihrte Aromawert, der sich aus dem Quotient
der Konzentration des Aromastoffes im Lebensmittel und des Schwellenwertes des
Aromastoffes in einer zum Lebensmittel idealerweise identischer Matrix errechnet,
ermoglicht somit eine objektive Bewertung des Aromastoffes im Hinblick auf die Matrix
des Lebensmittels. Ein Aromastoff tragt laut Definition erst zum Gesamtaroma bei, wenn
sein Aromawert grof3er eins ist. Ausnahmen kdnnen hier durch synergistische Effekte
von zwei oder mehr Aromastoffen mit gleichem Aromaeindruck und Aromawerten knapp
unter eins auftreten.

Der Aromawert gibt an, um welchen Faktor ein Aromastoff Uber seiner Geruchsschwelle
im Lebensmittel auftritt. Dadurch kann der Beitrag der Aromastoffe zum Aroma des
Lebensmittels abgeschéatzt werden.

Die in spateren Arbeiten verwendete Begriffe ,Odor Unit* (Guadagni et al.,1966), ,Odor
Value* (Mulders, 1973) und ,,Odor Activity Value* (Acree et al., 1984) sind identisch zu
der oben angefiihrten Bezeichnung ,Aromawert".

Dieses Konzept wurde allerdings bisher nicht auf Tee bzw. Teegetrdnke angewendet.
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1.4.4 Aromasimulation

Beim Aromawertkonzept werden die Aromastoffe einzeln betrachtet. Im Lebensmittel
koénnen aber Aromastoffe durch synergistische (Meilgaard, 1982; Widder und Grosch,
1994) und suppressive (Blank und Grosch, 1991; Blank et al., 1992) Effekte andere
Aromastoffe beeinflussen. Diesen Einfluss analysiert man durch Erstellen eines
Rekombinates und durch gezieltes Weglassen einzelner Verbindungen
(Weglassversuche). Beim Aromarekombinat werden die quantifizierten Aromastoffe in
ihrer ,natdrlichen* Konzentration in einer lebensmittelnahen Matrix gemischt und das
Rekombinat von einem geschulten Sensorikpanel mit dem Lebensmittel verglichen.
Durch Ausfuhrung der genannten Schritte des Aromamodells wurden in den letzten
Jahren unter anderem sehr gute Aromasimulationen fiir handgepressten Grapefruitsaft
(Buttner und Schieberle, 2001a), Orangensaft (Buttner und Schieberle, 2001b), sowie
auch Kaffee (Czerny et al., 1999) erhalten.
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1.5 Aufgabenstellung

Viele Untersuchungen der Literatur beschéaftigten sich mit der Identifizierung von
fluichtigen Verbindungen im grinen und schwarzen Tee. Aber nur in sehr wenigen
Arbeiten wurde die Aromarelevanz der identifizierten flichtigen Verbindungen naher
untersucht. Eine systematische Analyse der Aromastoffe bis hin zur Aromasimulation,
wie sie im Punkt 1.4 beschrieben ist, wurde bisher weder fir die Aromastoffe von
grinem noch von schwarzem Tee, sowohl bei Teepulver als auch beim Teegetrank,

durchgefihrt.

Im Rahmen der Arbeit sollten daher zunéchst die aromaaktiven Verbindungen von
Schwarzteepulver und einem daraus hergestellten Schwarzteegetrank mittels der
Aromaextraktverdinnungsanalyse ermittelt werden und anschlieBend die Verbindungen
mit den hdchsten FD-Faktoren quantifiziert werden. Fir das Schwarzteegetrank sollte
mit Hilfe der Schwellenwerte, die Aromawerte berechnet werden und abschlieRend
sollte die Simulation des Gesamtaromas durch Aromarekombination erfolgen.

Als néachstes sollten die aromaaktiven Verbindungen von Grinteepulver und
Grinteegetrank ermittelt werden. Auch hier sollte zuerst eine
Aromaextraktverdinnungsanalyse durchgefiuihrt werden und folgend die wichtigsten
Verbindungen mit Hilfe der Isotopenverdiinnungsanalyse quantifiziert werden. Fir das
Griunteegetrank sollten dann die Aromawerte berechnet werden und das Gesamtaroma
durch Aromarekombination simuliert werden.

Abschlielend sollten Schwarzteegetranke aus verschiedenen Teesorten analog
untersucht werden. Die Ergebnisse sollten Aufschluss Uber die
Aromastoffzusammensetzung und die Aromastoffkonzentrationen von

Schwarzteegetranken aus unterschiedlichen Anbaugebieten geben.

Ziel der Untersuchungen war es dabei insbesondere die Unterschiede im Aroma von
schwarzem und griinem Tee aufzuzeigen. Die Ergebnisse sollten die Grundlage zur
Bewertung der Qualitat von Tee sowie auch zur Optimierung der Herstellungsverfahren

schaffen.
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2 Ergebnisse

2.1 Potente Aromastoffe im , Darjeeling Gold-Auslese*

Zu Beginn der Untersuchungen wurden Schwarztees aus verschiedenen
Anbaugebieten sensorisch verglichen um einen Schwarztee mit besonders
ansprechendem Geruch zu finden. Basierend auf einem Beliebtheitstest wurde der
Schwarztee Darjeeling Gold-Auslese (DGA) ausgewdahlt, da dieser einen sehr
ausgepragten blumigen (rosenartig, honigartig) und fruchtigen Geruch aufwies, der von

den Testern als sehr positiv bewertet wurde.
2.1.1 Aromastoffe im Teegetrank (DGA-G)

2.1.1.1 Aromaprofilanalyse

Als erstes wurde eine Aromaprofilanalyse des Teegetrdnkes Darjeeling Gold-Auslese
(GDA-G) erstellt. Dazu wurde der frisch aufgebrtihte Tee auf 50°C temperiert und einem
geschulten Sensorikpanel zur Bewertung vorgelegt. Die Teilnehmer mussten die
vorgegebenen Geruchseindriicke nach ihrer Intensitat (O=nicht; 1=schwach; 2=deutlich;
3=stark wahrnehmbar) bewerten.

Dominierend waren die Geruchseindriicke heuartig (1,8), rosenartig/nach Honig (1,8)
und citrusartig/fruchtig (1,7), gefolgt von den Geruchsqualitdten nach Haferflocken/sufR3

(1,2) und grasig/grin (1,1), die etwas weniger intensiv bewertet wurden (Abbildung 4).

Abbildung 4: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetrdnks aus der Sorte
Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)
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Nur schwach bewertet wurden die Geruchsqualitaten malzig (0,6), karamellartig (0,6)
und fettig/frittiert (0,5). Der Geruchseindruck fischig/tranig (0,1) wurde als fast nicht

wahrnehmbar bewertet.

2.1.1.2 Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA)

Als nachstes wurde eine AEVA durchgefuhrt, um die wertgebenden Aromastoffe des
DGA-G zu identifizieren.

Fur die Aufarbeitung wurden 20g Teepulver mit 1670ml Wasser 2,5 Minuten aufgebriiht,
im Eisbad abgekihlt und anschlieRend die Aromastoffe mehrfach mit Losungsmittel
extrahiert (s. 3.4). Nach Abtrennen der nichtflichtigen von den fliichtigen Verbindungen
durch Hochvakuumtransfer (HVT) und Einengen wurde eine AEVA (s. 3.5.1)
durchgefthrt.

Es wurden 24 Aromastoffe mit einem FD-Faktor 24 gefunden, die aber alle in einem
relativ engen Bereich lagen und einen Wert von 128 nicht tbertrafen (Abbildung 5). Den
hochsten FD-Faktor wiesen die Aromastoffe 35 (nach Haferflocken, sif3), 36 (nach

Honig), 41 (karamellartig) und 47 (nach Vanille) auf.

256

128 35 36 41 47

19 24 37 40 45
64 -

27 3133
32

16 26 30| |34 46
16 H

FD-Faktor

10 18 21

13 25 B2 44

| | | | |
1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

Retentionsindex (FFAP)

Abbildung 5: FD-Chromatogramm (FD=>=4) eines Extraktes vom Teegetrank aus der
Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)
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2.1.1.3 ldentifizierungsexperimente

Fur die ldentifizierung, der bei der AEVA detektierten Aromastoffe wurden 200 g
Teepulver des DGA aufgearbeitet und der Losungsmittelextrakt in eine saure und eine
neutral-basische Fraktion aufgeteilt. Wahrend die saure Fraktion nur einen schwachen
Geruch besal3, der nicht mehr an das Ausgangsprodukt erinnerte, hatte die neutral-
basische Fraktion immer noch den charakteristischen Geruch des Teepulvers. Die
neutral-basische Fraktion wurde daraufhin mittels Saulenchromatographie in sechs
weitere Fraktionen getrennt (s. 3.4).

Die Identifizierung der Aromastoffe erfolgte durch Vergleich mit den
Referenzsubstanzen anhand der RI-Werte auf drei Saulen unterschiedlicher Polaritat,
der Aromaqualitdt und Aromaintensitat (s. 3.5.2) und aufgrund der Massenspektren, die

im El- und CI-Modus aufgenommen wurden (s. 3.6.1).

Ausgehend vom Aromaprofil (Abbildung 4) und den Aromaqualitaten der identifizierten
Aromastoffe (Tabelle 6), gab es vier dominierende Geruchsgruppen im DGA-G.

Die blumigen, nach Honig riechenden Aromastoffe wie Phenylethanol (36, FD 128),
Phenylacetaldehyd (24, FD 64), B-lonon (37, FD 64) und das rosenartige Geraniol (33,
FD 32) bildeten die erste Gruppe.

Das 3-Methyl-2,4-nonandion (27, FD 32) und die ungesattigten Aledhyde, z.B. das
(E,E)-2,4-Nonadienal (26, FD 16) bildeten die Gruppe mit den heuartigen, grin
riechenden Aromastoffen. In dieser Gruppe war auffallig, dass kein dominierender
Aromastoff mit einem FD-Faktor >32 vorhanden war.

Zwei fruchtig riechende Aromastoffe wurden identifiziert: Das (E)-B-Damascenon (31,
FD 32) und das Linalool (19, FD 64). Bei Linalool handelt es sich um eine chirale
Verbindungen, die in zwei enantiomeren Formen auftritt. Dabei ist das
Enantiomerenverhéltnis flr die Beurteilung des Aromabeitrages wichtig, da das R-
Enantiomer eine 80-fach niedrigere Geruchsschwelle als das S-Linalool besitzt (Jagella,
1999). Die prozentuale Zusammensetzung der Enantiomere von Linalool wurde daher
mittels zweidimensionaler Gaschromatographie/Massenspektrometrie (TDHRGC/MS)
bestimmt (s. 3.6.3). Als zweite Saule diente eine chirale Saule, um die beiden
Enantiomere zu trennen (Abbildung 6). Im DGA-G lag ein fast racemisches Gemisch
von R- und S-Linalool vor (54/46).
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Tabelle 6: Wichtige Aromastoffe (FD=4) im Extrakt aus dem Teegetrank der Sorte
Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)

Nr.2 Aromastoff® Aromagqualitat® Retentionsindex® FD®
FFAP OV-1701 SE-54

10 (2)-4-Heptenal fischig, tranig 1240 988 900

13 (2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 1373 1086 981 4

16 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1489 1135 1012 16
18 (E)-2-Nonenal fettig, grin 1527 1275 1153 8

19 R/S-Linalool citrusartig 1541 1198 1098 64
21 (E,2)-2,6-Nonadienal nach Gurke 1583 1275 1130 8

24 Phenylacetaldehyd nach Honig 1642 1178 1038 64
25 3-Methylbutansdure schweissig 1663 1046 870 4

26 (E,E)-2,4-Nonadienal fettig, grin 1695 1348 1213 16
27 3-Methyl-2,4-nonandion heuartig 1719 1398 1242 32
30 (E,E)-2,4-Decadienal fettig, frittiert 1804 1453 1318 16
31 (E)-B-Damascenon fruchtig 1815 1500 1387 32
32 Hexansaure schweissig 1840 1192 1020 4

33 Geraniol rosenartig 1850 1371 1256 32
34 2-Methoxyphenol rauchig, suRdlich 1859 1231 1089 16
35 unbekannt nach Haferflocken 1877 1426 1269 128
36 2-Phenylethanol nach Honig 1910 1270 1116 128
37 B-lonon nach Veilchen 1948 1617 1490 64
40 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal® metallisch 2006 1563 1379 64
41 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- karamellartig 2025 1248 1071 128

3(2H)-furanon
44  3-Ethylphenol phenolisch 2205 1395 1169 4

45 3-Hydroxy-4,5-dimethyl- nach Liebstockel 2220 1356 1112 64
2(5H)-furanon

46 Phenylessigsaure nach Honig 2582 1531 1262 16

47 Vanillin nach Vanille, siR 2605 1661 1400 128
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Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-Sé&ule

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund folgender Kriterien :
Vergleich der RI-Werte auf den angegebenen Saulen; Vergleich der Geruchsschwelle und
Geruchsqualitat am Sniffing-Port; Vergleich der Massenspektren im El- Und CI-Modus
Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

Linearer Retentionsindex

Flavour Dilution Faktor

9 Es konnte kein Massenspektrum der Substanz erhalten werden; die ldentifizierung erfolgte anhand

der restlichen Kriterien in

R-Linalool S-Linalool
:c:ts
) 100%W
C
[}
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[ T T T T T T T | 4 r
1600 1620 1640 1660 1680 1700

Retentionszeit [s]

Abbildung 6: Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses in Linalool aus Teegetrank
der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)

Die letzte Gruppe bestand aus den susslich riechenden Verbindungen und beinhaltete
drei Aromastoffe, die den hochsten FD-Faktor erhielten. Neben dem Vanillin (47) und
dem  4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon gab es noch einen nach
Haferflocken/su3lich riechenden Aromastoff (35), der bisher nicht im schwarzen Tee

identifiziert wurde.
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Identifizierung der Verbindung 35

Der Aromastoff 35 war von besonderen Interesse, da das Massenspektrum keiner
bisher bekannten Verbindung im Tee entsprach, aber der hohe FD-Faktor im DGA-G
vermuten liel3, dass der Aromastoff relevant fir das Gesamtaroma des Tees ist.

Nach der saulenchromatographischen Vortrennung (s. 3.4) wurde bei den
Retentionszeiten auf zwei Kapillarsaulen (Abbildung 7) unterschiedlicher Polaritat in der
Fraktion D ein identisches Massenspektrum (Abbildung 8) gefunden. Uber
TDHRGC/MS (s. 3.7.2) mit einem zusatzlichen Sniffing-Port am zweiten
Gaschromatograph (GC) wurde der charakteristische Geruch der gesuchten Verbindung
eindeutig den erhaltenen Massenspektren zugeordnet.

Zusatzlich zum Peak 35 (RI(FFAP)=1877) wurden zwei weitere Peaks mit fast
identischem Massenspektrum, aber leicht  verschobener Retentionszeit
(35a RI(FFAP)=1869 und 35b RI(FFAP)=1900) gefunden (Abbildung 9 und 10).

100 1
80 A
::c:;s
% 60 A Peak 35
I=
) Peak 35a /
.; 40 - Peak 35b
<
O
04
20 -
O I 1 T
1869 1877 1900
Rl (FFAP)

Abbildung 7: Ausschnitt des Gaschromatogramms eines Extraktes aus dem Teepulver
der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-P)
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Abbildung 10: Massenspektrum von Verbindung 35b (MS/EI)



Aromastoffe im Tee Seite 34

Mit Hilfe einer Massenspektrendatenbank konnten die gesuchten Massenspektren der
Verbindung 2,4,6-Nonatrienal zugeordnet werden. Unterstiitzt wurde die Identifizierung
durch die Auswertung eines hochauflésenden massenspektrometrischen Experimentes,
wodurch die genaue chemische Zusammensetzung der massenspektrometrischen
Bruchstiicke ermittelt wurde (Tabelle 7). Neben der Bestatigung der Summenformel
(CgH120) war vor allem das Bruchstick m/z 107 sehr aussagekraftig, das durch eine
Ethylabspaltung gebildet wurde. Dadurch wurde belegt, dass eine endstandige

Ethylgruppe im Molekil vorhanden ist.

Tabelle 7: Fragmente bei der hochauflésende Massenspektrometrie von Verbindung 35

m/z Fragment?
136 CoH120
121 CgHoO
107 C/H;0O
93 C7Ho
91 C7H;
79 CeH7
77 CsHs

Berechnete Summenformel der Fragmente (EI)

Unter Berucksichtigung der drei Doppelbindungen im 2,4,6-Nonatrienal gibt es acht

verschiedene geometrische Isomere, deren Strukturen in Abbildung 11 aufgefthrt sind.
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(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal
(E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (E,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal
(Z,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (Z,E,2)-2,4,6-Nonatrienal
(Z,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (Z,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal

Abbildung 11: Mdgliche geometrische Isomere des 2,4,6-Nonatrienals

Um die drei im Teepulver vorkommenden geometrischen Isomere des 2,4,6-
Nonatrienals zu identifizieren, wurde mit einer zielgerichteten Wittig-Synthese der
Isomere begonnen. Dies hatte den Vorteil, dass bei der Reaktion zwei Doppelbindungen
des Endproduktes durch die Edukte festgelegt waren, wodurch die spéatere

geometrische Zuordnung und die Trennung der Isomere erleichtert war.

Das (E,E,E)- und das (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal wurden zunachst Uber eine Wittig-
Synthese aus (E)-2-Pentenal (1) und Methyl-4-(triphenylphosphonium)crotonatbromid
(2) synthetisiert (Abbildung 12). Der bei der Reaktion entstandene 2,4,6-
Nonatriensauremethylester (3 u. 4) wurde mit Lithiumaluminiumhydrid zum 2,4,6-
Nonatrienol (5 u. 6) reduziert und der Alkohol im letzten Schritt mit Dess-Martin

Reagenz zum 2,4,6-Nonatrienal (7 u. 8) oxidiert (s. 3.3.1).
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Abbildung 12: Phasentransferkatalysierte Synthese von (E,E,E)- und (E,ZE)-

2,4 6-Nonatrienal

(E)-2-Pentenal
Methyl-4-(triphenylphosponium)crotonat bromid
(E,E,E)-2,4,6-Nonatriensauremethylester
(E,Z,E)-2,4,6-Nonatriensdauremethylester
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrien-1-ol
(E,Z,E)-2,4,6-Nonatrien-1-ol
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal
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(E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal

‘OH Hydroxidionen

TDA-1 Tris-[2-(2-methoxyethoxy)-ethyl]-amine
LiAIH, Lithiumaluminiumhydrid

DM Dess-Martin Reagenz
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Die in der Literatur haufig beschriebenen Wittig-Synthesen mit Kalium t.-butylat oder
Butyllithium unter Wasserausschluss und Stickstoffatmosphére erbrachten keine
Resultate. Anscheinend war das Ausgangsprodukt, vor allem das (E)-2-Pentenal, so
reaktionstrage gegenuber dem Phosphoniumsalz, dass Sekundarreaktionen (z.B.

Aldolreaktionen) bevorzugt wurden.

Um dieses Problem zu I6sen, wurde eine Wittigreaktion unter Phasentransferkatalyse
im stark basischen Milieu mit Tris-(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)-amine nach Daubresse
und Francesch (1994) durchgeflnhrt. Das Arbeiten unter
Phasentransferkatalysebedingungen machte es aul3erdem uberflissig unter Wasser-
und Sauerstoffausschluss zu arbeiten.

Bei der Synthese entstanden zwei Isomere des 2,4,6-Nonatrienals (35a und 35b) im
beinahe &quimolaren Verhéaltnis (Abbildung 13). Mit Retentionsindizes 1850 und 1877
wurden zusatzlich zwei weitere kleinere Peaks mit dem fur 2,4,6-Nonatrienal

charakteristischen Massenspektrum gefunden.
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Abbildung 13: Ausschnitt des Gaschromatogramms des Syntheseansatzes zu (E,E,E)-
und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal

Nach der Synthese wurde eine sdulenchromatographische Reinigung durchgefihrt, um
die Edukte, sowie Nebenreaktionsprodukte abzutrennen. Wie erwartet, wurden zwar die
meisten Verunreinigungen abgetrennt, aber eine Trennung des Isomerengemisches

wurde dadurch nicht erreicht.
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Die Trennung der Isomere aus der gereinigten Synthese von (E,E,E)- und (E,Z,E)-2,4,6-
Nonatrienal (s.0.) wurde daher mittels praparativer Dunnschichtchromatographie (DC)
auf Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator durchgefiihrt. Nach Probenaufgabe,
Fixierung und Entwicklung der Platten wurden die Banden der Isomere durch UV-Licht
sichtbar gemacht, abgekratzt und getrennt gesammelt. Abschlielend wurden die
Isomere vom Kieselgel eluiert. Wie in Abbildung 14 zu erkennen ist, hat eine sehr gute
Trennung der beiden Isomere auf der Dinnschichtplatte stattgefunden, was durch
HRGC/FID bewiesen wurde (Abbildung 15).

Abbildung 14: Photographische Aufnahme der Trennung des Syntheseansatzes von
(E,E,E)- und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal durch praparative
Dunnschichtchromatographie (DC)
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Abbildung 15: Gaschromatogramme der Zuordnung und Reinheitstiberprifung der

durch Dunnschichtchromatographie getrennten Isomere 35a und 35b
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Die exakte Geometrie der Doppelbindungen der synthetisierten Isomeren des 2,4,6-
Nonatrienals wurde durch Kernresonanzspektrometrie (NMR, s. 3.7.6) ermittelt. Die
Zuordnung der Wasserstoffe zu den entsprechenden Kohlenstoffatomen erfolgte
aufgrund der Werte der chemischen Verschiebung, der Kopplungskonstanten und
mittels doppelquantengefilterter H,H-Verschiebungskorrelation (COSY).

Im zweidimensionalen COSY-Spektrum (Abbildung 16) waren klar die Kopplungen der
geminalen Wasserstoffatome erkennbar und somit eine Zuordnung der
Wasserstoffatome moglich (Tabelle 8). Die Peaks bei den Verschiebungen 1,2 ppm
(Diethylether CH,), 3,5 ppm (Diethylether CH3) und 7,3 ppm (Dichlormethan) sind nicht
Teil des NMR-Spektrums des 2,4,6-Nonatrienaltrienal-lsomers, storen aber bei der

Auswertung nicht.

Diethylether

Dichlormethan
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Abbildung 16: H,H-Homonuclear Correlation Spectroscopy Spektrum der
Verbindung 35b
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Da es sich bei der angewandten Synthese um eine zielgerichtete Wittigreaktion
gehandelt hat, musste bei der geometrischen Zuordnung der Isomere nur noch die neu
gekntpfte Doppelbindung betrachtet werden.

Die Kopplungskonstanten gaben aufgrund der drei konjugierten Doppelbindungen leider
keinen Aufschluss Uber die vorliegende cis/trans-Geometrie. Unterschiedlich zwischen
den beiden Isomeren war lediglich die chemische Verschiebung vom Wasserstoff am
Kohlenstoff drei (Tabelle 8). Die Zuordnung der Geometrie erfolgte durch Vergleich der
Retentionszeiten am Gaschromatographen. Durch die cis-Geometrie und den daraus
resultierenden Knick im Molekuel eluierte das (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (Rl 1869) friiher
als das (E,E,E) (RI 1900). Bestétigt wurde die Zuordnung nach Durchfiihrung der 2,4,6-
Nonatrienalsynthese nach Buttery (1975). Dabei handelte es sich um eine
basenkatalysierte Aldoladdition von (E,E)-2,4-Heptadienal und Acetaldehyd (s. 3.3.1)
bei der hauptsachlich das energetisch stabilste Nonatrienalisomer, das (E,E,E) gebildet

wurde.

Tabelle 8: 'H-Kernresonanzspektrometrie (NMR)-Daten von (E,E,E)- und (E,ZE)-

2,4 6-Nonatrienal

H H H H
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal

d

Hanc®* S° N (H) Chemische Verschiebung (Kopplungskonstante)

E,E,E (35D) E.ZE (35a)

1(2) d 1 9,58 (8,0) 9,65 (7,9)

2,6,7 m 3  6,06-6,26 6,05-6,25

3(2u.4) dd 1 7,13(15,2u.11,2) 7,60 (15,1 u. 10,9)
4(3u.5) dd 1 6,38 (11,1 u. 14,8) 6,43 (10,9 u. 15,8)
5(4u.6) dd 1 6,68 (14,8 u. 10,5) 6,66 (16,0 u. 11,6)
8(7u.9) quint 2 222(7,1u.74) 2,26 (7,2 u. 7,5)

9 (8) t 3 1,08 (7,4) 1,15 (7,5)
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Wasserstoff am angegebenen Kohlenstoffatom des 2,4,6-Nonatrienals; in Klammern der koppelnde
Wasserstoff am angegebenen Kohlenstoffatom (s. chemische Verschiebung)
Signal-Aufspaltung(d=Duplett, m=Multiplett, dd=doppeltes Duplett, quint=Quintett, t=Triplett)

Anzahl der Wasserstoffatome am Kohlenstoffatom

Chemische Verschiebung in ppm; in Klammern sind die Kopplungskonstanten in MHz angegeben

Mit der ldentifizierung von (E,E,E)- (35b) und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (35a) wurden
zwei der drei im Tee vorkommenden 2,4,6-Nonatrienalisomere identifiziert. Bei der
Suche nach dem dritten, dem aromawirksamsten 2,4,6-Nonatrienalisomer (35) wurde
versucht das (E,E,Z)- und (E,Z,Z2)-2,4,6-Nonatrienal analog zur Synthese von (E,E,E)-
und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (s.0.) Uber eine phasentransferkatalysierte Wittigreaktion
zu synthetisieren. FUr die Einfihrung der cis-Geometrie in Position 6 wurde anstelle des
(E)-2-Pentenals das (Z)-2-Pentenal eingesetzt, welches zunachst in einem ersten
Schritt aus dem (Z)-2-Penten-1-ol durch Oxidation mit Dess-Martin Reagens hergestellt
wurde. Das (2)-2-Pentenal reagierte mit dem Methyl-4-
(triphenylphosphonium)crotonatbromid zum 2,4,6-Nonatriensduremethylester, welcher
mit Lithiumaluminiumhydrid zum 2,4,6-Nonatrien-1-ol reduziert wurde. Im letzten Schritt

wurde 2,4,6-Nonatrien-1-ol mit Dess-Martin Reagenz zum 2,4,6-Nonatrienal oxidiert.

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis der Synthese. Neben den bereits bekannten (E,E,E)-
(35b) und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal (35a) entstanden auch in grol3eren Mengen die
vermutlichen Isomere (E,E,Z)- und (E,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal mit dem charakteristischen
Massenspektrum bei den RI-Werten 1850 (35c) und 1877 (35).

Die hier unerwinschten (E,E,E)- (35b) und (E,Z,E)-lsomere (35a) bilden sich laut
Daubresse und Francesch (1994) wahrend der stark basisch katalysierten Reaktion
durch Umlagerung der cis-Konfiguration in die stabilere trans-Konfiguration.

Das Isomerengemisch der Synthese von (E,E,Z)- und (E,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal liel3
sich nicht vollstandig Uber die Diunnschichtchromatographie auftrennen. Immer zwei
Isomere bildeten eine Gruppe und erschienen als eine Bande auf der Kieselgelplatte.
So bildete das aromawirksamste Isomers des 2,4,6-Nonatrienals (35) immer ein Paar
mit dem (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (35b).

Auch der Versuch das Isomerengemisch auf der Stufe der Synthesezwischenstufen
2,4,6-Nonatriensauremethylester und 2,4,6-Nonatrien-1-ol zu trennen, fuhrte zu keinem

Erfolg.
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Abbildung 17: Ausschnitt des Gaschromatogramms des Syntheseansatzes zu (E,E,Z2)-
und (E,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal

Verschiedene Trennmethoden wurden ausprobiert um eine Trennung zu erreichen:

In einem Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)-System mit konstanter
Zusammensetzung der mobilen Phase wurde die Trennung Uber eine Kieselgelsaule
durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei der Absorption des 2,4,6-
Nonatrienals bei 305 nm (s. 3.7.4).

Abbildung 18 zeigt das Chromatogramm der Gesamtsynthese. Das Chromatogramm
wurde in sechs Fraktionen eingeteilt und jede Fraktion mehrmals gesammelt,
konzentriert und zur Zuordnung der Peaks mittels RI-Werten in den HRGC/FID
eingespritzt. Dabei entsprach Fraktion 6 dem (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (35b), Fraktion 4
dem (E,Z,E)-Isomer (35a) und das gesuchte dritte Isomer (35), das im schwarzen Tee

gefunden wurde entsprach der Fraktion 5.
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Abbildung 18: Hochdruckflissigkeitschromatogramm der Trennung der

Gesamtsynthese ausgehend vom (Z)-2-Penten-1-ol

Leider war die Effektivitdit der HPLC-Trennung sehr gering. Um eine ausreichende
Basistrennung der Peaks zu gewahrleisten, wie sie in Abbildung 18 zu sehen ist,
konnten nur relativ geringe Mengen des Syntheseansatzes eingesetzt werden.

Eine spezielle Methode um cis/trans-lsomere einer Verbindung zu trennen ist die
Argentationschromatographie. Es wurde daher eine Argentations-
saulenchromatographie durchgefihrt und die aufgefangenen Fraktionen zur
Reinheitstberprifung zuerst konzentriert und dann durch HRGC untersucht (s. 3.7.6).
Auch mit Hilfe der Argentationschromatographie war es nicht moglich, die Isomere des

2,4,6-Nonatrienals vollstandig zu trennen.

Da es nicht moglich war die Verbindung 35 vom (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal zu trennen
wurde eine 'H-NMR-Messung des Gemisches aufgenommen um zu sehen, welche
Rickschlisse auf die gesuchte Struktur sich damit ziehen liel3en.

Das 'H-NMR-Spektrum des gesuchten Isomers wurde in einer Mischung mit (E,E,E)-
2,4,6-Nonatrienal aufgenommen. Unter Bezugnahe der 'H-NMR-Daten des reinen
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienals konnten die 'H-NMR-Daten fiir das unbekannte Isomer

ermittelt werden.



Aromastoffe im Tee Seite 44

Aufgrund der zielgerichteten Synthese konnten neben den bereits bekannten Isomeren
(E,E,E) und (E,Z,E) nur noch die Isomere (E,E,Z) und (E,Z,Z) entstanden sein, was die
geometrische Zuordnung vereinfachte. Unterschiedlich im NMR-Spektrum der beiden
Isomere ist die chemische Verschiebung des Wasserstoffes am Kohlenstoff funf
(Tabelle 9). Die geometrische Zuordnung erfolgte aufgrund der Retentionsindizes, da im
Molekul vorhandene cis-Strukturen die Elutionszeit verkirzen. Damit konnte dem
gesuchten Nonatrienalisomer (35) die Geometrie (E,E,Z) zugeordnet werden
(RI(35)=1877, RI(35c)=1850).

Allerdings wurde aufgrund der angesprochenen Trennprobleme (s.0.) kein reines NMR-
Spektrum erhalten, sondern ein Gemisch des (E,E,E)- und (E,E,Z)-Isomers, wodurch

eine wissenschaftlich eindeutige Identifizierung leider nicht maglich war.

Durch Synthese von (E,E,E)- (35b), (E,Z,E) (35a) und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (35)
wurden alle Isomere identifiziert, die auch im Teegetrdnk vorhanden waren. Somit

bestand keine Notwendigkeit weitere Isomere zu synthetisieren.

Tabelle 9: 'H-Kernresonanzspektrometrie (NMR)-Daten von (E,E,E)- und (E,E,2)-

2.4.6-Nonatrienal

H H H H H H H H H
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal

Hanc®* S° N (H Chemische Verschiebung (Kopplungskonstante)®

E,E,E (35Db) E,E,Z (35)
1(2) d 1 9,58 (8,0) 9,55 (7,7)
2,6,7 m 3  6,06-6,26 6,03-6,23
3(2u.4) dd 1 7,13(152u.11,2) 7,17 (15,2 u. 11,1)
4(3u.5) dd 1 6,38 (11,1 u. 14,8) 6,43 (11,2 u. 14,8)
5(4u.6) dd 1 6,68 (14,8 u.10,5) 6,95 (14,8 u. 11,5)
8(7u.9) quint 2 222(7,1u.74) 2,30 (15,2 u. 7,6)
9 (8) t 3 1,08(7,4) 1,05 (7,4)
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Wasserstoff am angegebenen Kohlenstoffatom des 2,4,6-Nonatrienals; in Klammern der koppelnde
Wasserstoff am angegebenen Kohlenstoffatom (s. chemische Verschiebung)
Signal-Aufspaltung(d=Duplett, m=Multiplett, dd=doppeltes Duplett, quint=Quintett, t=Triplett)

Anzahl der Wasserstoffatome am Kohlenstoffatom

Chemische Verschiebung in ppm; in Klammern sind die Kopplungskonstanten in MHz angegeben

Die drei synthetisierten Isomere unterschieden sich nicht in der Geruchsqualitat am
Sniffing-Port des GCs. So war es mdglich die Aromaqualitat der drei Isomere ohne
vorherige Trennung zu bestimmen. Die Aromaqualitdt wurde von einem geschulten
Sensorikpanel bestehend aus 20 Personen bewertet, wobei Mehrfachnennungen
moglich waren. Die haufigsten Nennungen waren die Aromaqualitditen nach
Haferflocken, suf3, grin und fettig (Tabelle 10). In einer anschlieRenden Diskussion
wurde den untersuchten Isomeren von 2,4,6-Nonatrienal der Aromaeindruck ,nach
Haferflocken, sif3* vom Sensorikpanel zugeordnet. Bei steigender Konzentration des
Aromastoffes nahm der fettige Aromaeindruck zu. Dies geschah aber erst in

Konzentrationsbereichen, die im Tee nicht erreicht wurden.

Tabelle 10: Beschreibung der Aromaqualitit von  2,4,6-Nonatrienal-lsomeren

(free choice)

Aromagqualitat Anzahl?

nach Haferflocken, nach Waffeln, sif3 11
grun

fettig

nach schwarzem Tee
blumig

citrus

fruchtig

) S N o ¢

nach Walnuf}

% Anzahl der Personen, die diese Geruchsqualitéat beschrieben haben
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Die Geruchsqualitat der einzelnen Isomere war zwar nicht unterschiedlich, aber sie
besalRen stark unterschiedliche Geruchsschwellen in Luft.

Das (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (35b) hatte mit 4,43 ng/l (Tabelle 11) die hochste
Geruchsschwelle der drei im Tee vorkommenden Isomere, mittig lag das (E,Z,E)-2,4,6-
Nonatrienal (35a) mit einem Wert von 0,092 ng/l, aber mit Abstand die niedrigste
Geruchsschwelle in Luft hatte das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (35), welches mit einem

Wert von 0,00024 ng/l im Vergleich zu anderen Aromastoffen auf3erst potent ist.

Tabelle 11: Retentionsindizes, Geruchsschwellenwerte und Geruchsqualitat von
(E,E,E)-, (E,Z,E)- und (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal

Isomer® RI-Wert® Geruchsschwelle Geruchsqualitat
FFAP DB-5 OV-1701 in Luftin ng/l

E,ZE 1869 1271 1433 0,092 nach Haferflocken/siR
E,E,Z 1877 1276 1440 0,00024 nach Haferflocken/siR
E,E,E 1900 1286 1452 443 nach Haferflocken/siR

Isomer von 2,4,6-Nonatrienal

Linearer Retentionsindex

Mit Hilfe der AEVA wurden die mittel- bis schwerflichtigen Aromastoffe identifiziert.
Aromastoffe, die durch ihren niedrigen Siedepunkt bei der Aufarbeitung leicht verloren
gehen oder die mit dem Losungsmittel eluiert werden, wurden dabei allerdings nicht
erfasst. Um diese Aromastoffe trotzdem zu bewerten, wurden 20ml des frisch
aufgebruhten Teegetrankes DGA in einen Jodzahlkolben tberfuhrt, 20 Minuten bei 50°C
aquilibiert, 20ml Gasvolumen mit einer gasdichten Spritze aus dem Kopfvolumen
entnommen (s. 3.5.1) und mittels Headspace-Gaschromatographie/Olfaktometrie
(s. 3.7.1) analysiert.

Dabei wurden 2-Methylpropanal (1, malzig), 2-Methylbutanal (3, malzig), 3-
Methylbutanal (2, malzig), Hexanal (6, grasig, grun), Ethyl-2-methylbutanoat (5,
fruchtig), (2)-4-Heptenal (10, fischig, tranig), (Z)-1,5-Octadien-3-on (13, nach Geranie),
1-Octen-3-on (12, pilzig) und Linalool (19, citrusartig) identifiziert (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Aromastoffe im Teegetrank aus der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)

— Statische Headspace Analyse/Olfaktometrie

Nr.2 Aromastoff Aromagqualitat® RI-Wert (RTX)®
1 2-Methylpropanal malzig <600
3 2-Methylbutanal malzig 640
2 3-Methylbutanal malzig 660
6 Hexanal grasig, grun 807
5 Ethyl-2-methylbutanoat fruchtig 855
10 (2)-4-Heptenal fischig, tranig 894
13 (2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 978
12 1-Octen-3-on pilzartig 983
19 R/S-Linalool citrusartig 1100

% Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-S&ule

Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

°  Linearer Retentionsindex
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2.1.1.4 Quantifizierung der relevanten Aromastoffe

Wie in der Einleitung beschrieben (s. 1.4.3) kann die AEVA nur einen Hinweis darauf
geben, welche Aromastoffe den Geruch eines Lebensmittels bestimmen. Fir eine
objektive und matrixunabhangige Beurteilung ist es notig, die bei der AEVA als wichtige
Aromastoffe identifizierten flichtigen Verbindungen zu quantifizieren. Die
Quantifizierung der wichtigen Aromastoffe erfolgte mittels Isotopenverdinnungsassays
(IVA) Gber HRGC/MS und TDHRGC/MS (s. 3.6.2). Als interne Standards wurden fur alle
guantifizierten Aromastoffe mit Ausnahme von Geraniol, B-lonon und (E,E,Z2)-2,4,6-
Nonatrienal die jeweiligen isotopenmarkierten Standards verwendet, welche in
Abbildung 19 dargestellt sind. Die Aromastoffe Geraniol und B-lonon wurden mit den
strukturverwandten isotopenmarkiertem ?H-Linalool und 2Hs-(E)-B-Damascenon
quantifiziert. Fur die Quantifizierung von (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurde das **C.-
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal verwendet.

o) 0
o« /LWH AHL 0 e gD
m-2 m-5

m-1 m-6

Oy \A.MO A/‘W/O

m-8 m-9 m-10
O (@]
W W \A.MOH
m-12 m-13 m-14

Abbildung 19: Strukturen der in den Stabilisotopenassays verwendeten Standards

e Position der [°H]-Markierung; m Position der [**C]-Markierung, die Nummern beziehen sich auf die
fortlaufende Nummerierung in den Tabellen;

[°H,]-2-Methylpropanal (m-1), [*H,]-3-Methylbutanal (m-2), [*Hs]-Ethyl-2-methylbutanoat (m-5), [*Ha]-
Hexanal (m-6), [°H,]-(Z)-3-Hexenal (m-8), [*H.]-(E)-2-Hexenal (m-9), [*H.]-(Z)-4-Heptenal (m-10), [*H,]-1-
Octen-3-on (M-12), [*H,]-(2)-1,5-Octadien-3-on (m-13), [*H.]-(Z)-3-Hexenol (m-14)



Aromastoffe im Tee Seite 49

A g ;i! = P NP S

m-18 m-21
@) O O
©/v A./WO W
m-24 m-26 m-27
O
O
\/.\./W / W
OH
m-30 m-31 m-32
OH
WO ©/.\./ WO
m-35 m-36 m-40
o OH
HO
V4 o 0
/ =0
o o
OH N
O
m-41 m-45 m-47

Abbildung 19 (Fortsetzung)

[°H,]-Linalool (m-19), [*H.]-(E,Z)-2,6-Nonadienal (m-21), [**C,]-Phenylacetaldehyd (m-24), [*H.]-(E,E)-
2,4-Nonadienal (m-26), [*Hs]-3-Methyl-2,4-nonandion (m-27), [*H4]-(E,E)-2,4-Decadienal (m-30), [*He]-
(E)-B-Damascenon (m-31), [°H,]-Hexansaure (m-32), [**C,]-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (m-35), [°C,]-2-
Phenylethanol (m-36), [*H4]-tr-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (m-40), [“*C,]-4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (m-41), [°C,]-3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (m-45), [*Hs]-Vanillin (m-47), [*H.]-(E)-2-

Nonenal (m-18)
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Entwicklung eines isotopenmarkierten Standards far die

Isotopenverdinnungsanalyse von (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal

Die Entwicklung eines zur Isotopenverdiinnungsanalyse geeigneten isotopenmarkierten
Standards wird zunachst am Beispiel des (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienals erklart.

Fur diesen Aromastoff war bisher keine Synthese zur Einfuhrung einer
Isotopenmarkierung bekannt, so dass im Rahmen dieser Arbeit das **C,-(E,E,E)-2,4,6-
Nonatrienal  erstmalig  synthetisiert wurde. Uber eine basenkatalysierte
Aldolkondensation von (E,E)-2,4-Heptadienal und **C,-Acetaldehyd entstand das *3C,-
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22, s. 3.3.2).

{O) "OH ‘ O
NN+ ./‘.M/O — /\N\?‘.\.%

Abbildung 20: Syntheseweg zu **C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal
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Abbildung 21: Massenspektrum (MS-EI) von **C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal



Aromastoffe im Tee Seite 51

139
100

60 |

40

Rel. Intensity [ % ]

20 —
140

50 100 150 200

m/z

Abbildung 22: Massenspektrum (MS-CI) von **C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal

Sowohl das unmarkierte (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (Abbildung 8) als auch das
isotopenmarkierte (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (Abbildung 21) fragmentierten bei der
chemischen lonisation (MS/CI) nicht, sondern lagen als protonierte Molekulionen vor.

Ebenfalls erkennbar war, dass die Markierung vollstdndig erfolgte und dass kein
unmarkiertes (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal im isotopenmarkierten Standard vorlag. Damit

waren die Grundvoraussetzungen fur einen isotopenmarkierten Standard erftillt.

In manchen Féllen ist es aber unumgénglich, dass ein kleiner Prozentsatz unmarkierter
Verbindung im markierten Standard auftritt. Zuséatzlich ist das Vorkommen nattrlicher
Isotopen vor alle bei *C markierten Verbindungen zu beachten. Deshalb muss durch
Aufnahme einer Responsefaktorkurve, welche die Abhangigkeit des Verhéltnisses von
markierter zu unmarkierter Verbindung in der Probe beriicksichtigt, das Ergebnis
korrigiert werden. Zur Bestimmung des Responsefaktors wurde die unmarkierte und die
markierte Verbindung in den Verhaltnissen 1+2, 2+1 und 1+1 am entsprechenden
HRGC/MS im CI-Modus gemessen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Massenspektren (MS-CI) von (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (m/z=137) und
13C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal (m/z=139) aus einer Mischung des

markierten und unmarkierten Aldehyds

Aus den Verhéltnisse der relativen Intensitaten von m/z 139 zu m/z 137 (Tabelle 13)
und den jeweiligen Gewichtsverhdltnisse von Standard zu Analyt wurde der
Responsefaktor R von 1,01 durch Mittelwertbildung errechnet, da er in dem

gemessenen Bereich nahezu konstant war.

Tabelle 13: Ermittlung des Responsefaktors R fur 2,4,6-Nonatrienal

|(M/z139) c(Standard) R
I(m/z137) c(Analyt)

111 1,08 1,03
2,23 2,31 0,97
0,56 0,54 1,04
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Bei den Quantifizierungen sollte das Verhdaltnis von markierter zu unmarkierter
Verbindung innerhalb der Mischungsverhaltnisse bei der Bestimmung des

Responsefaktors liegen um eine Linearitdt des Responsfaktors zu gewahrleisten.

Quantifizierung der relevanten Aromastoffe des DGA-G

Fur die Quantifizierungen im Teegetrank wurde das eingesetzte Teepulver mit der
entsprechenden Menge Wasser (Ein Liter pro 12g Teepulver) aufgebriht und nach dem
Abkuhlen im Eisbad mit den internen Standards dotiert. Nach einer Aquilibrationszeit
von 30 Minuten wurde das Teegetrdnk mehrmals mit Losungsmittel extrahiert, nach
Konzentrierung die nichtflichtigen Bestandteile von den flichtigen durch eine
Hochvakuumdestillation abgetrennt (s. 3.4) und abschliel3end der konzentrierte Extrakt
durch HRGC/MS (s. 3.7.2) vermessen.

Die detektierten Konzentration lagen im Teegetrdnk in einem sehr grof3en Bereich, der
drei Zehnerpotenzen umfasste (Tabelle 14). Der mengenmassig dominierende
Aromastoff im DGA-G war Hexansaure mit 344 ug/l. Noch tber einer Konzentration von
100 g/l lagen die Aromastoffe Linalool und Geraniol mit jeweils 142 ug/l und das 2-
Phenylethanol mit 131 ug/l. Die Mehrzahl der Aromastoffe verteilte sich auf zwei
Konzentrationsbereiche. Zwischen 20 und 100 ug/l lagen insgesamt neun Aromastoffe,
darunter das Hexanal (55 ug/l) und das Vanillin (22 ug/l). Im Konzentrationsbereich
zwischen 0,1 und 3 ug/l befanden sich insgesamt 10 Aromastoffe, unter anderen das
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal (1,1 ug/l) und das 3-Methyl-2,4-nonandion (0,48 ug/l). Die
niedrigste Konzentration wurde ftr Ethyl-2-methylbutanoat (0,02 ug/l) bestimmt.
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Tabelle 14: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe im Teegetrank aus der Sorte
Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)

Aromastoff Mg/l NQ.” NC.° Bereich [pg/l]
2-Methylpropanal 69 3 1 65-76
3-Methylbutanal 42 3 1 41-43
2-Methylbutanal 82 3 1 74-92
Ethyl-2-methylbutanoat 0,02 2 1 0,02
Hexanal 55 3 1 50-56
(E)-2-Hexenal 77 3 1 74-79
(2)-4-Heptenal 0,66 2 1 0.65-0.68
(2)-3-Hexen-1-ol 95 3 1 92-97
(E)-2-Nonenal 0,39 2 1 0,37-0,42
R/S-Linalool 142 4 2 136-149
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,56 4 2 0,52-0,58
Phenylacetaldehyd 57 4 2 56-64
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,45 2 1 0,44-0,46
3-Methyl-2,4-nonandion 0,48 2 1 0,47-0,49
(E,E)-2,4-Decadienal 2,9 2 1 2,9
(E)-B-Damascenon 0,15 2 1 0,14-0,17
Hexansaure 340 2 1 331-356
Geraniol 142 4 2 134-149
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 1,1 8 5 0,49-1,56
2-Phenylethanol 131 2 1 122-139
B-lonon 1,5 2 1 1,44-1,56
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 26 2 1 26-27
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 0,12 2 1 0,12
Vanillin 22 2 1 22-23

% Konzentration des Aromastoffes im Teegetrank in pg/l

> Anzahl der durchgefiihrten Quantifizierungen fiir den jeweiligen Aromastoff

© Anzahl der verwendeten Teechargen (Teepackungen)
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2.1.1.5 Ermittlung der Geruchsschwellen und der Aromawerte

Mit den ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe konnten zwar die Aromastoffe
verschiedener Untersuchungsmaterialien verglichen werden, aber eine definitive
Aussage, welche Aromastoffe im Tee aromaaktiv waren, konnte damit nicht getroffen
werden. Dazu musste die Konzentration der Aromastoffe ins Verhaltnis zu den
Geruchsschwellen in der untersuchten Matrix gesetzt werden. Mit Hilfe dieses
Aromawertes (s. 1.4.3) war es moglich zu erkennen, welche Aromastoffe zum
Gesamtaroma beitrugen.

Fur die Berechnung der Aromawerte des Teegetrdnkes mussten zuerst die
Schwellenwerte der quantifizierten Aromastoffe in der Matrix Wasser ermittelt werden.
Teilweise wurden bereits in der Literatur bestimmte Geruchsschwellenwerte verwendet,
die meisten Geruchsschwellenwerte wurden aber aufgrund der grof3en
Schwankungsbreite der Literaturwerte in einem orthonasalen Triangeltest neu ermittelt
(Tabelle 15, s. 3.5.3).

Fur das im Tee neu identifizierte (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal musste die Geruchsschwelle
bestimmt werden. Problematisch war, dass das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal nicht
isomerenrein vorlag, so dass zur Schwellenwertbestimmung das Isomerengemisch aus
(E,E,2) und (E,E,E) benutzt werden musste. Aufgrund der hohen Schwelle in Luft von
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal im Vergleich zum (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal konnte aber
angenommen werden, dass das (E,E,E)-Isomer keine Auswirkungen auf die
Schwellenbestimmung in Wasser von (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal hatte. Die Konzentration
des (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienals in der Isomerenmischung wurde tber GC/FID gegen
(E,E)-2,4-Nonadienal  bestimmt, welches annahernd die (gleiche effektive
Kohlenstoffzahl besitzt. AnschlieBend wurde die Schwelle von einem geschulten
Sensorikpanel in einer Reihe von orthonasalen Triangeltest bestimmt (s. 3.5.3). Mit
einer Schwelle von 0,026 g/l in Wasser ist (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal ein sehr potenter
Aromastoff.

Die verwendeten orthonasalen Geruchsschwellenwerte sind in Tabelle 15 angegeben.
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Tabelle 15: Orthonasale Geruchsschwellenwerte (G) wichtiger Teearomastoffe in

Wasser

Aromastoff

G (ug/l in Wasser) Quelle?

2-Methylpropanal
3-Methylbutanal
2-Methylbutanal
Ethyl-2-methylbutanoat
Hexanal

(2)-3-Hexenal
(E)-2-Hexenal
(2)-4-Heptenal
1-Octen-3-on
(2)-3-Hexen-1-ol
(E)-2-Nonenal

R-Linalool
(E,Z2)-2,6-Nonadienal
Phenylacetaldehyd
(E,E)-2,4-Nonadienal
3-Methyl-2,4-nonandion
(E,E)-2,4-Decadienal
(E)-B-Damascenon
Hexansaure

Geraniol
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal
2-Phenylethanol

B-lonon
4,5-Epoxy-(E)-2-decenal
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon
Phenylessigsaure

Vanillin

1,9
1,2
4,4
0,06
10
0,3
190
0,06
0,04
13
0,4
0,6
0,03
6,3
0,16
0,01
0,16
0,004
890
3,2
0,026
1000
0,20
0,12
30
20
10000
25

Czerny et al.?
Czerny et al.?
Czerny et al.?
Czerny et al.?
Czerny et al.?
Buttery et al.,1990
Czerny et al.?
s.b.’

Czerny et al.?
Czerny et al.?
s.b.P

s. b
s
s
s. bl
s
s

Schieberle, 1991

s.b.’

s.b.’

s.b.’

Schieberle, 1991

s.b.’

Kerler und Grosch, 1996
s.b.

Semmelroch et al., 1995
Maga, 1973

Semmelroch et al., 1995

a

b

s.b. = Im Rahmen dieser Arbeit bestimmte Schwellenwerte

Die Daten von Czerny et al. waren zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit noch nicht publiziert
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Mit den ermittelten Geruchsschwellenwerten konnten die Aromawerte berechnet
werden.

Bei der Berechnung der Aromawerte musste beachtet werden, dass die beiden Linalool-
Enantiomere stark unterschiedliche Geruchsschwellen besitzen. Laut Jagella (1999) hat
das R-Linalool in Luft eine 80-fach niedrigere Geruchsschwelle als das S-Linalool und
ist damit um ein Vielfaches potenter. Fur die Berechnung des Aromawertes von Linalool
wurde deshalb der Schwellenwert fir R-Linalool, bezogen auf die vorhandene Menge
an R-Linalool verwendet.

Insgesamt wurden 16 Aromastoffe mit einem Aromawert Gber eins im DGA-G gefunden
(Tabelle 16). Der mit Abstand hochste Aromawert von 140 wurde fiir Linalool berechnet.
Es folgten die Aromastoffe Geraniol (AW 45), (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (AW 41) und
(E)-3-Damascenon (AW 38), dicht gefolgt von 2-Methylpropanal, 3-Methylbutanal, 2-

Methylbutanal und 3-Methyl-2,4-nonandion mit einem Aromawert von jeweils 37.

Tabelle 16: Aromawerte (AW) wichtiger Aromastoffe des Teegetranks aus der Sorte
Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)

Aromastoff AW Aromastoff AW
R/S-Linalool 140 (2)-3-Hexen-1-ol 7
Geraniol 45 B-lonon 7
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 41 Hexanal 5
(E)-B-Damascenon 38 (E,E)-2,4-Nonadienal 3
2-Methylpropanal 37 (E)-2-Nonenal <1
3-Methylbutanal 37 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- <1
3(2H)-furanon
2-Methylbutanal 37 Vanillin <1
3-Methyl-2,4-nonandion 37 Ethyl-2-methylbutanoat <1
(E,Z)-2,6-Nonadienal 22 (E)-2-Hexenal <1
(E,E)-2,4-Decadienal 18 Hexansaure <1
(2)-4-Heptenal 11 2-Phenylethanol <1
Phenylacetaldehyd 9 3-Hydroxy-4,5-dimethyl- <1

2(5H)-furanon
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Die Aromastoffe Ethyl-2-methylbutanoat, (E)-2-Hexenal, (E)-2-Nonenal, Hexansaure,
2-Phenylethanol, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon und Vanillin hatten einen
Aromawert kleiner eins und trugen deshalb nicht zum Aroma bei. Fast alle Aromastoffe

mit einem Aromawert grof3er eins lagen in einem sehr engen Bereich von eins bis 45.

2.1.1.6 Aromasimulation

Durch Mischen der Aromastoffe mit einem Aromawert grof3er eins und den beiden
knapp unter eins liegenden Aromastoffen (E)-2-Nonenal und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon wurden entsprechend der quantifizierten Konzentrationen ein Modelltee
in Wasser erstellt (s. 3.5.4).

Das auf 50°C erwarmte Rekombinat wurde von einem geschulten Sensorikpanel
bewertet. Dabei wurden dem Sensorikpanel Aromaeindricke vorgegeben, die sie
entsprechend ihrer Intensitdt analog zum Originaltee bewerten mussten (O=nicht;
1=schwach; 2=deutlich; 3=stark wahrnehmbar).

Die bestimmenden Geruchseindriicke bei dem erstellten Rekombinat waren
citrusartig/fruchtig (2,0) und rosenartig/nach Honig (1,7). Aromaeindriicke mit mittlerer
Intensitat waren heuartig (1,2), nach Haferflocken/sif3 (1,1) und grasig/grin (1,0),
gefolgt von den schwachen Geruchsqualitaten karamellartig (0,7), malzig (0,6) und
fettig/frittiert (0,4), Der Aromaeindruck fischig/tranig (0,1) wurde nur sehr schwach
detektiert (Abbildung 24).

nach Haferflocken/sif3 citrusartig/fruchtig

karamellartig grasig/grin

heuartig fischig/tranig

fettig/frittiert rosenartig/nach Honig

Abbildung 24: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G)
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Ein Vergleich der Aromasimulation mit dem Realtee offenbarte eine sehr gute
Ubereinstimmung (Abbildung 24). Eine kleine Abweichung wurde beim Aromaeindruck
citrusartig/fruchtig festgestellt und eine grél3ere Differenz wurde bei der Geruchsqualitat
heuartig detektiert. Die restlichen Aromaeindriicke wurden bei der Aromasimulation,
sowie beim Originaltee fast gleich bewertet.

Die Gesamtubereinstimmung des Rekombinats gegeniiber den Originalteegetrank
wurde ebenfalls vom Sensorikpanel bewertet (O=keine; 1=geringe; 2=qgute;
3=vollkommene Ubereinstimmung). Das Rekombinat des DGA-G erhielt die Bewertung
2,6.

Mit Hilfe eines Weglassversuches (s. 3.5.5) wurde untersucht, wie sich das Fehlen von
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal im Vergleich zum Vollrekombinat des DGA-G bemerkbar
macht.

Neun von zwolf Testpersonen erkannten die abweichende Probe in einem Forced-
Choice-Triangeltest, was laut Jellinek (1985) signifikant ist. Damit bestatigte sich die
Vermutung, dass das (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal entscheidend am Gesamtaroma vom

Schwarzteegetrank beteiligt ist.

2.1.2 Aromastoffe im Teepulver (DGA-P)

Nach der Analyse des DGA-G wurde mit dem Teepulver des Darjeeling Gold-Ausleses
(DGA-P) fortgefahren um zu untersuchen, ob es Unterschiede in der
Aromastoffzusammensetzung zwischen dem Teepulver und dem Teegetrank gibt und

wie sich die Aromastoffkonzentrationen beim Aufbrihen &ndern.

2.1.2.1 Aromaextraktverdinnungsanalyse und Identifizierung

Dazu wurde zunachst eine AEVA durchgefihrt, um die wertgebenden Aromastoffe zu
identifizieren.

50g zerkleinertes Teepulver wurden mit Losungsmittel extrahiert (s. 3.4) und die
nichtflichtigen Bestandteile durch Hochvakuumdestillation abgetrennt, bevor durch
sukzessives Verdinnen eine AEVA (s. 3.5.1) durchgefiihrt wurde.

Die Verbindungen mit den hochsten FD-Faktoren im DGA-P waren die Aromastoffe 19
(citrusartig), 35 (nach Haferflocken, stf3), 37 (nach Veilchen), 41 (metallisch), 45 (nach
Liebstockel), 46 (nach Honig) und 47 (nach Vanille) (Abbildung 25). Insgesamt wurden
41 Aromastoffe mit einem FD-Faktor = 4 gefunden, wobei zur besseren Ubersicht nur

Aromastoffe mit FD-Faktor = 16 im FD-Chromatogramm dargestellt sind.
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Abbildung 25: FD-Chromatogramm (FD=16) eines Extraktes aus dem Teepulver der
Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-P)

Die Identifizierung wurde analog zur Identifizierung der Aromastoffe im DGA-G
(s. 2.1.1.3) durchgefuhrt.

Die Aromastoffe mit dem hdchsten FD-Faktor von 256 wurden als Linalool (19), (E,E,Z)-
2,4,6-Nonatrienal (35), B-lonon (37), 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (41), 3-
Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (45), Phenylessigsaure (36) und Vanillin (47)
identifiziert (Tabelle 17). Weitere wichtige Aromastoffe mit einem FD-Faktor von 128
waren (Z)-4-Heptenal (10), 3-Methyl-2,4-nonandion (27) und 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal
(40).

Insgesamt lagen 14 Aromastoffe im FD-Bereich von 64 bis 256, was erkennen lief3,
dass das Aroma vom DGA-P durch eine Vielzahl von nahezu gleichberechtigten
Aromastoffen gebildet wird.

Das Isomerenverhaltnis von R- zu S-Linalool im DGA-P wurde mit Hilfe der
TDHRGC/MS unter Verwendung einer chiralen Saule (s. 3.6.3) als 54 zu 46 bestimmt.
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Tabelle 17: Wichtige Aromastoffe (FD=4) im Extrakt aus dem Teepulver der Sorte
Darjeeling Gold Auslese (DGA-P)

Nr.? Aromastoff’ Aromaqualitat® Retentionsindex’ FD®
FFAP OV-1701 SE-54
2 3-Methylbutanal malzig 950 735 652 4
4  2,3-Butandion butterartig 967 690 587 4
5 Ethyl-2-methylbutanoat fruchtig 1049 906 848 4
6 Hexanal grasig, grun 1079 879 802 4
8 (2)-3-Hexenal grun 1148 884 800 8
10 (2)-4-Heptenal fischig, tranig 1240 988 900 128
11 n-Octanal citrusartig 1283 1087 1003 4
12 1-Octen-3-on pilzartig 1298 1071 979 8
13 (2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 1373 1086 981 16
14 (2)-3-Hexen-1-ol grun 1381 971 858 4
15 Methional nach gek. Kartoffel 1439 1040 905 16
16 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1489 1135 1012
17 Unbekannt grin 1512 n.b.! n.b.!
18 (E)-2-Nonenal fettig, grin 1527 1275 1153 16
19 R/S-Linalool citrusartig 1541 1198 1098 256
20 Unbekannt blumig 1564 n.b.! nb! 4
21 (E,2)-2,6-Nonadienal nach Gurke 1583 1275 1130 32
22 (E,E)-2,4-Octadienal fettig 1596 1247 1115 16
23 Butansaure schweissig 1625 984 821
24 Phenylacetaldehyd nach Honig 1642 1178 1038
25 3-Methylbutansaure schweissig 1663 1046 870 16
26 (E,E)-2,4-Nonadienal fettig, grin 1695 1348 1213 64
27 3-Methyl-2,4-nonandion heuartig 1719 1398 1242 128
28 Pentansaure schweil3ig 1730 1086 911 8
29 (E,2)-2,6-Nonadienol grun/ nach Gurke 1759 1270 1173 16
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Tabelle 17 (Fortsetzung):
Nr.? Aromastoff’ Aromaqualitat® Retentionsindex’ FD®

FFAP OV-1701 SE-54
30 (E,E)-2,4-Decadienal fettig, fritiert 1804 1453 1318 32
31 (E)-B-Damascenon fruchtig 1815 1500 1387 64
32 Hexansaure schweissig 1840 1192 1020 16
33 Geraniol rosenartig 1850 1371 1256 64
34 2-Methoxyphenol rauchig, suR3lich 1859 1231 1089 8
35 (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal  nach Haferflocken 1877 1426 1269 256
36 2-Phenylethanol nach Honig 1910 1270 1116 64
37 B-lonon nach Veilchen 1948 1617 1490 256
39 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch 1986 1563 1374 32
40 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch 2006 1563 1379 128
41 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- karamellartig 2025 1248 1071 256
3(2H)-furanon
42 vy-Nonalacton kokosartig 2053 1563 1363 8
43 Bis (2-methyl)-3-furyl) fleischig 2153 1639 1534 16
disulphid®
45 3-Hydroxy-4,5-dimethyl- nach Liebstdckel 2220 1356 1112 256
2(5H)-furanon
46 Phenylessigsaure nach Honig 2582 1531 1262 256
47 Vanillin nach Vanille, stf3 2605 1661 1400 256

Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-Sé&ule

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund

folgender Kriterien : Vergleich der RI-Werte auf den ange-gebenen Saulen; Vergleich

der

Geruchsschwelle

und Geruchsqualitat

Massenspektren im El- Und Cl-Modus

linearer Retentionsindex
Flavour Dilution Faktor

nicht bestimmt

Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

am  Sniffing-Port;

Vergleich der

9 Es konnte kein Massenspektrum der Substanz erhalten werden; Die Identifizierung erfolgte an Hand

der restlichen Kriterien in
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2.1.2.2 Quantifizierung der relevanten Verbindungen

Nach Ermittlung der FD-Faktoren wurden Quantifizierungen durchgefiihrt, um die Daten
spater mit den Quantifizierungsdaten des DGA-G vergleichen zu kdnnen.

Das zerkleinerte Teepulver wurde nach Zugabe der isotopenmarkierten Standards
mehrfach mit Losungsmittel extrahiert (s. 3.4) und nach Einengen ein
Hochvakuumtransfer durchgefihrt. Danach wurde der Extrakt eingeengt und mittels
HRGC/MS und TDHRGC/MS (s. 3.7.2) vermessen.

Hexansdure war der Aromastoff mit der héchsten Konzentration (12300 ug/kg)
(Tabelle 18), gefolgt vom Linalool mit einer Konzentration von 6600 ug/kg. Gehalte um
oder Uber der 1 mg/kg Grenze wurden noch fir 2-Phenylethanol (2200 ug/kg), Hexanal
(1570 pg/kg), (Z2)-3-Hexen-1-ol (1560 ug/kg) und 3-Methylbuttersdure (980 pg/kg)

bestimmt.
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Tabelle 18: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe im Teepulver aus der Sorte
Darjeeling Gold-Auslese (DGA-P)

Aromastoff c(x)> NQ.” NC.° Bereich [ug/kg]
2-Methylpropanal 250 2 1 230-270
3-Methylbutanal 320 2 1 300-340
2-Methylbutanal 540 2 1 520-560
Hexanal 1600 2 1 1400-1800
(E)-2-Hexenal 270 2 1 260-280
(2)-4-Heptenal 51 6 3 39-61
(2)-3-Hexen-1-ol 1600 2 1 1500-1600
(E)-2-Nonenal 32 4 2 27-36
R/S-Linalool 6600 6 3 6000-7100
(E,Z)-2,6-Nonadienal 38 2 1 37-39
Phenylacetaldehyd 650 2 1 650-660
(E,E)-2,4-Nonadienal 87 4 2 63-110
3-Methyl-2,4-nonandion 62 8 4 58-69
(E,E)-2,4-Decadienal 73 6 3 62-98
(E)-B-Damascenon 9,8 2 1 9,6-10,1
Hexansaure 12000 6 3 9900-13400
Geraniol 370 4 2 360-380
(E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal 160 4 2 160-170
2-Phenylethanol 2200 4 2 2100-2400
B-lonon 170 2 1 160-180
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 100 3 2 89-110
Vanillin 570 8 4 500-600

Konzentration des Aromastoffes in pg/kg

> Anzahl der durchgefiihrten Quantifizierungen fiir den jeweiligen Aromastoff

¢ Anzahl der verwendeten Teechargen (Teepackungen)
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2.1.3 Vergleich der Ergebnisse vom Teegetrank und Teepulver

Ein Vergleich der Ergebnisse der AEVAs vom DGA-G und DGA-P gab einen Hinweis
auf die Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen Teepulver und Teegetrank. Es
gab Aromastoffe, die sowohl im Getréank, als auch im Pulver einen hohen FD-Faktor
hatten. Vertreter diese Gruppe waren Linalool, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal, B-lonon, 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon und Vanillin. Andererseits gab es aber auch
Aromastoffe, die nur im DGA-P oder nur im DGA-G einen hohen FD-Faktor erhielten.
Das waren im Teegetrank 2-Phenylethanol und Phenylacetaldehyd und im Teepulver 3-
Methyl-2,4-nonandion, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon und Phenylessigséaure.
Allerdings gab es keinen wichtigen Aromastoff der einzig im DGA-G oder DGA-P
vorkam. Alle Aromastoffe mit einem FD-Faktor = 32 wurden sowohl im Teepulver als
auch im Teegetrank identifiziert. Deshalb schien ein Vergleich der quantitativen Daten
von DGA-G und DGA-P besser geeignet, um die Unterschiede herauszustellen.

Der Vergleich der Quantifizierungsergebnisse von DGA-P und DGA-G zeigte ein sehr
erstaunliches Ergebnis. Prinzipiell gab es vier Gruppen von Aromastoffen. Die erste
Gruppe hatte im Teegetrank eine sehr stark erhéhte (10-30fache) Konzentration im
Vergleich zum Teepulver (Tabelle 19). Darunter die malzig riechenden Aromastoffe 2-
und 3-Methylbutanal und 2-Methylpropanal, aber auch das Geraniol mit seiner
rosenartigen, blumigen Aromaqualitat. Die Aromastoffkonzentrationen der zweiten
Gruppe waren im Teegetrank im Vergleich zum Teepulver leicht bis stark erhéht (2-
7fach). Zu dieser Gruppe zahlte das Linalool aber auch das (E,E)-2,4-Decadienal. Eine
ungefahr gleichbleibende Konzentration zeigten die Aromastoffe der dritten Gruppe.
Hierzu zahlten z.B. das (E)-B-Damascenon und das (E,Z)-2,6-Nonadienal. Die letzte
Gruppe beinhaltete die Aromastoffe, deren Konzentration im DGA-G im Vergleich zum
DGA-P erniedrigt war, darunter das 3-Methyl-2,4-nonandion, das B-lonon und das
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal.
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Tabelle 19: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe im Getrdnk (ug/l) und Pulver

(Mg/129g) aus der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA)

Aromastoff DGA-P DGA-G m(G)/m(P)?
Geraniol 4,4 142 32
(E)-2-Hexenal 3,2 77 24
2-Methylpropanal 3,0 69 23
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 1,2 26 22
2-Methylbutanal 6,5 82 13
3-Methylbutanal 3,8 42 11
Phenylacetaldehyd 7,8 57 7,3
(2)-3-Hexenol 19 95 51
2-Phenylethanol 26 131 5,0
(E,E)-2,4-Decadienal 0,88 2,9 3,3
Vanillin 6,8 22 3,1
Hexanal 19 55 2,9
Hexansaure 144 340 2,3
R/S-Linalool 79 142 1,8
(E)-B-Damascenon 0,12 0,15 1,3
(E,Z)-2,6-Nonadienal 0,46 0,56 1,2
(E)-2-Nonenal 0,38 0,39 1,2
(2)-4-Heptenal 0,61 0,66 1,1
B-lonon 2,0 1,5 0,7
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 1,9 1,1 0,6
3-Methyl-2,4-nonandion 0,74 0,48 0,6
(E,E)-2,4-Nonadienal 1,0 0,45 0,4

& Verhaltnis der Aromastoffkonzentration im Teegetrank (G) zum Teepulver (P)
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2.1.4 Vorstufenexperimente

2.1.4.1 Freisetzung von Aromastoffen beim Aufbrtihen

Der Vergleich der Aromastoffkonzentrationen von DGA-P und DGA-G erbrachte ein
erstaunliches Ergebnis. Von der Annahme ausgehend, dass das Teepulver bei der
Aufarbeitung erschopfend extrahiert wurde, ware es logisch, dass die Konzentrationen
im Teegetrank hochstens gleich oder unterhalb der Konzentrationen des Teepulvers
liegen mussten. Eine Auswertung der Ergebnisse ergab aber, dass nur etwa die Halfte
der Aromastoffe in gleicher oder geringerer Konzentration im Teegetrdnk vorhanden
waren, wahrend die restlichen eine zum Teil sehr erhebliche Konzentrationszunahme
(bis zu einem Faktor von 30) zeigten.

Um zu Uberprifen, ob das Teepulver erschdpfend extrahiert wurde, wurde aus einem
extrahiertem Teepulver das Losungsmittel durch Abblasen mit Stickstoff entfernt. Das
extrahierte Teepulver hatte nur noch einen sehr schwachen Geruch, der im Vergleich
zum Ausgangsaroma vernachlassigbar war. Somit blieb als Konsequenz nur, dass
wahrend des Aufbriihens, beim Kontakt mit Wasser, Reaktionen stattfanden, die
zusatzliche Verbindungen freisetzten, wobei aber keine neuen Verbindungen gebildet
wurden, sondern lediglich bereits vorhandene Aromastoffkonzentrationen erhoht
wurden.

Um zu betrachten, wie sich die Wassertemperatur beim Aufbrihen auf die
Aromastoffkonzentrationen im Teegetrdnk auswirkt, wurde einige orientierende
Versuche durchgefihrt:

Dazu wurden 4 g des Schwarzteepulvers einmal mit kochendem Wasser und einmal bei
einer Wassertemperatur von 20 °C fur zweieinhalb Minuten aufgegossen und in einem
weiteren Versuch wurde der schwarze Tee fur finfzehn Minuten mit kaltem Wasser
(20°C) versetzt (s. 3.4). Die Aromastoffe wurden extrahiert und Linalool, Geraniol und 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-2(5H)-furanon wurden mittels der IVA (s. 3.6.2) quantifiziert.

Im Vergleich zum normalen Aufbriihen war in dem mit 20°C aufgegossenem Tee nur
15% des Linalools vorhanden (Tabelle 20). Durch die langere Einwirkungszeit des
kalten Wasser erhthte sich die Konzentration des Linalools auf 35 ug/l, was 24% der
Konzentration vom Linalool beim Aufbriihen mit kochendem Wasser entsprach. Analoge
Beobachtungen wurden fir Geraniol und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon

gemacht.
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Tabelle 20: Freisetzung von Tee-Aromastoffen durch Behandlung mit Wasser

R/S-Linalool Geraniol 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon
c in pg/I? %" c in pg/I? %" c in pg/I? %"
100°C 2,5 min 144 100 116 100 15 100
20°C 2,5 min 15 10 5 5 1,7 11
20°C 15 min 35 24 9 13 2,3 15

% Konzentration des Aromastoffes in pg/l

®  Konzentration des Aromastoffes im Vergleich zur Konzentration des Aromastoffes beim normalen

Aufbriihen angegeben in %

Wie die Versuche zeigten, hatte die Temperatur des verwendeten Wassers eine
entscheidende Bedeutung bei der Aromastofffreisetzung. Je hoher die Temperatur,
desto hoher waren die Aromastoffkonzentrationen im Tee.

Auf der Suche nach Aromastoffvorstufen beim Aufbriihen wurde die Mdglichkeit von
glykosidisch gebundenen Aromastoffvorstufen untersucht. Als Untersuchungsmaterial
diente das Teepulver aus der Sorte Griner Darjeeling (GD-P), da im Schwarztee ein
Grol3teil der Glykoside wahrend der Herstellung bereits abgebaut sind.

100 g GD-P wurden mit einer Pufferldsung bei pH 7 extrahiert und die Polyphenole mit
Polyclar AT geféllt (s. 3.4). Mittels der IVA (s. 3.6.2) wurde untersucht, wie sich die
Aromastoffkonzentrationen von Linalool, 2-Phenylethanol und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
2(5H)-furanon bei Umsetzung mit B-Glucosidase und Pectinase andern. Zur
Uberprifung der Funktion der Enzyme wurde Phenyl-3-D-glucopyranosid als
Testsubstanz ~ zugesetzt.  Aul3erdem  wurde  untersucht, wie sich die
Aromastoffkonzentrationen andern, wenn der Extrakt fur zweieinhalb Minuten
aufgekocht wird.

Die Testsubstanz Phenyl-B-D-glucopyranosid reagierte unter Freisetzung von Phenol
bei der Umsetzung mit den Enzymen (Tabelle 21), aber nicht beim Erhitzen des
Extraktes. Genauso verhielt sich das 2-Phenylethanol. Das Linalool zeigte keine
Veranderungen der Aromastoffkonzentration bei den Versuchen, wahrend das 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon einen leichten Anstieg bei der Erhitzung des

Extraktes zeigte.
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Tabelle 21: Freisetzung von Aromastoffen nach Enzymbehandlung eines Extraktes des

Teepulver aus der Sorte Gruner Darjeeling (GD-P)

Aromastoff Mg/kg
Blindwert B-Glucosi- Pectinase 100°C
dase 2,5 min
R/S-Linalool 97 88 88 24
2-Phenylethanol 31 180 170 21
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 150 130 130 180
Phenol 44 100 390 47

Mit diesem Ergebnissen konnte eine Freisetzung von Linalool und 4-Hydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon aus glykosidischen Vorstufen beim Aufbriihen ausgeschlossen

werden.

2.1.4.2 Untersuchungen zum Nonatrienal-Precursor

1975 identifizierten Grosch und Laskawy zwei Isomere (ohne geometrische
Isomerenzuordnung) des 2,4,6-Nonatrienals als Abbauprodukt der Linolensaure unter
Lipoxygenasekatalyse. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher die Bildung
von 2,4,6-Nonatrienal bei der Autoxidation von Linolenséure untersucht.

Linolenséure wurde im wassrigen Medium bei pH 5,5 mit Tween 80 gelost, 5 min mit
Sauerstoff begast und fur 14 Stunden bei 40 °C inkubiert (s. 3.4). Anschliel3end wurden
die gebildeten Isomere identifiziert und das (E,E,E)- und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal
mittels IVA quantifiziert (s. 3.6.2).

Bei der Autoxidation von Linolensaure bildeten sich die drei gleichen 2,4,6-
Nonatrienalisomere, die bereits im Tee identifiziert worden waren. Im Vergleich zur
Konzentration der Isomere von 2,4,6-Nonatrienal in der eingesetzten Linolenséure
(Blindwert) hat die Konzentration beider quantifizierter Isomere wahrend der Inkubation

stark zugenommen (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Bildung von 2,4,6-Nonatrienal durch autoxidativen Abbau von Linolensaure

Konzentration von 2,4,6-Nonatrienal®

Isomer (E,E,E) Isomer (E,E,2)
Blindwert” 1 0,3 n.d.
2 0,2 n.d.®
Versuch® 1 54 30
2 83 52

Konzentration von 2,4,6-Nonatrienal in ug/100 mg eingesetzter Linolensaure
Konzentration von 2,4,6-Nonatrienal in Linolensaure

Konzentration von 2,4,6-Nonatrienal nach 14 Stunden Inkubation bei 40 °C

n.d. = nicht detektiert

2.1.5 Diskussion

Die hochsten Aromawerte im DGA-G wurden fur die Aromastoffe Linalool, Geraniol, (E)-

B-Damascenon, 3-Methyl-2,4-nonandion und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal gefunden.

Der in der Literatur meist zitierte Aromastoff ist ohne Zweifel das Linalool.
OH Bisher lag das Hauptaugenmerk auf Linalool, da es in sehr hohen Mengen
im Tee vorkommt. Ausserdem wurde Linalool bei einer von Guth und
‘ Grosch (1993) durchgefuhrten AEVA von Schwarzteepulver als der
Aromastoff mit dem hochsten FD-Faktor identifiziert. Aber auch bei einer
von Masuda und Kumazawa (2000) durchgefihrten AEVA von
Schwarzteegetrank konnte ein hoher FD-Faktor fur Linalool ermittelt
werden. Mit den jetzt erzielten Ergebnissen konnte die entscheidende Bedeutung von
Linalool flr das Teearoma bewiesen werden. Im untersuchten Schwarzteegetrank war
Linalool der Aromastoff mit dem héchsten Aromawert.
Laut Constantinidis et al. (1995) wurde Linalool 1937 von Yamamoto und Itoh in Blattern
von schwarzen Tee erstmals identifiziert. Linalool existiert aufgrund seines
Asymmetriezentrums in zwei enantiomeren Formen: Dem R- und S-Linalool, wobei das
Verhdltnis von entscheidender Bedeutung ist, da die R-Form eine viel niedrigere
Geruchsschwelle aufweist als das S-Linalool (Jagella, 1999) und somit die Menge des

vorhandenen R-Linalools allein ausschlaggebend fir das Linalool-Aroma war.
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Sowohl im Teepulver als auch im Teegetrdnk des DGA lag ein fast racemisches
Gemisch vor (R/S=54/46).

Bereits 1981 vermutete Takeo, dass Linalool aus einer B-D-glucosidischen Vorstufe
beim hydrolytischen Abbau freigesetzt wird. Aul3erdem postulierte er eine enzymatische
Freisetzung des Aromastoffes wahrend der Fermentation. 1994 isolierten Guo et al. das
(S)-Linalyl-6-O-B-D-xylopyranosyl-B-D-glucopyranosid aus frischen Teeblattern und
Kobayashi et al. (2000) identifizierten das Linalyl-B-D-glucopyranosid und das Linalyl-6-
O-B-D-xylopyranosyl-B3-D-glucopyranosid im Schwarzteepulver. Gleichzeitig
untersuchten Kobayashi et al. (2000) die Veranderung der Glykosidkonzentrationen
wahrend der Schwarzteeherstellung. Die Glykoside wurden durch kochendes Wasser
extrahiert und der Extrakt auf einer XAD-2 Saule in verschiedene Fraktionen aufgeteilt
um die Glykoside zu isolieren. Nach Derivatisierung der Glykoside zu Trifluoracetaten
wurden sie mit Hilfe eines internen Standards am HRGC quantifiziert. Es wurden die
Glykosidgehalte in frischen, in getrockneten, in gerollten und in fermentierten
Teeblattern gemessen. Das Linalyl-6-O-B-D-xylopyranosyl-B-D-glucopyranosid nahm
wahrend den Produktionsschritten kontinuierlich ab (Tabelle 23), wobei die prozentual
groRte Abnahme nach dem Rollen stattgefunden hat. Durch die Isolierung von B-
Glykosidase (Yano et al., 1990) und B-Primeverosidase (Guo et al., 1996, ljima et al.,
1998) aus Teeblattern wird eine enzymatische Freisetzung von Linalool aus den

Glykosidvorstufen vermutet.

Strukturell verwandt mit dem Linalool ist das Geraniol.
Ahnlich zum Linalool wurde Geraniol aufgrund seiner hohen
Konzentration in zahlreichen Vero6ffentlichungen als wichtige
OH flichtige Verbindung angesehen. Ebenso wie fir das Linalool
wurden fir das Geraniol hohe FD-Faktoren bei der von Guth und
Grosch (1993) und von Masuda und Kumazawa (2000)
durchgefiihrten AEVA von Schwarzteepulver und
Schwarzteegetrank ermittelt. In dieser Arbeit konnte erstmalig bewiesen werden, dass

Geraniol im Schwarzteegetrank ein wichtiger Aromastoff ist.
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Tabelle 23: Veranderung ausgesuchter Glykosidkonzentrationen wahrend der

Herstellung von Schwarzteepulver nach Kobayashi et al. (2000)

Glykosid mg/kg

frische gewelkte gerollte fermentierte
Blatter  Blatter  Blatter Blatter

Linalyl-6-O-B-D-xylopyranosyl-p-D- 40 34 13 10
glucopyranosid

Geranyl-6-O-a-L-arabinopyranosyl- 6 4 9 2
B-D-glucopyranosid

Geranyl-B-D-glucopyranosid 3 2 4 2
Geranyl-6-O-B-D-xylopyranosyl-3-D- 164 123 2 1

glucopyranosid

Es wurde laut Constantinidis et al. (1995) bereits 1935 von Yamamoto und Kato in
schwarzen Tee identifiziert und wie beim Linalool postulierte Takeo (1980) B-D-
glucosidische Vorstufen. 1993 isolierten und identifizierten Guo et al. Geranyl-6-O-3-D-
xylopyranosyl-B-D-glucopyranosid und 1996 gelang Nishikitani et al. die Isolierung und
Identifizierung von Geranyl-6-O-a-L-arabinopyranosyl-8-D-glucopyranosid aus frischen
Teeblattern. Diese beiden Glykoside und das Geranyl-B-D-glucopyranosid wurden von
Kobayashi et al. (2000) nach Derivatisierung im Schwarzteepulver identifizert und die
Veranderungen der Glykosidkonzentrationen wahrend der Schwarzteeherstellung
untersucht (s.0.). Wahrend beim Geranyl-6-O-a-L-arabinopyranosyl-B-D-glucopyranosid
und beim Geranyl-B-D-glucopyranosid keine Konzentrationsverdnderungen zu
beobachten waren (Tabelle 23), so zeigte das Geranyl-6-O-3-D-xylopyranosyl--D-
glucopyranosid eine starke Konzentrationsabnahme nach dem Rollen. Ahnlich wie beim

Linalool erfolgt die Freisetzung enzymatisch.
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(E,E,E)-, (E,Z,E)- und (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal (Abbildung 11) wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstmals im Schwarzteepulver und im Schwarzteegetrank identifiziert und
charakterisiert.

Aufgrund der unterschiedlichen Geruchsschwellen der Isomere war nur das (E,E,Z)-
2,4,6-Nonatrienal mit seinem Geruch nach Haferflocken/si am Gesamtaroma des
untersuchten Schwarztees beteiligt. Die niedrige Geruchsschwelle in Wasser von
0,026 g/l sowie die niedrige Konzentration ist wahrscheinlich der Grund, dass dieser
potente Aromastoff erst jetzt im Tee entdeckt wurde.

Die Isomere des 2,4,6-Nonatrienals wurden bisher nur in sieben Lebensmitteln
detektiert, wobei bis dato keine exakte Strukturaufklarung der Isomere durchgefihrt
wurde. Zwar gelang es Buttery (1975) das vermutliche (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal nahezu
isomerenrein zu synthetisieren, das aufgenomme *H-NMR Spekrum erlaubte aber keine
genaue ldentifizierung, da die Auflosung der Methingruppen nicht ausreichend war um
sie klar zu differenzieren.

Buttery war auch 1975 der erste, der 2,4,6-Nonatrienal im Lebensmittel fand. Bei der
Untersuchung von roten und weil3en Bohnen identifizierte er das vermutliche (E,E,E)-
und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal.

Gotz-Schmidt und Schreier (1986) stiel3en auf drei Isomere des 2,4,6-Nonatrienals bei
der Untersuchung von Endiviensalat. Nach Buttery (1975) ordneten sie diesen Isomeren
die geometrische Struktur (E,E,E), (E,E,Z) und (E,Z,Z) zu.

Zwei Jahre spater untersuchte die gleiche Forschergruppe Gétz-Schmidt und Schreier
(1988) Lamb’s Lettuce, einen europaischen Wintersalat, und identifizierte darin das
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal.

Bei der Untersuchung von Curubafrucht, einer stdamerikanischen Passionsfrucht,
fanden Frohlich et al. (1989) ein Isomer des 2,4,6-Nonatrienals, welchem sie die
Geometrie (E,Z,Z) zuordneten.

1996 entdeckten N&f und Velluz das 2,4,6-Nonatrienal (eine geometrische Zuordnung,
um welches Isomer es sich handelt wurde nicht diskutiert) in Orangensaft. Im Rahmen
der gleichen Arbeit wurde auch das Aroma von Blutorangensaft untersucht — hier konnte

das 2,4,6-Nonatrienal aber nicht detektiert werden.
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Zwei Isomere des 2,4,6-Nonatrienals wurden 1997 von Triqui und Guth in gereiften
Anchovis gefunden. Eine geometrische Zuordnung der Isomere wurde nicht diskutiert.

Die letzte Identifizierung von 2,4,6-Nonatrienal war im Jahr 2000, als Né&f und Velluz die
flichtigen Verbindungen von gekochtem Spinat untersuchten und dort das (E,E,E)-

2,4,6-Nonatrienal als Spurenkomponente fanden.

Bereits Buttery (1975) machte sich Gedanken, wie das 2,4,6-Nonatrienal gebildet wird.
Er vermutete einen Linolensaureabbau, aber gleichzeitig gab er zu Bedenken, dass der
Bildungsmechanismus aufgrund der drei Doppelbindungen im Molekul unterschiedlich
zum Bildungsmechanismus anderer ungesattigter Aldehyde sein muss.

1975 fuhrten Grosch und Laskawy einen Modellversuch mit Linolensaure und
Lipoxygenase aus Sojabohnen durch, bei dem zwei Isomere des 2,4,6-Nonatrienals
gebildet wurden. Erstaunlicherweise bildete sich das 2,4,6-Nonatrienal nur beim
enzymatischen Linolensaureabbau bei pH=6,5. Also waren nur die Lipoxygenase L-2
und L-3 fahig das 2,4,6-Nonatrienal zu bilden. Diese Lipoxygenasen bilden sowohl das
9- als auch das 13-Hydroperoxid.

Ein Jahr spater fanden Grosch et al. (1976) das 2,4,6-Nonatrienal auch als
Abbauprodukt der Linolensdure durch Kartoffel- und Bohnenlipoxygenase, aber
wiederum nur im neutralen Medium.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde entdeckt, dass sich das 2,4,6-Nonatrienal nicht nur
durch enzymatischen Abbau von Linolensdure bildet, sondern auch bei der
Autoxidation.

Im Vergleich zu anderen Abbauprodukten der Linolensaure wie z.B. (E,Z2)-2,6-
Nonadienal ist das 2,4,6-Nonatrienal héher oxidiert und somit ist entweder ein &hnlicher
Bildungsweg ausgeschlossen oder eine Oxidation, z.B. durch ein Enzym, muss

wahrend des Abbauweges stattfinden.
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Ein alternativer Bildungsweg konnte von Dihydroperoxiden ausgehen, da diese durch
die zweite Hydroperoxidgruppe im Molekdl hoher oxidiert sind, als die
Monohydroperoxide. Dihydroperoxide wurden 1982 von Neff et al. bei der
lichtinduzierten Autoxidation von Linolensduremethylester isoliert. Als Hauptprodukt
entstanden zwei Isomere des 9,16-Dihydroperoxides. Ebenfalls das 9,16-
Dihydroperoxid wurde 1991 von Grechkin et al. beim Umsatz von Linolensaure mit
Lipoxygenase aus Kartoffeln isoliert. Erstaunlich ist, dass die Hydroperoxide nur im
neutralen pH-Bereich gebildet wurden, also nicht von der Lipoxygenase Typ 1. Dieses
Ergebnis passt gut zur Erkenntnis von Grosch und Laskawy (1975), da in diesen
Experimenten das 2,4,6-Nonatrienal auch nur im neutralen Bereich gebildet wurde.
Unter der Annahme, dass die Bildung von 2,4,6-Nonatrienal vom 9,16-Dihydroperoxide
der Linolensaure ausgeht, kann folgender hypothetische Bildungsweg formuliert
werden.

Nach Protonierung und Abspaltung von Wasser in Position 9 am 9,16-Dihydroperoxid (1)
erfolgt eine Umlagerung, wobei das elektronenreiche System mit den drei
Doppelbindungen am freien Sauerstoff angreift. Durch eine Wasseranlagerung wird
Nonansaurealdehyd (Il) abgespalten und durch Wasserstoffperoxidabspaltung wird das

2,4,6-Nonatrienal (Ill) aus dem 7-Hydroperoxid des 1,3,5-Nonatrienols erhalten.

H®

OOH
(OIY°) R
NN R > O, XXX
OOH (N OOH

HZOAY' X ?I)\ W _&_,/E/Q/\/\/
H l(\/

ANANAN
- Y
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Abbildung 26: Hypothetischer Bildungsweg von 2,4,6-Nonatrienal ausgehend vom 9,16-

Dihydroperoxid der Linolensaure
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Ebenfalls einen hohen Aromawert im Schwarzteegetrank erhielt der Aromastoff (E)-B-
Damascenon.
(E)-B-Damascenon ist nur eine Minorkomponente im Tee, so
H dass es erst 1974 von Renold et al. im Schwarztee
= identifiziert wurde. Trotz seiner geringen gquantitativen Menge
im Tee ist es durch seine sehr niedrige Geruchsschwelle von
0,004 ug/l (Schieberle, 1991) ein potenter Aromastoff.
Sen et al. (1991) quantifizierten das (E)-B-Damascenon im Schwarzteepulver durch
Stabilisotopenassays. Nach Ldsungsmittelextraktion, Zugabe des markierten (E)-B-
Damascenon und Vakuumdestillation wurde der Gehalt mittels HRGC/MS bestimmt.
Zwei Teeproben wurden untersucht und Konzentrationen von 1,1 ug/kg und 1,7 ug/kg
guantifiziert. Mit einem Gehalt von 9,8 ug/kg lag die Konzentration von (E)-B-
Damascenon im DGA-P um das sechs- bis zehnfache hoher als in den von Sen et al.
(1991) untersuchten Teeproben. Bei der von Guth und Grosch (1993) durchgefiihrten
AEVA von Schwarzteepulver wurde das (E)-B-Damascenon als einer der Aromastoffe
mit dem hoéchsten FD-Faktor bestimmt.
Als Bildungsweg im Schwarztee wurde von Reynold et al. (1974) der Abbau von
Carotenoiden postuliert. In anderen Lebensmitteln wie z.B. Fruchtséaften oder Wein wird
das (E)-B-Damascenon aus glykosidischen aber auch nicht glykosidischen Vorstufen
durch saurekatalysierte und thermische Behandlung freigesetzt (Skouroumounis et al,
1993). Welche Vorstufen fur die Bildung von (E)-B-Damascenon im Tee verantwortlich

sind, konnte aber bisher nicht geklart werden.

Das 3-Methyl-2,4-nonandion wurde aufgrund seiner niedrigen Geruchsschwelle erst
durch Anwendung der AEVA 1993 von Guth und Grosch

im griinen und schwarzen Tee identifiziert. Bis 1993 war

@) @)

3-Methyl-2,4-nonandion mit seinem heuartigen Geruch

nur als Off-Flavor in Speisetlen (Guth und Grosch, 1989
und 1992) bekannt. Gebildet wird der Aromastoff laut Guth und Grosch (1993b) durch
lichtinduzierten oxidativen Abbau der Furanfettsauremethylester Methyl-10,13-epoxy-
11,12-dimethyloctadeca-10,12-dienoat und Methyl-12,15-epoxy-13,14-dimethyleicosa-
12,14-dienoat.
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Der Vergleich der Aromastoffkonzentrationen von Teepulver und Teegetrank erbrachte
ein erstaunliches Ergebnis. Eine Auswertung der Ergebnisse ergab, dass nur etwa die
Halfte der Aromastoffe in gleicher oder geringerer Konzentration im Teegetrank
vorhanden waren, wahrend die restlichen eine zum Teil sehr erhebliche
Konzentrationszunahme (bis zu einem Faktor von 30) zeigten.

Durch einen Versuch im Rahmen dieser Arbeit konnte die Spaltung von
Terpenalkohohlglykosiden unter Aufbriihbedingungen ausgeschlossen werden. Welche
Reaktionen wahrend des Aufbriihens stattfanden, lasst sich nur vermuten. So wére
Geranylpyrophospat eine denkbare Vorstufe fur Linalool und Geraniol, oder instabile
Hydroperoxide der Fettsauren fir die Fettsaureabbauprodukte.

Der Grund fur den Konzentrationsunterschied einiger Aromastoffe zwischen Teepulver
und Teegetrank bleibt weiter unklar. Glykosidische Vorstufen kénnen ausgeschlossen
werden, aber leider konnten im Rahmen dieser Arbeit auch keine Beweise fir
Aromastoffvorstufen, die Aromastoffe wahrend des Aufbriihvorganges freisetzten,

gefunden werden.
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2.2 Potente Aromastoffe im , Grtner Darjeeling”

Als nachstes wurden die wichtigen Aromastoffe im Grlintee untersucht. Dafir wurde ein
griner Tee aus dem Darjeeling Anbaugebiet gewahlt, um einen direkten Vergleich zum
bereits untersuchtem schwarzen Tee (DGA) herstellen zu kbénnen. Das Zielstellung war
den EinfluR der Fermentation auf die Zusammensetzung und Konzentrationen der

Aromastoffe darzustellen.
2.2.1 Aromastoffe im Teegetrank (GD-G)

2.2.1.1 Aromaprofilanalyse

Analog zum DGA wurde mit der Erstellung einer Aromaprofilanalyse des Teegetrankes
begonnen. Dazu wurde der frisch aufgebrihte Tee auf 50°C temperiert und einem
geschulten Sensorikpanel zur Bewertung vorgelegt. Die teilnehmenden Sensoriker
mussten die vorgegebenen Geruchseindriicke nach ihrer Intensitat (O=nicht;
1=schwach; 2=deutlich; 3=stark wahrnehmbar) bewerten.

Der dominierende Geruchseindruck war heuartig (1,9) (Abbildung 27), dicht gefolgt von
citrusartig/fruchtig (1,7). Mit einem kleinen Abstand folgen die Aromaqualitaten
rosenartig/nach Honig (1,4), grasig/grun (1,2) und nach Haferflocken/suf3 (1,2) bevor die

restlichen Geruchseindricken mit Intensitaten von 0,8 bis 0,5 folgten.

fettig/frittiert rosenartig/nach Honig

Abbildung 27: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetranks aus der Sorte Griiner
Darjeeling (GD-G)
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2.2.1.2 Aromaextraktverdinnungsanalyse und ldentifizierungen

Die AEVA und Identifizierungen der Aromastoffe des GD-G wurden in analoger Weise
zum DGA-G (s. 2.1.1.2) durchgefiihrt. Aufgrund der zu erwartenden niedrigeren
Aromastoffkonzentrationen (Fehlen der enzymatischen Reaktionen bei der
Grlnteeherstellung) wurde fur die AEVA 50g Teepulver mit 4,2 Liter warmen (70°C)
Wasser aufgegossen. Zur ldentifizierung der relevanten Aromastoffe wurden 200g
Teepulver aufgearbeitet.

Im GD-G wurden die hochsten FD-Faktoren fur Vanillin (47, nach Vanille, FD 1024)
(Tabelle 24), 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (45, nach Liebstockel, FD 512), 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (41, karamellartig, FD 256), 3-Methyl-2,4-
nonandion (27, heuartig, FD 128), Phenylessigsaure (46, nach Honig, FD 128) und
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal (35, nach Haferflocken, suf3, FD 64) ermittelt.

Tabelle 24: Wichtige Aromastoffe (FD=1) im Extrakt aus dem Teegetrank der Sorte
Gruner Darjeeling (GD-G)

Nr.? Aromastoff’ Aromaqualitat® Retentionsindex’ FD®

FFAP OV-1701 SE-54

5 Ethyl-2-methylbutanoat  fruchtig 1049 906 848 1

3-Methylbutylacetat nach Banane 1114 943 878 4
8 (Z2)-3-Hexenal grin 1148 884 800 1
10 (2)-4-Heptenal fischig, tranig 1240 988 900 1
12 1-Octen-3-on pilzartig 1298 1071 979 8
13 (2)-1,5-Octadien-3-on? nach Geranie 1373 1086 981 1
14 (2)-3-Hexen-1-ol grin 1381 971 858 2
15 Methional nach gek. Kartoffeln 1439 1040 905 1
16 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1489 1135 1012 2
18 (E)-2-Nonenal fettig, grin 1527 1275 1153 1
19 R/S-Linalool citrusartig 1541 1198 1098 8
21 (E,2)-2,6-Nonadienal nach Gurke 1583 1275 1130 16
23 Butansaure schweissig 1625 984 821 1
24 Phenylacetaldehyd nach Honig 1642 1178 1038 1
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Tabelle 24: Fortsetzung
Nr.? Aromastoff’ Aromaqualitat® Retentionsindex’ FD®

FFAP OV-1701 SE-54

25
26
27
28
30
31
32
35
36
37
38
40
41

43

44
45

46
a7

3-Methylbutansaure
(E,E)-2,4-Nonadienal
3-Methyl-2,4-nonandion
Pentansaure
(E,E)-2,4-Decadienal
(E)-B-Damascenon
Hexansaure
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal
2-Phenylethanol

B-lonon

d-Octalacton
4,5-Epoxy-(E)-2-decenal®
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon
Bis-2(methyl-3-
furyl)disulfid®
3-Ethylphenol
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-
2(5H)-furanon
Phenylessigsaure

Vanillin

schweissig
fettig, grin
heuartig
schweissig
fettig, frittiert
fruchtig
schweil3ig
nach Haferflocken
nach Honig
nach Veilchen
nach Kokos
metallisch

karamellartig

fleischig

phenolisch, rauchig

nach Liebstodckel

nach Honig

nach Vanille

1663
1695
1719
1730
1804
1815
1840
1877
1910
1948
1982
2006
2025

2153

2205
2220

2582
2605

1046
1348
1398
1086
1453
1500
1192
1426
1270
1617
1475
1563
1248

1639

1395
1356

1531
1661

870
1213
1242

911
1318
1387
1020
1269
1116
1490
1261
1379
1071

1534

1169
1112

1262
1400

8
128

P, o N P

0o

32
256

512

128
1024

Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-Sé&ule

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund folgender Kriterien :

Vergleich der RI-Werte auf den angegebenen Saulen; Vergleich der Geruchsschwelle und

Geruchsqualitat am Sniffing-Port; Vergleich der Massenspektren im El- Und CI-Modus

Linearer Retentionsindex

Flavour Dilution Faktor

Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

9 Es konnte kein Massenspektrum der Substanz erhalten werden; Die Identifizierung erfolgte an Hand

der restlichen Kriterien in



Aromastoffe im Tee Seite 81

Auch im GD-G wurde das Verhaltnis zu R- und S-Linalool in der gleichen Weise wie
beim DGA-G (s. 2.1.1.3) bestimmt. Im GD-G lag ein fast racemisches Gemisch von R-

und S-Linalool von 57% zu 43% vor.

2.2.1.3 Quantifizierung relevanter Aromastoffe

Zur Quantifizierung der Aromastoffe vom GD-G wurden die gleichen isotopenmarkierten
Standards verwendet, wie beim DGA-G (s. 2.1.1.4). Auch die Aufarbeitungsmethode flr
die Stabilisotopenassays unterschied sich mit Ausnahme der Wassertemperatur nicht
zu der von den Schwarzteegetranken.

Neben den in der AEVA identifizierten wichtigen Aromastoffen des GD-G wurden noch
die im DGA-G als wichtig identifizierten Aromastoffe quantifiziert um die Ergebnisse von
Schwarz- und Griintee vergleichen zu kénnen.

Vanillin und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon waren mit einem Gehalt von
ca. 10 ug/l (Tabelle 25), die Aromastoffe mit der héchsten Konzentration im GD-G. Es
folgten mit Gehalten um die 3 bis 6 ug/l Linalool, 2-Methylbutanal, 2-Phenylethanol und
Hexanal, gefolgt von finf Aromastoffen, die noch einen Gehalt Gber 1,0 ug/l hatten. Far
die restlichen Aromastoffe wurden Konzentrationen im Bereich von 0,5 bis 0,02 ug/l

gemessen.

2.2.1.4 Ermittlung der Aromawerte

Die Aromawerte der quantifizierten Aromastoffe des GD-G wurden unter
Berucksichtigung der quantifizierten Daten und der bereits fir den Schwarztee
ermittelten Schwellenwerte (s. 2.1.1.5) berechnet.

Der hochste Aromawert von 31 wurde fur 3-Methyl-2,4-nonandion ermittelt (Tabelle 26).
Mit Abstand folgten die Aromastoffe (E)-B-Damascenon (AW 7,2), Linalool (AW 6,2),
(2)-4-Heptenal (AW 4,7), (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal (AW 3,6), (E,Z)-2,6-Nonadienal (AW
2,6), 2-Methylbutanal (AW 1,0) und 3-Methylbutanal (AW 1,0). Die Aromastoffe
2-Methylpropanal,  1-Octen-3-on, (E,E)-2,4-Decadienal, Ethyl-2-methylbutanoat,
Hexanal, Phenylacetaldehyd, [-lonon, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, (Z)-3-
Hexen-1-ol, (E)-2-Nonenal, (E,E)-2,4-Nonadienal, Geraniol, (E)-2-Hexenal,
2-Phenylethanol und Vanillin hatten einen Aromawert unter eins und trugen deshalb

nicht zum Gesamtaroma des GD-G bei.
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Tabelle 25: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe im Teegetrank aus der Sorte Gruner

Darjeeling (GD-G)
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Aromastoff cinpg/® NQ"” NC.Z° Bereich [ug/l]
2-Methylpropanal 1,2 2 2 1,1-1,3
3-Methylbutanal 1,2 2 2 1,0-1,3
2-Methylbutanal 4.4 2 2 4,0-4,9
Ethyl-2-methylbutanoat 0,02 2 1 0,02
Hexanal 3,3 3 1 3,1-3,5
(E)-2-Hexenal 1,2 2 2 1,2-1,3
(2)-4-Heptenal 0,30 3 2 0,28-0,34
1-Octen-3-on 0,02 2 2 0,02
(2)-3-Hexen-1-ol 2,0 3 2 1,9-2,0
(E)-2-Nonenal 0,08 3 2 0,07-0,09
R/S-Linalool 6,1 3 2 6,0-6,4
(E,Z2)-2,6-Nonadienal 0,06 3 2 0,06-0,07
Phenylacetaldehyd 1,8 3 2 1,4-2,2
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,04 3 2 0,03-0,04
3-Methyl-2,4-nonandion 0,40 5 3 0,37-0,42
(E,E)-2,4-Decadienal 0,07 3 2 0,05-0,08
(E)-B-Damascenon 0,03 3 2 0,02-0,03
Geraniol 0,43 5 3 0,40-0,48
(E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal 0,09 4 3 0,07-0,12
2-Phenylethanol 3,6 3 2 3,1-3,8
B-lonon 0,07 2 1 0,07
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 9,1 3 2 8,5-9,7
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 0,12 2 2 0,09-0,14
Vanillin 10 2 1 9,8-10,1

a

b

C

Konzentration des Aromastoffes im Teegetrank in pg/l

Anzahl der verwendeten Teechargen (Teepackungen)

Anzahl der durchgefiihrten Quantifizierungen fir den jeweiligen Aromastoff



Aromastoffe im Tee Seite 83

Tabelle 26: Aromawerte wichtiger Aromastoffe im Teegetrank aus der Sorte Grlner
Darjeeling (GD-G)

Aromastoff Aromawert
3-Methyl-2,4-nonandion 31
(E)-B-Damascenon 7,2
R/S-Linalool 6,2
(2)-4-Heptenal 4,7
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 3,6
(E,Z2)-2,6-Nonadienal 2,6
3-Methylbutanal 1,0
2-Methylbutanal 1,0

2.2.1.5 Aromasimulation und Weglassversuche

Durch Mischen der Aromastoffe mit einem Aromawert grof3er und gleich eins wurde
entsprechend der quantifizierten Konzentrationen ein Modelltee mit der Matrix Wasser
erstellt (s. 3.5.4).

Das erstellte, auf 50°C temperierte Rekombinat, wurde von einem geschulten
Sensorikpanel bewertet. Dabei wurden dem Sensorikpanel die gleichen
Aromeeindricke vorgegeben, nach denen das DGA-G (s. 2.1.1.1) bewertet wurde. Das
Sensorikpanel musste die Aromaeindricke entsprechend ihrer Intensitat bewerten
(O=nicht; 1=schwach; 2=deutlich; 3=stark wahrnehmbar).

Die Geruchseindricke citrusartig/fruchtig (1,8), rosenartig/nach Honig (1,4) und
grasig/griin (1,3) wurden am Hochsten bewertet (Abbildung 28), dicht gefolgt von den
Aromanoten heuartig (1,2), nach Haferflocken/suf3 (1,1) und malzig (0,8). Nur schwach
detektiert wurden die Geruchseindriicke fettig/frittiert (0,6), fischig/tranig (0,5) und
karamellartig (0,5).

Der einzige Unterschied zwischen dem Rekombinat und dem Originaltee war ein
verminderter  heuartiger  Aromaeindruck beim  Rekombinat. Alle anderen

Geruchseindrticke erhielten identische Bewertungen.
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nach Haferflocken/suf3 citrusartig/fruchtig

karamellartig grasig/grin

fischig/tranig

rosenartig/nach Honig

Abbildung 28: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Gruner Darjeeling (GD-G)

Die Gesamtubereinstimmung des Rekombinates gegeniber dem Originalteegetrank
wurde mit 2,3 vom Sensorikpanel bewertet (O=keine; 1=geringe; 2=gute;

3=vollkommene Ubereinstimmung).

Zur Untersuchung der Bedeutung einzelner Aromastoffe fir das Gesamtaroma des
Rekombinates des GD-G wurden Weglassversuche durchgefuhrt. Jeweils ein
Teilrekombinat mit einer oder mehreren fehlenden Komponenten wurde in einem
Triangeltest einem geschulten Sensorikpanel gegen zwei Vollrekombinate zur
Bewertung gegeben (s. 3.5.5).

Das jeweilige Fehlen von 2- und 3-Methylbutanal (1), (E,Z)-2,6-Nonadienal (5),
Linalool (6) und (2)-4-Heptenal (7) wurde nicht erkannt (Tabelle 27). Teilweise, aber
nicht signifikant wurden Aromasimulationen erkannt, in denen nur 3-Methyl-2,4-
nonandion (2) oder (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (4) fehlte. Sogar ein Rekombinat, das nur
aus 3-Methyl-2,4-nonandion, (E)-B-Damascenon und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (8)
bestand, konnte nicht signifikant von einem Vollrekombinat unterschieden werden.

Einzig das Fehlen von (E)-B-Damascenon wurde hoch signifikant (p<0,01) erkannt.
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Tabelle 27: Unterschiedsprifungen am Vollrekombinat des Teegetranks aus der Sorte
Gruner Darjeeling (GD-G)

Nr.? fehlende(r) Aromastoff(e)® N Prifer® N Unterschied erkannt®
1 2- und 3-Methylbutanal 10 2
2 3-Methyl-2,4-nonandion 10 6
3 (E)-B-Damascenon 10 8
4 (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 12 5
5 (E,2)-2,6-Nonadienal 12 2
6 Linalool 11 4
7 (2)-4-Heptenal 11 4
8 2- und 3-Methylbutanal, (E,Z)-2,6- 12 7

Nonadienal, Linalool, (Z)-4-Heptenal

Nummer der durchgeftihrten Unterschiedspriifungen
im Teilrekombinat fehlender Aromastoff im Vergleich zum Vollrekombinat
Anzahl der mitwirkenden Sensoriker

Anzahl der Sensoriker, die das Teilrekombinat von den Vollrekombinaten unterscheiden konnten

2.2.2 Aromastoffe im Teepulver (GD-P)

Nach den erstaunlichen Ergebnissen beim Vergleich der Aromastoffkonzentrationen von
Schwarzteepulver und —getrank wurde nun analog das Grinteepulver (GD-P)
untersucht. Die Ergebnisse sollten ein Hinweis geben, ob die Verdnderungen der
Aromastoffkonzentrationen beim  Aufbrihen von der Schwarzteeherstellung

(Fermentation) abhangig sind.

2.2.2.1 Aromaextraktverdinnungsanalyse

Die wichtigen Aromastoffe des Grlinteegetrankes wurden bereits (s. 2.2.1.2) identifiziert,
so dass es zur Untersuchung, ob sich die Aromastoffzusammensetzung beim
Aufgiessen andert, nur noch nétig war, die wichtigen Aromastoffe des Grinteepulvers
zu untersuchen. Dazu wurde eine AEVA von 50 g GD-P durchgefiihrt. Die Aufarbeitung
zur AEVA und die Identifizierungen erfolgten in analoger Weise zum Schwarzteepulver
DGA-P (s. 2.1.2.1). Es wurden insgesamt nur 24 Aromastoffe mit einem FD-Faktor =1
(Tabelle 28) identifiziert.
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Tabelle 28: Wichtige Aromastoffe (FD=1) im Extrakt aus dem Teepulver der Sorte

Gruner Darjeeling (GD-P)

Nr.2 Aromastoff® Aromagqualitat® RI-Wert® FD®
FFAP OV-1701 SE-54
Ethyl-2-methylbutanoat  fruchtig 1049 906 848
(2)-3-Hexenal grin 1148 884 800
10 (Z)-4-Heptenal fischig, tranig 1240 988 900 64
12 1-Octen-3-on pilzartig 1298 1071 979 8
13 (2)-1,5-Octadien-3-on' nach Geranie 1373 1086 981 4
14 (2)-3-Hexen-1-ol grin 1381 971 858 4
16 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1489 1135 1012 8
18 (E)-2-Nonenal fettig, grin 1527 1275 1153 8
19 R/S-Linalool citrusartig 1541 1198 1098 16
21 (E,2)-2,6-Nonadienal nach Gurke 1583 1275 1130 8
23 Butansaure schweissig 1625 984 821
24 Phenylacetaldehyd nach Honig 1642 1178 1038
26 (E,E)-2,4-Nonadienal fettig, grin 1695 1348 1213
27 3-Methyl-2,4-nonandion  heuartig 1719 1398 1242 64
30 (E,E)-2,4-Decadienal fettig 1804 1453 1318 16
31 (E)-p-Damascenon fruchtig 1815 1500 1387 4
35 (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal nach Haferflocken 1877 1426 1269 64
36 2-Phenylethanol nach Honig 1910 1270 1116 1
37 B-lonon nach Veilchen 1948 1617 1490 2
40 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal’ metallisch 2006 1563 1379 16
41 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- karamellartig 2025 1248 1071 2
3(2H)-furanon
45 3-Hydroxy-4,5-dimethyl- nach Liebstdckel 2220 1356 1112 8
2(5H)-furanon
46 Phenylessigsaure nach Honig 2582 1531 1262 2
47 Vanillin nach Vanille 2605 1661 1400 32
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Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-Sé&ule

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund folgender Kriterien :
Vergleich der RI-Werte auf den angegebenen Saulen; Vergleich der Geruchsschwelle und
Geruchsqualitat am Sniffing-Port; Vergleich der Massenspektren im El- Und CI-Modus
Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

Linearer Retentionsindex

Flavour Dilution Faktor

Es konnte kein Massenspektrum der Substanz erhalten werden; Die Identifizierung erfolgte an Hand
der restlichen Kriterien in °

Die Aromastoffe mit dem hdchsten FD-Faktor von 64 wurden als (Z)-4-Heptenal (10,
fischig, tranig), 3-Methyl-2,4-nonandion (27, heuartig) und (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal (35,
nach Haferflocken, suR) identifiziert, dicht gefolgt von Vanillin (47, nach Vanille) mit

einem FD-Faktor von 32.

Das Enantiomerenverhéltnis von Linalool wurde mittels zweidimensionaler
Gaschromatographie/Massenspektrometrie (TDHRGC/MS) bestimmt (s. 3.6.3). Als
zweite Saule diente dabei eine chirale Saule, um die beiden Enantiomere vollstéandig zu

trennen. Das Verhéltnis von R- zu S-Linalool wurde im GD-P als 56% zu 44% bestimmt.

2.2.2.2 Quantifizierung der relevanten Aromastoffe

Zum Vergleich der Aromastoffkonzentrationen im Grinteepulver und Grinteegetrank
wurden diese nach dem Prinzip der Isotopenvertiinnungsanalyse quantifiziert. Die Daten
des GD-G wurden bereits in 2.2.1.3 besprochen. Fur die Quantifizierung der
Aromastoffe im GD-P wurden die gleichen isotopenmarkierten Standards, welche vor
der Losungsmittelextraktion zugegeben wurden, verwendet wie im Grinteegetrank. Die
weitere Aufarbeitung war analog zum DGA-P (s. 2.1.2.2).

Im GD-P gab es drei dominierende Aromastoffe mit Konzentrationen zwischen 300 und
400 pg/kg: Linalool, Vanillin und Hexanal. Mit Abstand folgten die restlichen Aromastoffe
mit Konzentrationen zwischen 1,0 und 100 pg/kg. Nur (E)-B-Damascenon hatte mit 0,9

Mg/kg eine Konzentration knapp unter 1,0 pg/kg.
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Tabelle 29: Konzentrationen  wichtiger Aromastoffe im Teepulver der Sorte
Gruner Darjeeling (GD-P)
Aromastoff c(x)> NQP NCSF Bereich [ug/kg]
2-Methylpropanal 20 2 1 18-21
3-Methylbutanal 19 2 1 17-20
2-Methylbutanal 14 2 1 13-15
Ethyl-2-methylbutanoat 8,1 3 2 7,1-9,6
Hexanal 300 4 2 280-320
(E)-2-Hexenal 62 3 2 59-66
(2)-4-Heptenal 17 3 2 17
1-Octen-3-on 1,8 3 2 1,7-1,9
(2)-3-Hexen-1-ol 58 3 2 56-59
(E)-2-Nonenal 8,2 3 2 7,8-8,7
R/S-Linalool 400 2 1 390-400
(E,2)-2,6-Nonadienal 7,2 3 2 6,6-8,1
Phenylacetaldehyd 26 3 1 24-29
(E,E)-2,4-Nonadienal 4,2 3 2 3,7-4,5
3-Methyl-2,4-nonandion 24 4 3 23-27
(E,E)-2,4-Decadienal 10 4 2 6-12
(E)-B-Damascenon 0,9 3 2 0,7-1,1
Geraniol 2,4 2 1 2,3-2,5
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 6,1 4 3 4,2-8,7
2-Phenylethanol 41 2 2 39-42
B-lonon 12 5 2 19-22
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 20 2 1 19-22
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 2,2 2 1 2,1-2,2
Vanillin 390 2 1 370-400

a

b

C

Konzentration des Aromastoffes in pg/kg

Anzahl der durchgefiihrten Quantifizierungen fir den jeweiligen Aromastoff

Anzahl der verwendeten Teechargen (Teepackungen)
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2.2.3 Vergleich der Ergebnisse von Teegetrank und Teepulver

Es wurde sowohl vom GD-P als auch vom GD-G eine AEVA durchgefihrt. Dabei
wurden keine wichtigen Aromastoffe identifiziert, die alleinig im Teepulver oder im
Teegetrank vorkamen.

Die Aromastoffe 3-Methyl-2,4-nonandion, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal und Vanillin hatten
sowohl im Pulver als auch im Getrank hohe FD-Faktoren. Wahrend (Z)-4-Heptenal nur
im GD-P eine hohe Bewertung erhielt, so erhielten die Aromastoffe 4-Hydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon und Phenylessigsaure
nur im GD-G hohe FD-Faktoren.

Demnach war der Unterschied zwischen Teepulver und Teegetrank des GD nur in den
Konzentrationen der Aromastoffe zu suchen.

Um die Unterschiede zwischen GD-P und GD-G genauer zu untersuchen wurden die
relevanten Aromastoffe durch Stabilisotopenassays (s. 3.6.2) quantifiziert.

Die Aromastoffe liessen sich geordnet nach Konzentrationsunterschied in vier Gruppen
einteilen:

Die erste Gruppe, die alle Aromastoffe beinhaltet, die eine sehr starke (15-38 fache)
Zunahme im GD-G gegeniber dem Teepulver zeigten, bestand aus 4-Hydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon, 2-Methylbutanal und Geraniol (Tabelle 30). Das 3-
Methylbutanal und das (E)-B-Damascenon waren unter anderen in der zweiten Gruppe
der Aromastoffe, die im GD-G leicht bis stark erhoht (1,5-7 fach) waren. In der
Konzentration gleich geblieben waren die Aromastoffe der dritten Gruppen zu der z.B.
3-Methyl-2,4-nonandion, Linalool und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal gehoérten. Die letzte
Gruppe beinhaltete alle Aromastoffe deren Konzentrationen im Teegetrank abnahmen,
dazu zahlten unter anderen (E,Z)-2,6-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal.

Beim Verhéltnis von R- und S-Linalool gab es keinen Unterschied zwischen GD-G und
GD-P.
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Tabelle 30: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe im Getrank (ug/l) und Pulver

(Mg/12g) aus der Sorte Gruner Darjeeling (GD)

Aromastoff GD-P GD-G m(G)/m(P)?
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 0,24 9,1 38
2-Methylbutanal 0,17 4.4 26
Geraniol 0,03 0,43 15
2-Phenylethanol 0,49 3,6 7,3
Phenylacetaldehyd 0,31 1,8 5,8
3-Methylbutanal 0,23 1,2 51
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 0,026 0,12 4,6
(2)-3-Hexenol 0,70 2,0 2,9
(E)-B-Damascenon 0,01 0,03 3,0
Vanillin 4,7 10 2,1
(E)-2-Hexenal 0,74 1,2 1,6
(2)-4-Heptenal 0,20 0,30 1,5
3-Methyl-2,4-nonandion 0,29 0,40 1,4
2-Methylpropanal 0,24 1,2 1,3
R/S-Linalool 4,8 6,1 1,3
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 0,07 0,09 1,3
Hexanal 3,6 3,3 0,9
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,09 0,06 0,7
(E)-2-Nonenal 0,10 0,08 0,8
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,05 0,04 0,8
(E,E)-2,4-Decadienal 0,12 0,07 0,6
B-lonon 0,14 0,07 0,5

& Verhaltnis der Aromastoffkonzentration im Teegetrank (G) zum Teepulver (P)
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2.2.4 Diskussion

Der mit Abstand hochste Aromawert im GD-G wurde fir 3-Methyl-2,4-nonandion
berechnet. Neben diesem Aromastoff hatten noch die Verbindungen (E)-B-
Damascenon, Linalool und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal einen Einfluss auf das

Gesamtaroma des GD-G.

Guth und Grosch (1993) fuhrten eine komplette Analyse mit AEVA, Quantifizierung,
Schwellenwertbestimmung und Berechnung der Aromawerte eines Grlntees, sowohl
am Pulver als auch am Getrank durch.

Beim Vergleich der beiden Untersuchungen von Grinteegetrdnken zeigten sich
auffallige Unterschiede in den quantitativen Daten von (E,Z)-2,6-Nonadienal, (E,E)-2,4-
Decadienal und Linalool (Tabelle 31). Gute Ubereinstimmung zwischen den in der
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen und denen von Guth und Grosch gab es fur
3-Methyl-2,4-nonandion, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, (Z)-4-Heptenal, 1-
Octen-3-on und (E)-B-Damascenon.

Die Aufarbeitungsmethode von Guth und Grosch unterschied sich nicht wesentlich zu
den hier angewendeten Methoden. Unterschiedlich war allerdings, dass Guth und
Grosch nur 10g Teepulver pro Liter Wasser fir das Teegetrdnk einsetzten. Die
Aromastoffe wurden in beiden Fallen durch Lésungsmittel extrahiert und anschliel3end
durch Vakuumdestillation von den nichtflichtigen Verbindungen abgetrennt. Die
Quantifizierungen erfolgte in beiden Untersuchungen mittels der
Isotopenverdinnungsanalyse.

Die unterschiedlichen Aromawerte dieser Aromastoffe lagen darin begriindet, dass
unterschiedliche Schwellenwerte zur Berechnung der Aromawerte verwendet wurden.
Guth und Grosch fuhrten auRerdem keine Unterscheidung zwischen R- und S-Linalool
durch, was bei den hier in der Arbeit erzielten Ergebnissen das Linalool aufwertete. Des
weiteren konnten Guth und Grosch das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal nicht als wichtigen
Aromastoff detektieren. Zusatzlich zu den hier in der Arbeit identifizierten Aromastoffen
ermittelten Guth und Grosch noch fur (Z)-1,5-Octadien-3-on und fur (Z)-3-Hexenal

Aromawerte Uber eins.
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Tabelle 31: Vergleich der Konzentrationen, der Geruchsschwellenwerte und der
Aromawerte wichtiger Aromastoffe im Teegetrdnk aus der Sorte Griner
Darjeeling (GD-G) mit den Daten von Guth und Grosch (1993)

Aromastoff Mg/l Geruchsschwelle?® Aromawert
Lit" Erg® Lit" Erg® Lit" Erg®
4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 9,3 9,1 50 30 <1 <1
3(2H)-furanon
3-Methyl-2,4-nonandion 0,56 0,40 0,02 0,01 28 31
(2)-4-Heptenal 0,63 0,30 0,06 0,06 11 4,7
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,48 0,06 0,02 0,03 24 2,6
1-Octen-3-on 0,03 0,02 0,01 0,04 3 <1
(E,E)-2,4-Decadienal 0,9 0,07 0,05 0,16 18 <1
(E)-B-Damascenon 0,01 0,03 0,001 0,004 10 7,2
3-Hydroxy-4,5-dimethyl- 0,6 0,1 0,08 20 8 <1
2(5H)-furanon
2-Phenylethanol 10,5 3,6 45 1000 <1 <1
Linalool 1,0 6,1 1,5 0,55¢ <1 6,2

Orthonasale Geruchsschwelle in Wasser in pg/l
> Ergebnisse von Guth und Grosch (1993)
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Geruchsschwelle von R-Linalool

Im GD-P wurden (Z)-4-Heptenal, 3-Methyl-2,4-nonandion, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal und
Vanillin als die Aromastoffe mit den hochsten FD-Faktoren identifiziert. Als Aromastoffe
mit dem héchsten FD-Faktor wurden von Guth und Grosch (Z)-1,5-Octadien-3-on, 3-
Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon und 3-Methyl-2,4-nonandion identifiziert (Tabelle
32). Ingesamt weichen die hier in der Arbeit erzielten Ergebnisse von den Daten von
Guth und Grosch stark ab. So wurden zwar viele Verbindungen in beiden Teepulvern
entdeckt, aber die Gewichtung (FD-Faktoren) war stark unterschiedlich. Wahrend (2)-
1,5-Octadien-3-on und 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5h)-furanon die héchsten FD-Faktoren
beim von Guth und Grosch untersuchten Teepulver aufwiesen, so wurden sie zwar im

DG-P identifiziert, hatten dort aber vergleichsweise niedrige FD-Faktoren. Andererseits
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wurde das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal, das im GD-P den héchsten FD-Faktor besald von
Guth und Grosch nicht detektiert. Auch ein Vergleich der Konzentrationen der
Aromastoffe offenbarte grof3e Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungen
(Tabelle 32). Nur die Konzentrationen der Aromastoffe Linalool, 3-Methyl-2,4-nonandion
und (Z)-4-Heptenal lagen im gleichen Konzentrationsbereich bei den beiden
Grlunteepulvern. Alle anderen Aromastoffe waren im Griintee von Guth und Grosch um
einen Faktor  von 10 ((E,2)-2,6-Nonadienal, (E)-B-Damascenon) bis
25 (2-Phenylethanol) erhdoht. Worauf die groRen Unterschiede zwischen den beiden
Untersuchungen der Teepulver zurtckzufihren waren bleibt unklar. Verantwortlich fir
die Unterschiede konnte die unterschiedlichen Herkunft sein. Leider ist aus der
Vero6ffentlichung von Guth und Grosch nicht ersichtlich aus welchem Anbaugebiet der

untersuchte griine Tee stammte.

Tabelle 32: Vergleich der erzielten Ergebnisse der Grinteepulveruntersuchungen mit
den Literaturdaten von Guth und Grosch (1993)

Aromastoff Hg/kg

Lit? Erg®
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 49 2,2
3-Methyl-2,4-nonandion 83 24
(2)-4-Heptenal 112 17
(E,2)-2,6-Nonadienal 61 7,2
1-Octen-3-on 6 1,8
(E,E)-2,4-Decadienal 127 10
(E)-R-Damascenon 9 0,9
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 276 20
2-Phenylethanol 1140 41
Linalool 206 400

% Literaturergebnisse von Guth und Grosch

® In der vorliegenden Arbeit ermittelte Ergebnisse
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Der Vergleich von GD-P und GD-G zeigte, dass die Konzentrationen einiger
Aromastoffe im Teegetrank bis zu einem Faktor von 40 zunahmen. Auch Guth und
Grosch (1993) quantifizierten fur 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon eine um den
Faktor 3,5 hohere Konzentration im Teegetrank als im Teepulver. Wie schon bei der
Diskussion vom schwarzen Tee DGA (s. 2.1.5) besprochen, gibt es bisher keine

Anhaltspunkte aus welchen Vorstufen die zusatzlichen Aromastoffe entstanden sind.
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2.3 Vergleich der Ergebnisse der Untersuchungen an
Darjeeling Gold-Auslese und Griner Darjeeling

Bei der Auswahl des zu untersuchenden Griintees wurde der GD gewahlt, um die
analysierten Ergebnisse mit dem Schwarztee DGA vergleichen zu kdnnen. Beide
stammten aus dem selben Teeanbaugebiet und wurden zur gleichen Jahreszeit

geerntet.
Vergleich der Teegetranke

An Hand der quantitativen Daten konnten das GD-G und das DGA-G direkt verglichen
werden. In Tabelle 33 sind die Konzentrationen der wichtigen Aromastoffe der beiden
Teegetranke  aufgelistet. Mit einer Ausnahme waren alle untersuchten
Aromastoffkonzentrationen im schwarzen Tee hdher als im griinen Tee. Nur das 3-
Methyl-2,4-nonandion kam sowohl im schwarzen als auch im grinen Tee in ahnlicher
Konzentration vor. Der mit Abstand grof3te Konzentrationsunterschied (Faktor 447) trat
bei Geraniol auf. Aber auch 2-Methylpropanal, (E,E)-2,4-Decadienal, 3-Methylbutanal,
(2)-3-Hexen-1-ol und Phenylacetaldehyd waren im DGA-G deutlich héher (Faktor 30-
60) vertreten.

Da die quantitativen Daten in direkter Korrelation zu den Aromawerten stehen, sind die
Aromawerte, ausgenommen 3-Methyl-2,4-nonandion, flr das GD-G viel niedriger als fur
das DGA-G (Tabelle 33). Die verringerte Konzentration im griinen Tee schlagt sich auch
in der Anzahl der Aromastoffe nieder, die einen Aromawert gré3er oder gleich eins
hatten. Wahrend im Schwarztee DGA-G 16 Aromastoffe einen Aromawert gréf3er oder

gleich eins hatten, so waren es im GD-G nur die Halfte.
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Tabelle 33: Vergleich der Konzentrationen (ug/l) und der Aromawerte (AW) wichtiger
Aromastoffe in den Teegetranken aus den Sorten Darjeeling Gold-Auslese
(DGA-G) und Gruner Darjeeling (GD-G)

Aromastoff c(DGA-G) «c¢(GD-G) AW (DGA-G) (AW GD-G)
R/S-Linalool 142 6,1 140 6
Geraniol 142 0,43 45 <1
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 1,1 0,09 41
(E)-R-Damascenon 0,15 0,03 38
3-Methyl-2,4-nonandion 0,48 0,40 37 31
2-Methylbutanal 82 4.4 37 1
2-Methylpropanal 69 1,2 37 <1
3-Methylbutanal 42 1,2 37
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,56 0,06 22 3
(E,E)-2,4-Decadienal 2,9 0,07 18 <1
(2)-4-Heptenal 0,66 0,30 11 5
Phenylacetaldehyd 57 1,8 9 <1
(2)-3-Hexen-1-ol 95 2,0 7 <1
3-lonon 15 0,07 7 <1
Hexanal 55 3,3 5 <1
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,45 0,04 3 <1

Vergleich der Teepulver

Deutliche Unterschiede in den Teegetranken von Schwarz- und Grintee wurden
gefunden. Um zu analysieren, ob es Unterschiede zwischen den Teepulvern gibt,
wurden die Konzentrationen der quantifizierten Aromastoffe der Teepulver verglichen.

Analog waren die Aromastoffkonzentrationen im Schwarzteepulver héher als im
Grlunteepulver (Tabelle 34). Das reichte von einem Faktor 154 (Geraniol) bis zum 3-

Methyl-2,4-nonandion.
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Tabelle 34: Vergleich der Konzentrationen (ug/kg) wichtiger Aromastoffe in den
Teegepulvern der Sorten Darjeeling Gold-Auslese (DGA-P) und Griner
Darjeeling (GD-P)

Aromastoff c (DGA-P) c (GD-P)
Geraniol 370 2,4
2-Methylbutanal 540 14
(2)-3-Hexen-1-ol 1600 58
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 160 6,1
Phenylacetaldehyd 650 26
(E,E)-2,4-Nonadienal 87 4,2
3-Methylbutanal 320 19
R/S-Linalool 6600 400
3-lonon 170 12
2-Methylpropanal 250 20
(E)-R-Damascenon 9,8 0,9
(E,E)-2,4-Decadienal 73 10
Hexanal 1600 300
(E,Z2)-2,6-Nonadienal 38 7,2
(2)-4-Heptenal 51 17

3-Methyl-2,4-nonandion 62 24
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2.4 Potente Aromastoffe in den Schwarzteegetranken aus
den Sorten Darjeeling Star (DS-G), Golden Palace (GP-G),
Admiral's Cup (AC-G) und Ceylon Best (CB-G)

Nach Ermittlung der fir das Aroma von DGA-G und GD-G verantwortlichen
Aromastoffen, wurde nun Unterschiede zwischen Schwarzteegetranken aus

verschiedenen Anbaugebieten untersucht.

2.4.1 Aromaprofile

Begonnen wurde mit der Erstellung der Aromaprofile der ausgewahlten
Schwarzteegetranke, die im gleichen Verfahren wie beim DGA-G (s. 2.1.1.1) erstellt
wurden. Dazu wurde jeweils der frisch aufgebriihte Tee auf 50°C temperiert und einem
geschulten Sensorikpanel zur Bewertung vorgelegt. Die teilnehmenden Sensoriker
mussten die vorgegebenen Geruchseindriicke nach ihrer Intensitat (O=nicht;
1=schwach; 2=deutlich; 3=stark wahrnehmbar) bewerten.

Die Aromaprofile der Schwarzteegetranke (inklusive DGA-G) zeigten alle das gleiche
Grobbild (Abb 29-32): Mit hohen Intensitdten wurden die Aromaqualitdten heuartig,
rosenartig/nach Honig, citrusartig/fruchtig, grasig/grin und nach Haferflocken/siss
bewertet. Nur mittelmassig bis schwach wurden die Aromaqualitaten malzig,

karamellartig, fettig/frittiert fischig/tranig bewertet.

Abbildung 29: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetrdnkes aus der Sorte
Darjeeling Star (DS-G)
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Abbildung 30: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetrdnkes aus der Sorte
Golden Palace (GP-G)

Abbildung 31: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetrdnkes aus der Sorte
Admiral’s Cup (AC-G)

Abbildung 32: Orthonasale Aromaprofil Analyse des Teegetrdnkes aus der Sorte Ceylon
Best (CB-G)



Aromastoffe im Tee Seite 100

Die erstellten Aromaprofile der Schwarzteegetranke offenbarten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Teegetranken, aber kleinere Unterschiede in den
Intensitaten der einzelnen Aromaqualitaten konnten gefunden werden: So hatte das
DGA-G im Vergleich zu den anderen Teesorten eine starkere blumige und
citrusartige/fruchtige Aromaqualitat. Das DS-G hatte eine besonders ausgepragte
heuartige und fettig/frittierte Aromanote im Gegensatz zu den anderen Teesorten. Beim
GP-G waren die Aromaqualitaten fettig/frittiert und malzig im Vergleich schwécher,
dagegen hatte es eine ausgepragtere karamellartige Note. Die starkste Aromaqualitat
von nach Haferflocken/stiss wurde beim AC-G bestimmt, der ausserdem im Vergleich
noch einen starken malzartigen Geruch hatte. Fur das CB-G charakteristisch waren eine

im Vergleich starke fettig/frittierte Note und ein schwéacherer karamellartiger Geruch.

2.4.2 Aromaextraktverdiinnungsanalysen

Die Bewertungen der Geruchsqualititen in den Aromaprofilen der einzelnen
Schwarzteegetranke waren nicht sehr unterschiedlich. Um zu analysieren, ob in den
einzelnen Teesorten unterschiedliche Aromastoffe vorhanden waren wurden AEVAs der
einzelnen Schwarzteegetranke durchgefihrt.

Die Aromextraktverdiinnungsanalysen der Schwarzteegetranke DS-G, GP-G, AC-G und
CB-G wurden analog zur AEVA des DGA-G durchgefuhrt (s. 2.1.1.2), um die
Ergebnisse direkt vergleichen zu kdnnen. Dazu wurden jeweils 20g Schwarzteepulver
mit 1670ml Wasser aufgebriht und nach dem Abkuhlen mit Losungsmittel extrahiert.
Die AEVAs wurden mit den durch Hochvakuumdestillation erhaltenen Destillaten
durchgefihrt.

Die Aromastoffe mit hohen FD-Faktoren (264) in den Schwarzteegetranken (inklusive
DGA-G) wurden als Linalool (19), 3-Methyl-2,4-nonandion (27), (E)-B-Damascenon (31),
Geraniol (33), (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal (35), 2-Phenylethanol (36), B-lonon (37), 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (41), 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (45)
und Vanillin (47) identifiziert (Tabelle 35). Speziell bei den Aromastoffen Linalool,
Geraniol, B-lonon und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon gab es signifikante
Unterschiede in den ermittelten FD-Faktoren der Schwarzteegetranke. So wurden fir
die genannten Aromastoffe beim DGA-G, DS-G und GP-G viel hdohere FD-Faktoren
ermittelt als beim AC-G und CB-G.
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Tabelle 35: Wichtige Aromastoffe (FD=4) in den Schwarzteegetranken aus den Sorten
Darjeeling Gold Star (DS-G), Golden Palace (GP-G), Admiral's Cup (AC-G)
und Ceylon Best (CB-G)

Nr.® Aromastoff® Aromagqualitat® RI-Wert® FD
FFAP DS GP AC CB

10 (2)-4-Heptenal fischig, tranig 1240 4 16 2 4

13 (2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 1373 0 0 2

16 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1489 8 16 8 8

18 (E)-2-Nonenal fettig, gran 1527 32 8 8 16
19 R/S-Linalool citrusartig 1541 64 128 16 32
21 (E,Z2)-2,6-Nonadienal nach Gurke 1583 4 8 2 4

24 Phenylacetaldehyd nach Honig 1642 16 16 32 16
25 3-Methylbutansaure schweissig 1663 4 2 2 4

26 (E,E)-2,4-Nonadienal fettig, grin 1695 8 16 8 16
27 3-Methyl-2,4-nonandion  heuartig 1719 32 64 64 32
30 (E,E)-2,4-Decadienal fettig, frittiert 1804 32 16 8 16
31 (E)-B-Damascenon fruchtig 1815 64 32 16 64
32 Hexansaure schweissig 1840 4 4 1 4

33 Geraniol rosenartig 1850 64 16 1 8

34 2-Methoxyphenol rauchig, suidlich 1859 4 2 8 4

35 (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal nach Haferflocken 1877 128 256 128 128
36 2-Phenylethanol nach Honig 1910 64 64 32 64
37 B-lonon nach Veilchen 1948 256 64 8 32
40 4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch 2006 16 16 8 8

41 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- karamellartig 2025 256 128 8 128

3(2H)-furanon
43 3-Ethylphenol phenolisch 2205 2 4 1 8
45 3-Hydroxy-4,5-dimethyl- nach Liebstockel 2220 64 16 16 32
2(5H)-furanon
46 Phenylessigsaure nach Honig 2582 16 32 16 32

47 Vanillin nach Vanille, s 2605 128 128 128 128




Aromastoffe im Tee Seite 102

Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Elutionsreihenfolge auf der FFAP-Sé&ule

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund folgender Kriterien :
Vergleich der RI-Werte auf den angegebenen S&ulen; Vergleich der Geruchsschwelle und
Geruchsqualitat am Sniffing-Port; Vergleich der Massenspektren im El- Und Cl-Modus
Geruchsqualitat des Aromastoffes am Sniffing-Port

Linearer Retentionsindex

Jeder Aromastoff in den Schwarzteegetranken mit einem FD-Faktor groRer oder gleich
vier wurde in allen untersuchten Schwarzgetranken gefunden. Gleichzeitig wurde kein
zusatzlicher Aromastoff detektiert, der nicht bereits im DGA-G identifiziert wurde
(s.2.1.1.2).

Auch fir diese Schwarzteegetranke wurde analog zum DGA-G das Verhéltnis von R-
und S-Linalool bestimmt. Wahrend im DS-G ein Verhaltnis von R zu S gleich 40 zu 60
vorlag, so lag das R/S-Verhaltnis in allen anderen Schwarzteegetranken inklusive dem
DGA-G bei etwa 55 zu 45 (Tabelle 36).

Bisher wurde das R/S-Verhaltnis von Linalool im Schwarztee erst einmal von Wang et
al. (1994) bestimmt. Nach Wasserdampfdestillation unter reduziertem Druck um einer
Isomerisierung von Linalool vorzubeugen, wurde das Verhéaltnis von R/S-Linalool mit
Hilfe einer Cyclodextrinsaule Uber GC/FID bestimmt. Es wurden zwei Schwarztees aus
Ceylon untersucht und die R/S-Linalool Verhéltnisse wurden als 60/40 und 53/47
bestimmt. Diese Ergebnisse stimmten mit dem hier in der Arbeit bestimmten R/S-
Verhaltnisses des CB (58/42) sehr gut Uberein (Tabelle 36).

Tabelle 36: Vergleich der Enantiomerenverteilung von R- und S-Linalool in den

Schwarzteegetranken mit bisher bekannten Literaturdaten

DGA-G DS-G GP-G AC-G CB-G Lit1?® Lit2®

R-/S-Linalool  54/46 40/60 55/45 52/48 58/42 60/40 53/47

a

Lit=Literaturdaten von Wang et al. (1994)
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2.4.3 Quantifizierung der relevanten Aromastoffe

Demnach waren die Aromaunterschiede der einzelnen Teegetranke (einschliel3lich des
DGA-G) ausschlief3lich in den unterschiedlichen Aromastoffkonzentrationen zu suchen.
Die bei den AEVAs identifizierten wichtigen Aromastoffe der Schwarzteegetrénke
wurden durch Isotopenassays quantifiziert. Dabei wurden die selben markierten
Verbindungen benutzt, die schon bei der Quantifizierung der Aromastoffe des DGA-G
zum Einsatz kamen (2.1.1.4). Auch die Aufarbeitung unterschied sich nicht zu der beim
DGA-G angewandten Vorgehensweise.

Die Konzentrationen der quantifizierten Aromastoffe der Schwarzteegetranke sind in
Tabelle 37 (DS-G und GP-G) und in Tabelle 38 (AC-G und CB-G) aufgelistet. Die Daten
des DGA-G wurden bereits in 2.1.1.4 besprochen (Tabelle 14).

Der Grof3teil der quantifizierten Aromastoffe zeigten ahnliche Konzentrationen in den
Schwarzteegetranken. Auffallige Unterschiede gab es lediglich in den Konzentrationen
von Linalool, Geraniol und (E)-B-Damascenon. Wahrend hohe Konzentrationen fir
Linalool und Geraniol in den beiden Darjeelingtees (DGA-G und DS-G) gemessen
wurden, so waren die Konzentrationen fur (E)-p-Damascenon im AC-G und CB-G
signifikant héher. Das GP-G nahm eine Mittelstellung zwischen diesen beiden Gruppen
ein und hatte sowohl fur Linalool und Geraniol, als auch fur (E)-B-Damascenon eine
mittlere Konzentration.

Takeo (1983) analysierte die Konzentrationen von Linalool und Geraniol in
Schwarzteegetranken aus Ceylon, Indien (sowohl Darjeeling, als auch Assam), China
und Japan. Leider wurden die Ergebnisse fir Linalool nicht separat angegeben,
sondern als Summe von Linalool und Linalooloxiden. Dadurch war ein Vergleich von
Linalool zwischen den einzelnen Teesorten unmdglich. Fur Geraniol wurden hohe
Gehalte in den Schwarztees aus Japan, China und Darjeeling gemessen, wahrend die
Schwarztees aus Ceylon und dem Assamanbaugebiet weniger Geraniol aufwiesen.
Takeo korrelierte die Schwankungen der Linalool- und Geraniolkonzentrationen zu der
verwendeten Ziuchtungsform. Teepflanzen, die hauptséchlich aus der Varietat assamica
gezichtet waren, hatten durchgehend weniger Geraniol als Zichtungen der Varietét
sinensis. Da die Varietéat sinensis die resistentere und frostvertragende Form ist, wird
sie in den hoher gelegenen Teeregionen, wie Darjeeling und Nepal verwendet. Diese

Korrelation simmt mit den hier erzielten Ergebnissen tberein.
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Tabelle 37: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe in den Teegetranken aus den Sorten
Darjeeling Star (DS-G) und Golden Palace (GP-G)

Aromastoff DS-G GP-G

Mg/l N® Bereich [ug/l] Mg/l N? Bereich [pg/l]

2-Methylpropanal 23 31 22-24 42  3/2 38-48
3-Methylbutanal 18 3/1 18 31 21 29-32
2-Methylbutanal 24 31 24 51 21 50-53
Ethyl-2-methylbutanoat 0,04 2/1 0,03-0,04 0,03 2/1 0,03-0,04
Hexanal 47  3/1 46-49 41  3/1 41
(2)-3-Hexenal n.b.P 0,08 2/1  0,08-0,09
(E)-2-Hexenal 70 31 70-72 64 4/2 62-65
(2)-4-Heptenal 0,69 21 0,68-0,70 14 3/2 1,3-1,6
(2)-3-Hexen-1-ol 59 3/1 57-60 86 2/1 86
(E)-2-Nonenal 0,37 211 0,36-0,38 0,36 2/1 0,34-0,37
R/S-Linalool 146  4/2 124-173 107 21 106-109
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,18 21 0,17-0,20 0,23 21 0,22-0,25
Phenylacetaldehyd 18 2/1 18 38 21 37-38
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,33 21 0,31-0,36 0,66 3/2 0,47-0,84
3-Methyl-2,4-nonandion 0,52 2/1 0,49-0,54 0,83 2/1 0,82-0,83
(E,E)-2,4-Decadienal 2,7 2/2 2,7 25 21 2,5
(E)-B-Damascenon 0,10 2/1 0,10-0,11 0,31 2/1 0,30-0,32
Geraniol 117  2/1 114-120 39 21 37-41
(E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal 0,29 3/2 0,28-0,29 0,53 4/2 0,46-0,65
B-lonon 30 21 2,9-3,0 27 211 2,6-2,8
4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 15 21 14,4-15,6 15 2/1 15

3(2H)-furanon
3-Hydroxy-4,5-dimethyl- 0,12 2/1 0,07-0,18 0,13 2/1 0,12-0,14
2(5H)-furanon

a Anzahl der durchgefihrten Quantifizierungen fir den jeweiligen Aromastoff / Anzahl der

verwendeten Teechargen (Teepackungen)

n.b.= nicht bestimmt
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Tabelle 38: Konzentrationen wichtiger Aromastoffe in den Teegetranken aus den Sorten
Admiral’s Cup (AC-G) und Ceylon Best (CB-G)

Aromastoff AC-G CB-G

Mg/l N? Bereich[ug/l] ug/l N* Bereich [pg/l]

2-Methylpropanal 58 3/1 55-60 41 31 40-44
3-Methylbutanal 43  3/1 41-46 29 31 28-30
2-Methylbutanal 82 31 77-90 55 31 54-55
Ethyl-2-methylbutanoat 0,05 2/1  0,04-0,05 n.b.P

Hexanal 36 3/1 35-37 46  3/1 44-49
(E)-2-Hexenal 77  3/1 73-79 57 3/1 55-60
(2)-4-Heptenal 0,40 21 0,38-0,42 0,78 21 0,73-0,85
(2)-3-Hexen-1-ol 51 31 50-52 73  3/1 72-73
(E)-2-Nonenal 0,36 2/2 0,34-0,38 0,38 2/1 0,37-0,38
R/S-Linalool 44  2/1 43-46 43 2/1 42-43
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,18 21 0,12-0,24 0,18 21 0,18
Phenylacetaldehyd 79 2/1 78-79 48 2/1 48
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,24 21 0,22-0,26 0,61 21 0,60-0,64
3-Methyl-2,4-nonandion 0,43 2/1 0,40-0,47 0,60 2/1 0,60-0,61
(E,E)-2,4-Decadienal 16 2/1 1,4-1,7 53 211 5,2-5,4
(E)-B-Damascenon 0,54 2/1 0,50-0,56 0,42 2/2 0,38-0,50
Geraniol 22 21 2,2 51 2/1 5,0-5,2
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 0,51 3/2 0,48-0,54 0,73 21 0,68-0,79
B-lonon 39 21 3,8-4,1 3,3 4/2 2,8-3,8
4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 53 2/1 5,3-5,4 15 3/2 15

3(2H)-furanon
3-Hydroxy-4,5-dimethyl- 0,21 2/1 0,20-0,22 0,18 2/1 0,17-0,19
2(5H)-furanon

a Anzahl der durchgefihrten Quantifizierungen fir den jeweiligen Aromastoff / Anzahl der

verwendeten Teechargen (Teepackungen)

n.b.= nicht bestimmt
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2.4.4 Ermittlung der Aromawerte

Analog zum DGA-G wurden fur die quantifizierten Verbindungen der
Schwarzteegetranke die Aromawerte berechnet. Dafir wurden die selben
Schwellenwerte herangezogen, die auch fir die Berechnung der Aromawerte des DGA-
G benutzt wurden (s. 2.1.1.5).

Aromastoffe mit hohen Aromawerten in den Schwarzteegetranken (inklusive DGA-G)
waren Linalool, Geraniol, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal, (E)-B-Damascenon, 3-Methyl-2,4-
nonandion, 2- und 3-Methylbutanal, 2-Methylpropanal und (E,E)-2,4-Decadienal
(Tabelle 39).

Wie schon bei den Quantifizierungsdaten besprochen lagen die gréf3ten Unterschiede
zwischen den Schwarzeteegetranken in den Aromastoffen Linalool, Geraniol und (E)-B-
Damascenon. Allerdings wurde durch Betrachten der Aromawerte die Bedeutung dieser
Aromastoffe deutlich. So waren Linalool und Geraniol im DGA-G, DS-G und GP-G die
Aromastoffe mit den héchsten Aromawerten, wahrend im AC-G und CB-G dies (E)-B-

Damascenon war.

Die auffalligen Konzentrationsunterschiede in Linalool, Geraniol und (E)-B-Damascenon
beim DGA-G, DS-G und GP-G im Vergleich zum AC-G und CB-G spiegelten sich aber
nicht in den Aromaprofilen wieder (s. 2.1.1.1 und 2.4.1). So waren die Intensitaten der
blumigen und fruchtigen Aromaqualitaten fur alle Schwarzteegetranke nicht signifikant
unterschiedlich. Die Konzentrationsunterschiede resultierten demnach in einer

Veranderung des Gesamtaromaprofiles der Schwarzteegetranke.
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Tabelle 39: Aromawerte (AW) wichtiger Aromastoffe in den Schwarzteegetranken aus
den Sorten Darjeeling Gold-Auslese (DGA-G), Darjeeling Star (DS-G),
Golden Palace (GP-G), Admiral's Cup (AC-G) und Ceylon Best (CB-G)

Aromastoff AW

DGA-G DS-G GP-G AC-G CB-G

R/S-Linalool 140 107 106 42 45
Geraniol 45 37 12 0,7 2
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 41 11 20 20 28
(E)-B-Damascenon 38 26 77 134 104
3-Methyl-2,4-nonandion 37 40 64 33 46
3-Methylbutanal 37 16 27 37 25
2-Methylbutanal 37 16 27 37 25
2-Methylpropanal 37 12 23 32 22
(E,2)-2,6-Nonadienal 22 7 9 7 7
(E,E)-2,4-Decadienal 18 17 16 10 34
(2)-4-Heptenal 11 6 22 6 12
Phenylacetaldehyd 9 3 6 13 8
B-lonon 7 15 13 20 17
(2)-3-Hexen-1-ol 7

Hexanal 5

(E,E)-2,4-Nonadienal 3

(E)-2-Nonenal <1 <1 <1 <1 <1
Ethyl-2-methylbutanoat <1 <1 <1 <1 n.b.2
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon <1 <1 <1 <1 <1
(E)-2-Hexenal <1 <1 <1 <1 <1
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon <1 <1 <1 <1 <1

% n.b.=nicht bestimmt



Aromastoffe im Tee Seite 108

Mit dem DGA-G und dem DS-G wurden zwei Schwarzteegetranke aus dem gleichen
Anbaugebiet untersucht. Lediglich die Anbaujahreszeit unterschied diese beiden Tees.
Wahrend der DGA ein Schwarztee aus der Sommerpfliickung war, so wurde der DS im
Frahling geerntet.

Die zwei Aromaprofile der beiden Schwarzteegetranke (Abbildung 4 und Abbildung 29)
unterschieden sich nicht wesentlich. Lediglich die Aromaqualitdten citrusartig/fruchtig
und rosenartig/honig wurden im DGA-G etwas hoher bewertet.

Fur die Aromastoffe wurden bis auf eine Ausnahme im DGA-G durchgehend héhere
Konzentrationen gemessen. Lediglich B-lonon hatte im DS-G eine héhere Konzentration
als im DGA-G. Diese Konzentrationsunterschiede, vor allem bei Linalool und Geraniol
schienen verantwortlich fur die hoheren Bewertungen der Aromaqualitaten
citrusartig/fruchtig und rosenartig/honig im DGA-G zu sein.

Die geringeren Konzentrationen im DS-G beruhen wahrscheinlich auf den

unterschiedlichen au3eren Bedingungen (wie Temperatur und Niederschlag).
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2.4.5 Aromasimulationen

Analog zum DGA-G (s. 2.1.1.6) wurden entsprechend der Konzentrationen der

Aromastoffe Modelltees mit der Matrix Wasser erstellt und bewertet (s. 3.5.4).

Im Folgenden werden die Aromasimulationen mit ihren jeweiligen Originaltees

verglichen:

Beim Vergleich des Rekombinates des DS-G mit dem Originaltee war nur ein
Unterschied bei den Aromaeindriicken citrusartig/fruchtig und heuartig festzustellen
(Abbildung 33). Wahrend das Rekombinat eine erhdhte citrusartige, fruchtige Note
hatte, so hatte der Originaltee einen intensiveren heuartigen Aromaeindruck. Die
anderen untersuchten Aromaqualitaten zeigten eine gute bis teilweise sehr gute
Ubereinstimmung der Aromasimulation mit dem Originaltee DS. Die
Gesamtibereinstimmung des Rekombinates gegentber den Originalteegetrank wurde

mit 2,3 bewertet.

nach Haferflocken/stiB< 1 50 citrusartig/fruchtig

grasig/grin

fischig/tranig

rosenartig/nach Honig

Abbildung 33: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Darjeeling Star (DS-G)



Aromastoffe im Tee Seite 110

Die Aromasimulation des GP-G zeigte einen verminderten heuartigen Geruch und einen
leicht verstarkte citrusartige, fruchtige Note (Abbildung 34). Alle anderen
Aromaeindriicke wurden im Rekombinat und in der Aromasimulation identisch bewertet.
Das Sensorikpanel vergab als Ausdruck der sehr guten Ubereinstimmung der beiden
Proben die Note 2,7.

nach Haferflocken/suf3 citrusartig/fruchtig

karamellartig grasig/grin

fischig/tranig

rosenartig/nach Honig

Abbildung 34: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Golden Palace (GP-G)

Verminderte Intensitaten in der Aromasimulation im Vergleich zum Originaltee des
AC-G wurden fur die Aromaeindriicke heuartig und malzig erkannt (Abbildung 35). Im
Gegensatz dazu wurden die Aromaqualitaten citrusartig/fruchtig und rosenartig/nach
Honig im Teegetrank héher bewertet. Die restlichen Aromaeindricke zeigten eine gute
bis sehr gute Ubereinstimmung der Intensititen der beiden Proben. Die

Ubereinstimmung der Aromasimulation zum Originaltee wurde mit 2,4 bewertet.



Aromastoffe im Tee Seite 111

nach Haferflocken/stuB< 1 50 citrusartig/fruchtig

grasig/grin

heuartig fischig/tranig

fettig/frittiert ‘rosenartig/nach Honig

Abbildung 35: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Admiral’s Cup (AC-G)

Die groRRten Unterschiede zwischen Aromasimulation und Originaltee beim CB-G waren
eine verstarkte citrusartige, fruchtige und eine verminderte heuartige Note
(Abbildung 36). Zusatzlich gab es noch kleine Unterschiede in den Aromaqualitaten
fischig/tranig und nach Haferflocken/suf3, die in der Aromasimulation etwas verringert
waren. Die Gesamtubereinstimmung des Rekombinates gegenuber den

Originalteegetrank wurde mit 2,5 bewertet.

malzig
2,00
nach Haferflocken/stf3< 1 50

citrusartig/fruchtig

grasig/grin

fischig/tranig

rosenartig/nach Honig

Abbildung 36: Vergleich der Aromaprofile des Rekombinates (m) und des
Originalteegetranks (A) aus der Sorte Ceylon Best (CB-G)
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2.5 Potente Aromastoffe in Haferflocken

Das 2,4,6-Nonatrienal wurde bisher nicht in Haferflocken identifiziert, obwohl die
Aromaqualitat der 2,4,6-Nonatrienalisomere sehr stark an Haferflocken erinnert.
Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das Aroma von Haferflocken mittels AEVA
untersucht, um den Beitrag der Isomere von 2,4,6-Nonatrienal zum Haferflockenaroma
zu untersuchen.

50 g Haferflocken wurden erschdpfend mit Diethylether extrahiert und anschlie3end die
nichtfliichtigen Bestandteile durch Hochvakuumtransfer abgetrennt (s. 3.4). Nach
Einengen wurde eine AEVA (s. 3.5.1) durchgefihrt.

Die Aromastoffe wurden durch Vergleich der Aromaqualitat und der Retentionsindizes
auf drei verschiedenen Saulen mit den Referenzsubstanzen identifiziert.

Den mit Abstand hochsten FD-Faktor von 1024 hatte das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal

gefolgt vom (E)-B-Damascenon mit einem FD-Faktor von 16 (Tabelle 40).

Tabelle 40: Wichtige Aromastoffe (FD=4) im Extrakt aus Haferflocken

Aromastoff? Aromagqualitat® RI-Wert (FFAP)® FD¢
(2)-3-Hexenal gran 1148 8
1-Octen-3-on pilzartig 1298 4
Essigsaure essigsauer 1430 8
Buttersaure schweissig 1625 8
3-Methylbutterséaure schweissig 1663 4
(E)-B-Damascenon fruchtig 1815 16
(E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal nach Haferflocken, suf3 1869 8
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal nach Haferflocken, suf3 1877 1024
Vanillin nach Vanille 2605 4

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen aufgrund folgender Kriterien:
Vergleich der RI-Werte auf den Saulen FFAP, DB-5 und OV-1701; Vergleich der Geruchsschwellen
und der Geruchsqualitat am Sniffing-Port

Geruchsqualitat am Sniffing-Port

Linearer Retentionsindex

Flavour Dilution Faktor
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Zusatzlich zum (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurde das (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal und auch
das (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal mittels TDHRGC/MS (s. 3.7.2) in Haferflocken
identifiziert.

Nach den Ergebnissen der AEVA hat das (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal einen

dominierenden Einfluss auf das Aroma von Haferflocken.

Bisher war 2,4,6-Nonatrienal nicht in Haferflocken bekannt. In einer von Guth und
Grosch (1993) durchgefuhrten AEVA von extrudiertem Hafermehl wurde das 2,4,6-
Nonatrienal im Untersuchungsmaterial nicht detektiert. Allerdings beschrieben die
Forscher eine Veranderung des Aromas vom Hafermehl (schwach siRlich, nussartig)
zum Extrudat (frittiert, fettig), so dass ein Verlust des 2,4,6-Nonatrienals wahrend des

Extrudierens maglich war.

Die zwei Isomere (E,E,E)- und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurden mit Hilfe der
Isotopenverdinnungsanalyse (s. 3.6.2) in Haferflocken quantifiziert. Daftur wurden fur
jede Bestimmung 200 g Haferflocken nach 3.4 aufgearbeitet. Die Ergebnisse der

Quantifizierung sind in Tabelle 41 zusammengestellt.

Tabelle 41: Konzentration von (E,E,E)- und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal in Haferflocken

und im Teepulver aus der Sorte Darjeeling Gold-Auslese (DGA-P)

Haferflocken?® DGA-P°
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal 28 264
(E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal 13 164

a

Gehalt von 2,4,6-Nonatrienal in Haferflocken in pg/kg

®  Gehalt von 2,4,6-Nonatrienal im Teepulver Darjeeling Gold-Auslese in pg/kg

Im Vergleich zum Schwarzteepulver war in den Haferflocken nur etwa ein Zehntel des
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienals enthalten. Aber durch das Fehlen anderer geruchsintensiver
Aromastoffe ist der Einfluss des (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienals auf das Haferflockenaroma

viel groler, als der Einfluss des Isomers im schwarzen Tee.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Untersuchungsmaterial

Alle Teepakete wurden sofort nach dem Erwerb in Folie eingeschweil3t und bei —20°C

im Gefrierschrank gelagert.

Schwarztee

Sorte: Darjeeling Gold-Auslese
Erntejahr: 2000

Anbaugebiet: Darjeeling, Indien

Erntejahreszeit: Sommer
Blattgrad: TGFOP
Bezugsquelle: Tee Handelskontor, Bremen

PackungsgroRe: 250 g

Sorte: Darjeeling Gold Star
Erntejahr: 2001
Anbaugebiet: Darjeeling, Indien

Erntejahreszeit:  Fruhling
Blattgrad: FTGFOP
Bezugsquelle: Tee Handelskontor, Bremen

PackungsgroRe: 250 g

Sorte: Golden Palace

Erntejahr: 2001

Anbaugebiet: Nepal

Erntejahreszeit: Sommer

Blattgrad: TGFOP

Bezugsquelle: Tee Handelskontor, Bremen

PackungsgroRe: 100 g
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Sorte:
Erntejahr:
Anbaugebiet:
Erntejahreszeit:
Blattgrad:
Bezugsquelle:

Packungsgrofi3e:

Sorte:
Erntejahr:
Anbaugebiet:
Erntejahreszeit:
Blattgrad:
Bezugsquelle:

Packungsgrofi3e:

Grintee

Sorte:
Erntejahr:
Anbaugebiet:
Erntejahreszeit:
Blattgrad:
Bezugsquelle:

Packungsgrofi3e:

Haferflocken

Sorte:
Hersteller:
Bezugsquelle:

Packungsgrofi3e:

Admiral’s Cup
2001

Assam, Indien
Sommer
GFBOP

Tee Handelskontor, Bremen

250 g

Ceylon Best
2001

Sri Lanka
ganzjahrig
OoP

Tee Handelskontor, Bremen

250 g

Gruner Darjeeling
2002

Darjeeling, Indien
Sommer
TGFOP1

Tee Handelskontor, Bremen

100 g

Blitenzarte Haferflocken

Ko6lln, Elmshorn

Lokaler Supermarkt

500 g
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3.2 Chemikalien

Referenzaromastoffe

Bis-((2-methyl)-3-furyl)-disulfid, Acros Organics, Geel, Belgien
2,3-Butandion, Aldrich, Steinheim

Buttersaure, Fluka, Neu-Ulm

(E)-B-Damascenon, Haarmann & Reimer, Holzminden
(E,E)-2,4-Decadienal, Aldrich, Steinheim

(E)-2-Decenal, Lancaster, Muhlheim
tr-Epoxy-(E)-2-decenal, (Schieberle und Grosch, 1991)
(S)-Ethyl-2-methylbutanoat, Aldrich, Steinheim
3-Ethylphenol, Aldrich, Steinheim

Geraniol, Roth, Karlsruhe

(E,E)-2,4-Heptadienal, Aldrich, Steinheim
(2)-4-Heptenal, Haarmann & Reimer, Holzminden
Hexanal, Aldrich, Steinheim

Hexansaure, Fluka, Neu-Ulm

(E)-2-Hexenal, Aldrich, Steinheim

(2)-3-Hexenal, (Fielder und Rowan, 1995)
(2)-3-Hexen-1-ol, Aldrich, Steinheim
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon, Aldrich Steinheim
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, Aldrich Steinheim
3-lonon, Roth, Karlsruhe

R-Linalool, Aldrich, Steinheim

R/S-Linalool, Fluka, Neu-Ulm

Methional, Aldrich, Steinheim

2-Methoxyphenol, Merck, Darmstadt

2-Methylbutanal, Aldrich, Steinheim

3-Methylbutanal, Aldrich, Steinheim
3-Methylbuttersaure, Aldrich, Steinheim
3-Methylbutylacetat, Aldrich, Steinheim

Methyloctanoat, Aldrich, Steinheim

2-Methylpropanal, Aldrich, Steinheim
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(E,E)-2,4-Nonadienal, Aldrich, Steinheim
(E,Z2)-2,6-Nonadienal, Aldrich, Steinheim
(E,Z2)-2,6-Nonadienol, Aldrich Steinheim
y-Nonalacton, Aldrich, Steinheim
(E)-2-Nonenal, Aldrich, Steinheim
(2)-1,5-Octadien-3-on, (Ullrich und Grosch, 1988)
(E,E)-2,4-Octadienal, Aldrich, Steinheim
d-Octalacton, Aldrich, Steinheim
Octanal, Aldrich, Steinheim
1-Octen-3-on, Lancaster, Muhlheim
Pentansaure, Fluka, Neu-Ulm

Phenol, Aldrich, Steinheim
Phenylacetaldehyd, Aldrich, Steinheim
Phenylessigsaure, Aldrich, Steinheim
2-Phenylethanol, Fluka, Neu-Ulm
Vanillin, Aldrich, Steinheim

Isotopenmarkierte Aromastoffe

[?He]-(E)-B-Damascenon, (Sen et al, 1991)
[H4]-(E,E)-2,4-Decadienal, (Guth und Grosch, 1990a)
[2Hg]-tr-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal, (Guth und Grosch, 1990a)
[Hs]-Ethyl-2-methylbutanoat, (Guth und Grosch, 1993c)
[?H.]-(Z)-4-Heptenal, (Widder und Grosch, 1994)
[?Hs]-Hexanal, (Guth und Grosch, 1993d)

[H,]-Hexansaure, (Jagella und Grosch, 1999)
[?H.]-(E)-2-Hexenal, (Guth und Grosch, 1993c)
[H.]-(Z)-3-Hexenal, (Guth und Grosch, 1990a)
[?H.]-(Z)-3-Hexenol, (Guth und Grosch, 1990a)
[*3C,]-3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon, (Blank et al., 1993)
[*3C,]-4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, (Sen et al, 1991)
[?H.]-Linalool (Fritsch, 2001)

[H.]-3-Methylbutanal, (Schieberle und Grosch, 1992)
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[2H7]-2-Methylpropanal, (Milo und Grosch, 1995)
[2H2]-(E,E)-2,4-Nonadiena|, (Guth und Grosch, 1993d)
[2H2]-(E,Z)-2,6-Nonadiena|, (Guth und Grosch, 1990a)
[2H2]-(E)-2-Nonenal, (Guth und Grosch, 1990a)
[2H2]-(Z)-1,5-Octadien-3-on, (Guth und Grosch, 1990a)
[H.]-1-Octen-3-on, (Guth und Grosch, 1990b)
[Hs]-Phenol, Aldrich, Steinheim

[Hs]-Vanillin, (Semmelroch et al, 1995)

Sonstige Chemikalien

Acetaldehyd, Merck, Darmstadt

13C,-Acetaldehyd, Aldrich, Steinheim

Butyllithium, Fluka, Neu-Ulm

Dess-Martin periodinane, Lancaster, Pelham
Dichlormethan, Merck, Darmstadt

Diethylether, Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat, Merck, Darmstadt
Essigsaure, Merck, Darmstadt

Ethanol, Merck, Darmstadt

(E,E)-2,4-Heptadienal, Aldrich, Steinheim

n-Hexan, Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid, Merck, Darmstadt

Kaliumtertiarbutylat, Fluka, Neu-Ulm

Kieselgel 60 fur Sdulenchromatographie, Merck, Darmstadt
Linolensaure, Fluka, Neu-Ulm

Lithiumaluminiumhydrid, Aldrich, Steinheim
Methyliodid, Aldrich, Steinheim

?Hs-Methyliodid, Aldrich, Steinheim
Methyl-4-(triphenylphosphonium)crotonate bromide, Lancaster, Eastgate
Methanol, Merck, Darmstadt

Natrium, Merck, Darmstadt

Natriumcarbonat, Merck, Darmstadt
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Natriumchlorid, Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat, Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt
Natriumsulfat, Merck, Darmstadt
2,4-Nonandion, Lancaster, Mihlheim
Pentan, Merck, Darmstadt

(E)-2-Pentenal, Aldrich, Steinheim
(2)-2-Penten-1-ol, Aldrich, Steinheim
13C,-Phenylessigsaure, Aldrich, Steinheim
Phenyl-B-D-glucopyranosid, Aldrich, Steinheim
Polyclar AT, Servar, Heidelberg

PSC-Platten (Kieselgel 60), Merck Darmstadt
Salzséaure, 37%, Merck, Darmstadt
Schwefelsaure, Merck, Darmstadt

Seesand, Merck, Darmstadt

Silbernitrat, Merck, Darmstadt

Stickstoff flissig, Linde, Wiesbaden
Tertiarbutylmethylether, Merck, Darmstadt

Tris-[2-(2-methoxyethoxy)-ethyl]-amine, Lancaster, Eastgate

Tween 80, Aldrich, Steinheim

Reinigung von Chemikalien

Dichlormethan, Diethylether und Pentan wurde vor Gebrauch an einer Vigreux-Kolonne

destilliert.
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Phosphatpuffer

Ldsung A: 9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat ad 1 | mit destilliertem Wasser
Lésung B: 11,876 g Dinatriumhydrogenphosphatdihyrat ad 1 | mit destilliertem Wasser

pH 7,0:

612 ml Lésung B ad 1 | mit Lésung A

pH 5,5:

390 ml Lésung B ad 1 | mit Lésung A
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3.3 Synthesen

3.3.1 Referenzaromastoffe

3-Methyl-2,4-nonandion

Die Synthese von 3-Methyl-2,4-nonandion erfolgte in Anlehnung an die Veroffentlichung
von Guth und Grosch (1989).

Abbildung 37: Synthese zu 3-Methyl-2,4-nonandion

Zu einer Losung von Natriumethanolat (26 mmol, 1352 mg) in 13 ml Ethanol, die auf
70 °C erwarmt wurde, wurde langsam 2,4-Nonandion (26 mmol, 4056 mg) zugetropft.
Nach Zugabe von Methyliodid (26 mmol, 3692 mg) wurde das Gemisch fur drei Stunden
gerihrt. AnschlieBend wurde das Ethanol fast vollstandig abdestilliert und der
Ruckstand mit 0,5 % Essigsaure verdinnt. Das Reaktionsprodukt wurde mit
Diethylether ausgeschuttelt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nicht umgesetztes 2,4-
Nonandion wurde mittels mehrfacher S&aulenfraktionierung (wassergekihlte Saule,
Saulendurchmesser 1,5 cm) abgetrennt, wobei ein nach Esterbauer (1968)
aufgearbeitetes Kieselgel (25 g) verwendet wurde. Die Elution erfolgte mit Pentan/Ether
im Verhaltnis 8:2 und das Eluat wurde in Schritten zu 10 ml aufgefangen. Das 3-Methyl-
2,4-nonandion wurde kurz nach dem Ausgangsprodukt 2,4-Nonandion eluiert.

Der Gehalt der erhaltenen Losung von 3-Methyl-2,4-nonandion wurde gegen
Methyloctanoat quantifiziert, das die gleiche effektive Kohlenstoffzahl (Sevcik, 1976)

besitzt.

Ergebnis: 114,4 mg 3-Methyl-2,4-nonandion (0,67 mmol = 2,6 % d. Th.); heuartiger

Geruch
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Abbildung 38: Massenspektrum von “Hs-3-Methyl-2,4-nonandion
(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal

Die Synthese von 2,4,6-Nonatrienal erfolgte in enger Anlehnung an die Vorschrift von
Buttery (1975) (Abbildung 39).

/\M\/‘O+ AFO —>/\N\/\/‘O

Abbildung 39: Syntheseweg zu 2,4,6-Nonatrienal nach Buttery (1975)

Zu (E,E)-2,4-Heptadienal (0,6 mg, 6 mmol), das in einem Salzeisbad auf -5 °C gekuhlt
wurde, wurde zuerst Acetaldehyd (0,55 mg, 12 mmol) und anschlieRend unter Rihren
funf Tropfen einer 50 % Kaliumhydroxidlésung gegeben. Die Lésung wurde 15 Minuten
bei -5 °C und danach eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt.

Das Reaktionsprodukt wurde in 100 ml Diethylether aufgenommen, zuerst mit
verdinnter Salzsaure (50 ml, 3 N) wund anschlieBend mit gesattigter
Natriumcarbonatldsung gewaschen, bevor letztlich die Lésung Uber Natriumsulfat

getrocknet wurde.
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Die Abtrennung von nicht umgesetzten (E,E)-2,4-Heptadienal und Nebenprodukten
erfolgte saulenchromatographisch (wassergekihlte Saule, Sdulendurchmesser 1,5 cm),
wobei ein nach Esterbauer (1968) aufgearbeitetes Kieselgel (50 g) verwendet wurde.
Das 2,4,6-Nonatrienal wurde bei einem Mischungsverhaltnis von Pentan/Ether gleich
80/20 eluiert.

Fur die Synthese von (E,E,E)- und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal wurde auf die

phasentransferkatalysierte Wittigreaktion (Daubresse et al., 1993) zurtickgegriffen.

Synthese von 2,4,6-Nonatriensauremethylester

Tris-[2-(2-methoxyethoxy)-ethyl]-amine (TDA-1) (1 mmol, 323 mg), 80 ml gesattigte
Natriumcarbonatldsung und 80 ml Dichlormethan wurden fir mehrere Minuten heftig
geruhrt. Danach wurden Methyl-4-(triphenylphosphonium)crotonate bromide (1,5 mmol,
662 mg) und (E)-2-Pentenal (1 mmol, 84 mg) zugesetzt und 12 h unter Lichtausschluss
bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die organische
Phase abgetrennt, die wassrige Phase zweimal mit Dichlormethan (100 ml)
ausgeschattelt, die organischen Phasen vereinigt und nach Zugabe von verdinnter
Salzsaure (75 ml, 10 %) fur 12 h gerdhrt. Wie beim letzten Schritt wurde nach der
Reaktionszeit die organische Phase abgetrennt und die wassrige zweimal mit
Dichlormethan (100 ml) ausgeschuttelt. Die vereinigte organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und ein Grof3teil des Lésungsmittels am Rotationsverdampfer
abgetrennt.

Eine grobe Abtrennung der Nebenprodukte erfolgte durch Saulenchromatographie
(wassergekihlte Saule, Saulendurchmesser 1,5 cm) mit Kieselgel (50 g) und Elution mit
Diethylether (200 ml).

MS (El): 77(100), 91(87), 93(53), 59(50), 105(48), 79(46), 166(35), 107(32), 137(31),
78(25), 135(21), 51(18), 106(16), 65(14), 92(11), 136(10), 52(9), 50(8), 150(6), 167(5),
63(5), 53(5), 165(4)
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Reduktion zum 2,4,6-Nonatrien-1-ol

Die Reduktion erfolgte durch Zugabe von Lithiumaluminiumhydrid (kleine Spatelspitze)
zur Losung des 2,4,6-Nonatriensduremethylesters. Nach einer Stunde RuUhren bei
Raumtemperatur wurden ein paar Tropfen Wasser unter starkem Rihren zugegeben.
Nach Beenden der Gasentwicklung wurde verdinnte Schwefelsaure (10%) zugetropft,
bis sich der Niederschlag aufgeltst hatte. Die Wasserphase wurde im Schitteltrichter
abgetrennt und die erhaltene Etherphase tUber Natriumsulfat getrocknet.

MS (EI): 79(100), 91(35), 77(23), 138(23), 107(14), 80(8), 65(7), 105(7), 109(7)

Oxidation zum 2,4,6-Nonatrienal

Zur Losung von 2,4,6-Nonatrien-1-ol in Dichlormethan wurde Dess-Martin-Reagenz
(2 mmol, 440 mg) gegeben und zwolf Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Nach der
Reaktion wurde das Losungsmittel fast vollstandig am Rotationsverdampfer abgezogen,
der Rickstand in Pentan aufgenommen und filtriert.

Die Reinigung der beiden Isomere des 2,4,6-Nonatrienals erfolgte
saulenchromatographisch (wassergekihlte Saule, Sdulendurchmesser 1,5 cm) mit nach
Esterbauer (1968) aufgearbeitetem Kieselgel (50 g). Die Elutionsmittel und -volumen

sind in Tabelle 42 zusammengestellt.

Tabelle 42: Elutionsmittel und Elutionsvolumen zur saulenchromatographischen
Trennung bei der Synthese von (E,E,E)- und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal

Fraktion Elutionsmittel Volumen
(Pentan/Ether) Elutionsmittel (ml)

95/5 100
B 90/10 200
C 0/100 100

Die Isomere des 2,4,6-Nonatrienals befanden sich in Fraktion B.
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Die Synthese von (E,E,Z2)- und (E,Z,2)-2,4,6-Nonatrienal erfolgte analog zur Synthese
von (E,E,E)- und (E,Z,E)-2,4,6-Nonatrienal, aber anstelle des (E)-2-Pentenals wurde

das (2)-2-Pentenal zur Synthese des 2,4,6-Nonatriensauremethylesters verwendet.
Synthese von (2)-2-Pentenal :

Zu einer Lésung von (2)-2-Penten-1-ol (1,5 mmol, 130 mg) wurde Dess-Martin-Reagenz
(2 mmol, 880 mg) gegeben und zwolf Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Nach der
Reaktion wurde das Losungsmittel fast vollstdndig am Rotationsverdampfer abgezogen,

der Rickstand in Pentan aufgenommen und filtriert.

Die  Zwischenprodukte 2,4,6-Nonatriensauremethylester und 2,4,6-Nonatrienol
unterschieden sich massenspektrometrisch nicht von den Zwischenprodukten der
Synthese der (E,E,E)- und (E,Z,E)-Isomere (s.0.).

3.3.2 Isotopenmarkierte Aromastoffe
Hs-3-Methyl-2,4-nonandion

Die Synthese von ®Hs-3-Methyl-2,4-nonandion erfolgte in Anlehnung an die Synthese
der unmarkierten Verbindungen (s. 3.3.1; Guth und Grosch, 1989).

O

0
M bl

EtO”

Abbildung 40: Synthese zu ?Hs-3-Methyl-2,4-nonandion

Die Isotopenmarkierung wurde durch den Austausch von Methyliodid durch *Hs-

Methyliodid in das Molekul eingeftihrt.

Ergebnis: 805 mg *Hs-3-Methyl-2,4-nonandion (4,65mmol = 17,9% d. Th.); heuartiger
Geruch
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Abbildung 41: Massenspektrum von ?Hs-3-Methyl-2,4-nonandion (MS/EI)
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Abbildung 42: Massenspektrum von Hs-3-Methyl-2,4-nonandion (MS/CI)
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13C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal
Die Synthese von 3C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal erfolgte analog zur Synthese der
unmarkierten Verbindung (s. 3.3.1). Die beiden Kohlenstoffisotope wurden eingefiihrt,

indem der Acetaldehyd durch **C,-Acetaldehyd ersetzt wurde.

13C,-2-Phenylethanol

0
©/\’/ LIAIH, OH

Abbildung 43: Synthese von *3C,-Phenylethanol
LiAIH,: Lithiumalumiumhydrid

500 mg (3,7 mmol) 3C,-Phenylessigsaure wurden in 20ml wasserfreien Ether geldst
und vorsichtig unter RUhren eine kleine Spatelspitze Lithiumaluminiumhydrid
zugegeben.

Nach einer Stunde Ruhren bei Raumtemperatur wurde vorsichtig Wasser zugetropft bis
keine Gasentwicklung mehr eintrat und anschlielend wurde der Niederschlag durch
Zugabe von 4 N Schwefelsdaure aufgelést. In einem Schitteltrichter wurde die
organische Phase von der wassrigen getrennt und die wassrige noch zweimal mit
Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und Uber
Natriumsulfat getrocknet.

MS (El): 92(100), 93(62), 144(33), 65(15), 39(7), 51(6), 77(5)

MS (Cl): 107(100)



Aromastoffe im Tee Seite 128

13C,-Phenylacetaldehyd

OH @)
©/\/ DM ©/v/

Abbildung 44: Synthese von **C,-Phenylacetaldehyd

DM: Dess-Martin Reagenz

Zu in Dichlormethan gelésten °C,-2-Phenylethanol (3,7 mmol, 460 mg) wurde
schrittweise Dess-Martin Reagenz (5,5 mmol, 2500 mg) gegeben und das Gemisch
anschlieRend fur 12 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.

Danach wurde das Lésungsmittel fast vollstdandig am Rotationsverdampfer abgezogen,
der Rickstand in Pentan aufgenommen und filtriert.

Der 3C,-Phenylacetaldehyd wurde vom nicht umgesetzten 3C,-Phenylethanol mittels
Saulenchromatographie  (wassergekihlte Saule, Saulendurchmesser 1,5 cm)
abgetrennt, wobei ein nach Esterbauer (1968) aufgearbeitetes Kieselgel (509)
verwendet wurde. Der Aldehyd wurde bei einem Verhéltnis von Pentan/Ether gleich
95/5 eluiert.

Die Konzentration der erhaltenen Losung wurde am GC/FID gegen die Reinsubstanz
unter Verwendung des internen Standards Methyloctanoat bestimmt.

MS (El): 92(100), 93(27), 122(19), 66(14), 65(9), 64(6)

MS (CI): 123(100)
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3.4 Isolierung von Aromastoffen

Um Nebenreaktionen bei der Isolierung, wie die Bildung oder den Abbau von
Aromakomponenten durch Lichteinwirkung zu verhindern, wurde bis zur Abtrennung der
Farbstoffe durch den Hochvakuumtransfer ausschliel3lich Braunglas verwendet oder

durch Umwicklung der Glasgerate mit Aluminiumfolie der Lichteintritt verhindert.
Isolierung fluchtiger Verbindungen aus dem Teepulver fir den Einsatz zur AEVA

50 g des zu untersuchenden Teepulvers wurden in einer handelstiblichen Moulinette
zerkleinert und mit 200 ml Dichlormethan fiir drei Stunden unter Ruhren extrahiert. Nach
Abtrennung der flissigen Phase durch Filtration wurde der Rickstand erneut mit 200 ml
Dichlormethan versetzt und weitere 16 h extrahiert. Im dritten Schritt wurde der
Rickstand weitere drei Stunden mit 200 ml Diethylether extrahiert.

Nach Filtration wurden die vereinten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet
und an einer Vigreux-Kolonne bei 42 °C auf 50 ml eingeengt, die zum anschlie3enden

Hochvakuumtransfer eingesetzt wurden.
Isolierung fluchtiger Verbindungen aus dem Teegetrank fir den Einsatz zur AEVA

Die zu untersuchende Teemenge wurde in einem Becherglas vorgelegt und mit der
entsprechenden Menge an kochendem Wasser Ubergossen. Das Wasservolumen
wurde so gewahlt, dass pro Liter Wasser 12 g Teeblatter verwendet wurden.

Exakt zweieinhalb Minuten nach Aufbriihen wurden die gequollenen Teeblatter durch
Filtration entfernt, einmal mit 100 ml kalten Wasser gewaschen und das Teegetrank
sofort im Eisbad abgekuhlt um weitere thermische Reaktionen zu verhindern.

Das abgekihlte Getrdnk wurde dreimal mit Dichlormethan und zweimal mit Ether
ausgeschdattelt, die organischen Phasen wurden vereinigt und Uber Natriumsulfat
getrocknet. Vor Durchfihrung des Hochvakuumtransfers wurde der Extrakt an einer

Vigreux-Kolonne bei 42 °C auf 50 ml eingeengt.
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Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE)

Zur Abtrennung der flichtigen Verbindungen von den nichtflichtigen wurde ein
Hochvakuumtransfer mit der Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE)-Apparatur
(Engel et al, 1999) durchgefuhrt (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Apparatur fur die Solvent Assisted Flavor Evaporation (nach Engel et al.,
1999)
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An den unteren Enden der SAFE-Apparatur wurden zwei Rundkolben (3 und 5) unter
Benutzung von Silikonringen (6) dicht angebracht. Nutzlich ist die Verwendung eines
groReren Rundkolbens unterhalb des Einlassventils, um spater das Mitreissen von nicht
fluichtigen Bestandteilen bei der Destillation zu erschweren. Das Wasserbad und der
beheizbare Teil der Apparatur wurden auf 40 °C temperiert und ein Vakuum von 107
mbar wurde durch einen Hochvakuumpumpenstand Uber das Anschlussteil (7)
angelegt. Das Dewar-Kuhlgefass um den Rundkolben (5) und die Sicherheitskihlfalle
wurden mit flissigem Stickstoff geftillt.

Der Extrakt wurde langsam durch den Tropftrichter in das System gelassen, wo er
explosionsartig verdampfte. Die flichtigen Substanzen kondensierten in der Kuhlfalle
(5), wahrend sich die nicht flichtigen an dem Rand des Einlassrundkolbens (3)
niederschlugen.

Nach Beenden des Hochvakuumtransfers wurde die Apparatur beliftet und der Kolben

mit dem Destillat (5) abgenommen.

Das erhaltene Destillat wurde fur die AEVA und die Identifizierung anschlie3end an
einer Vigreux-Kolonne auf 5 ml eingeengt, bevor es schliel3lich mittels Mikrodestillation

auf 0,5 ml konzentriert wurde.

Probenaufarbeitung fur die Identifizierung von Aromastoffen

200 g Tee wurden in einer handelstblichen Moulinette pulverisiert und mit 300 ml
Dichlormethan versetzt. Nach einstiindigem RiUhren wurde das Ldsungsmittel durch
Filtration entfernt und der Ruckstand erneut mit 200 ml Dichlormethan versetzt und
geruhrt. Diese Vorgehensweise wurde wiederholt bis insgesamt 1,5 | Losungsmittel
verbraucht wurden. Letztlich folgte eine dreistiindige Extraktion mit 300 ml Diethylether
bevor die Filtrate kombiniert und an einer Vigreux-Kolonne auf 100 ml eingeengt
wurden.

Die flichtigen Bestandteile des konzentrierten Extraktes wurden von den nichtfliichtigen
Bestandteilen durch eine Hochvakuumdestillation abgetrennt und das erhaltene Destillat

wurde nach Konzentrierung auf 0,5 ml zur Fraktionierung eingesetzt.

Es folgte eine Fraktionierung des Destillates in eine neutral-basische und eine saure

Fraktion.
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Die aciden Verbindungen wurden durch dreimaliges Ausschitteln mit 50 ml
Natriumcarbonatlésung (0,5 mol/l) in die wassrige Phase Uuberfihrt. Die vereinten
wassrigen Phasen wurden mit 100 ml gesattigter Natriumchloridldsung versetzt und
zweimal mit 50 ml Diethylether ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden
vereinigt, Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Einengen auf 0,5 ml an der
Vigreux-Kolonne wurde die neutral-basische Fraktion erhalten.

Die abgetrennten wassrigen Phasen wurden vereinigt, mit verdiinnter Salzsaure (1 M)
auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt und anschlie3end dreimal mit 50 ml Diethylether
ausgeschdattelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Uber Natriumsulfat
getrocknet und abschlie3end mittels einer Vigreux-Kolonne und Mikrodestillation auf 0,5
ml eingeengt. Die dadurch erhaltene saure Fraktion wurde direkt zur ldentifizierung
eingesetzt.

Die neutral-basische Fraktion wurde mittels S&dulenchromatographie weiter fraktioniert.
Fur die Saulenchromatographie, zur weiteren Auftrennung des Extraktes nach der
Polaritat, wurde Kieselgel 60 verwendet, das nach Esterbauer (1968) konditioniert und
auf einen Wassergehalt von 7 % eingestellt wurde.

50 g gereinigtes Kieselgel 60 wurden in eine gekihlte Glassaule (29x1 cm) mit Pentan
eingeschlammt und der Extrakt mit Elutionsmitteln zunehmender Polaritat aufgetrennt
(Tabelle 43).

Tabelle 43: Elutionsmittel und Elutionsvolumen zur s&ulenchromatographischen

Trennung fur die Anreicherung der Aromastoffe

Fraktion Elutionsmittel Volumen
(Pentan/Ether) Elutionsmittel (ml)

A 98/2 50
B 98/2 100
C 95/5 100
D 90/10 100
E 70/30 100
F 0/100 100




Aromastoffe im Tee Seite 133

Die FlieRgeschwindigkeit betrug 2 ml/min. Die Einzelfraktionen wurden getrennt
aufgefangen, Uber Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne und

anschlieRender Mikrodestillation auf 0,5 ml eingeengt.
Probenaufarbeitung fur die Quantifizierung von Aromastoffen

Die Aufarbeitungsmethoden fir die Quantifizierung von Aromastoffen im Teepulver und
Teegetrank entsprachen weitestgehend denen fir die AEVA (s.0.). Unterschiedlich war
lediglich die Zugabe von isotopenmarkierten Standardlésungen. Im Fall der
Quantifizierung von Teepulver erfolgte die Dotierung kurz nach der ersten Zugabe des
Extraktionsmittels. Bei der Quantifizierung von Teegetranken wurde der Standard nach
dem Abkihlen des Teegetrankes zugegeben und das Gemisch 30 Minuten aquilibriert
bevor die Aromastoffe ausgeschdittelt wurden.

Die eingesetzte Menge an Teepulver fir die Aufarbeitungen richtete sich nach der
Konzentration des zu untersuchenden Aromastoffes im Teepulver bzw. im Teegetrank.
Die Aufarbeitungsmenge wurde so gewahlt, dass sich in der aufgearbeiteten Teemenge
ungefahr drei Mikrogramm des Aromastoffes befanden. Die absolute Menge an
markierten Aromastoff wurde so gewahlt, dass sie im Verhaltnisbereich von 0,5 zu 2,0
zum unmarkierten Aromastoff lag.

Die benutzten isotopenmarkierten Verbindungen sind in Tabelle 44 zusammengestellt.
Folgende Aromastoffe wurden nicht mit den &quivalenten isotopenmarkierten
Verbindungen quantifiziert, sondern mit strukturdhnlichen markierten Verbindungen:
Geraniol mit ?H,-Linalool, 2-Methylbutanal mit “?H,-3-Methylbutanal, B-lonon mit ?He-(E)-
B-Damascenon und die verschiedenen Isomere des 2,4,6-Nonatrienal mit **C,-(E,E,E)-
2,4,6-Nonatrienal.

Die Aufarbeitung zur Quantifizierung der Aromastoffe 2-/3-Methylbutanal und 2-
Methylpropanal wurden nur mit Diethylether durchgefiihrt, um eine Uberdeckung der
Aromastoffe durch das Ldsungsmittel Dichlormethan zu verhindern. Bei den
entsprechenden Arbeitsschritten wurde das Dichlormethan durch die gleiche Menge

Diethylether ersetzt.
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Tabelle 44: Isotopenmarkierte Standards, ausgewabhlte Massenspuren und
Responsefaktoren fur die Konzentrationsbestimmungen
Aromastoff lon (m/z) Isotopen- lon (Mm/z) R®
A?®  markierung®  An°
(E)-B-Damascenon 191 He 194-198 1,11
(E,E)-2,4-Decadienal 153 ’H, 156-158 1,03
tr-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 139 ’H, 143 0,93
Ethyl-2-methylbutanoat 131 Hs 134 0,99
Geraniol® 137 - - -
(2)-4-Heptenal 95 ’H, 97 0,67
Hexanal 101 ’H, 105 0,82
Hexanséaure 131 ’H, 133 0,80
(E)-2-Hexenal 99 ’H, 101 0,95
(2)-3-Hexenal 99 ’H, 101 0,92
(2)-3-Hexen-1-ol 85 ’H, 87 0,98
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 129 3¢, 131 0,99
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 129 3¢, 131 1,00
B-lonon' 193 - - -
Linalool 137 ’H, 139 0,96
2/3-Methylbutanal 69 ’H, 71 0,91
3-Methyl-2,4-nonandion 171 Hs 174 0,86
2-Methylpropanal 73 ’H, 80 0,86
(E,E)-2,4-Nonadienal 139 ’H, 141 0,81
(E,Z)-2,6-Nonadienal 139 ’H, 141 0,61
2,4,6-Nonatrienal 137 3¢, 139 1,01
(E)-2-Nonenal 141 ’H, 143 0,75
(2)-1,5-Octadien-3-on 125 ’H, 127 0,95
1-Octen-3-on 127 ’H, 129 0,97
Phenol 95 Hs 100 0,98
Phenylacetaldehyd 121 3¢, 123 1,00
2-Phenylethanol 105 3¢, 107 1,00
Vanillin 153 Hs 156 0,99
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m/z des unmarkierten Analyten
Isotopenmarkierung des Standards
m/z des isotopenmarkierten Standards
Responsefaktor

Geraniol wurde mit ?H,-Linalool als Standard quantifiziert

B-lonon wurde mit “Hg-(E)-B-Damascenon als Standard quantifiziert

Probenaufarbeitung fur die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses chiraler

Aromastoffe

Fur die Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses von R- und S-Linalool im
Teepulver und Teegetrdnk wurden jeweils 2 g Teepulver eingesetzt und analog zu den
Aufarbeitungen fur die AEVA (s.0.) verarbeitet.

Die von den nichtflichtigen Bestandteilen entfernten Destillate wurden letztlich auf 0,5
ml eingeengt und fir die massenspektrometrische Bestimmung unter Verwendung einer

chiralen Saule eingesetzt (s. 3.6.3).

Probenaufarbeitung fir die Untersuchung der temperaturabhdngigen Freisetzung

von Aromastoffen beim Aufbriihen

Jeweils 4 g des Darjeelin Stars wurden mit 20 °C warmen und kochendem Wasser
versetzt. Die Aufbrihmethodik entsprach dem normalen Aufbrihen der Teegetrdnke
(s.0.). In einem dritten Ansatz wurden 4 g mit 20 °C warmen Wasser versetzt, allerdings
betrug die Ziehdauer 15 Minuten. Nach dem Abkuhlen wurden die fur die
Isotopenverdinnungsanalyse notwendigen isotopenmarkierten Standards zugesetzt
(Tabelle 44) und die Teegetrdnke wie fur die AEVA beschrieben (s.o0.) fur die
guantitative Messung am HRGC/MS Gerat aufgearbeitet.
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Probenaufarbeitung fur die Untersuchung zu glykosidischen Aromastoffvorstufen

100 g des ,Gruner Darjeeling” wurden in einer handelstiblichen Moulinette zerkleinert
und anschlielend 15 Minuten mit 500 ml einer Phosphatpufferlosung pH 7 extrahiert
und abschlieBend das nichtgeloste Teepulver abzentrifugiert. Danach wurden die
Polyphenole durch Zugabe von 5 g Polyclar AT gefallt und durch Zentrifugation
abgetrennt. Das Filtrat wurde mit Wasser auf exakt 250 ml aufgefillt. Es wurden vier
Ansatze mit jeweils 25 ml des Extraktes erstellt:

Jedem Ansatz wurden 5 ml interner Standard “Hs-Phenol (c=1,93 pg/ml) und 4 mi
Phenyl-3-D-glucopyranosid (c=12,1 pg/ml) zugesetzt. Zusatzlich wurde der zweite
Ansatz mit einer Spatelspitze B-Glucosidase versetzt, wahrend zum dritten Ansatz eine
kleine Spatelspitze Pectinase gegeben wurde.

Die Ansatze eins bis drei wurden fur 60 Minuten bei 37 °C inkubiert wahrend der vierte
Ansatz fur zweieinhalb Minuten aufgekocht wurde. Nach dem Abkthlen wurden die flr
die IVA notwendigen isotopenmarkierten Standards zugegeben (Tabelle 44) und die
Ansatze 30 Minuten &aquilibriert. Nach Ablauf der 30 Minuten wurden die Ansatze
zweimal mit 50 ml Diethylether ausgeschiittelt, die organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und auf 0,5 ml eingeengt. Danach wurden die Ansatze mittels
HRGC/MS (s. 3.7.2) vermessen.

Probenaufarbeitung fur die Untersuchung von Linolensdureabbauprodukten

100 mg Linolensaure wurden in 10 ml Wasser mit 5 ml 0,001% Tween 80 und einigen
Tropfen 1 N Natriumhydroxidlésung gelést und mit Phosphatpuffer pH 5,5 auf 200 mi
aufgefullt. Danach wurde der Ansatz fir finf Minuten mit reinem Sauerstoff begast und
fur 14 Stunden bei 40 °C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der fir die IVA
notwendige isotopenmarkierte Standard zugegeben (Tabelle 44), fur 30 Minuten
aquilibriert und anschlieRend der Ansatz zweimal mit Dichlormethan ausgeschuttelt. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und die
Konzentration der 2,4,6-Nonatrienal-lsomere am TDHRGC/MS-System (s. 3.7.2)
gemessen.

Als Blindwert wurde der gleiche Ansatz ohne Inkubationszeit vermessen.
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Probenaufarbeitung fur die AEVA von Haferflocken

50 g Haferflocken wurden in einer handelstblichen Moulinette zerkleinert und mit
200 ml Diethylether fur drei Stunden unter Ruhren extrahiert und der Rickstand durch
Filtration abgetrennt. Anschlielend wurde der Rickstand erneut mit 200 ml Diethylether
versetzt und weitere 16 h extrahiert. Im dritten Schritt wurde der Rickstand weitere drei
Stunden mit 200 ml Diethylether extrahiert. Die Filtrate wurden vereinigt, Uber
Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne bei 40 °C auf 50 ml eingeengt.
Der Extrakt wurde einem Hochvakuumtransfer ausgesetzt um die nichtflichtigen

Bestandteile abzutrennen und das Destillat wurde abschlieRend auf 0,5ml eingeengt.

Probenaufarbeitung fir die Quantifizierung der Isomere von 2,4,6-Nonatrienal in

Haferflocken

Fur die Quantifizierung von 2,4,6-Nonatrienal wurden 200 g Haferflocken analog zur
Probenaufarbeitung fur die AEVA bearbeitet (s.0.). Unterschiedlich war lediglich die
Zugabe des isotopenmarkierten Standards (Tabelle 44) vor der beginnenden Extraktion
zum zerkleinerten Haferflockenpulver. Die Konzentrationen der Isomere von 2,4,6-

Nonatrienal wurden am TDHRGC/MS (s. 3.7.2) gemessen.
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3.5 Sensorische Methoden

3.5.1 Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (HRGC/O)

Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA)

Fur die Aromaextraktverdinnungsanalyse wurde der Extrakt sukzessive mit Diethylether
1:1 verdunnt und die Aromastoffe jeder Verdinnungsstufe mittels HRGC/O detektiert,
bis keine geruchsaktiven Verbindungen mehr nachweisbar waren (Schieberle und
Grosch, 1987). Die letzte Verdinnungsstufe, bei der ein Aromastoff noch erkennbar
war, ist sein FD-Faktor (FD = Flavor Dilution). Der unverdinnte Extrakt erhielt

definitionsgemal’ einen FD-Faktor von eins (Ullrich und Grosch, 1987).

Messen statischer Headspaceproben

Tee wurde frisch aufgebriht und 50 ml des Teegetranks wurden in einen mit Septum
verschlossenen 300 ml Erlenmeyerkolben auf 50 °C im Dunkeln temperiert, um eine
Gleichgewichtseinstellung zwischen Wasserphase und Gasraum zu erlangen. 20 ml des
Gasraums wurden mit einer gasdichten Spritze entnommen, in das
Probenaufgabesystem des Headspace-Gaschromatographen (s. 3.7.1) injiziert und

olfaktometrisch detektiert.

3.5.2 Sensorische Identifizierung von Aromastoffen

Mit der HRGC/O wurden die Aromastoffe anhand ihrer Aromaqualitat, der
Geruchsstarke und ihrer Retentionszeiten auf drei S&ulen unterschiedlicher Polaritat
identifiziert.

Es wurden Verdinnungen der Reinsubstanzen erstellt, so dass die Konzentration der
Reinsubstanz mit der Konzentration des Aromastoffes im Extrakt aquivalent war. Dann
wurden beide Lésungen direkt nacheinander in den Gaschromatographen eingespritzt
und die Aromaqualitdt und —intensitat verglichen. Zusatzlich wurde der lineare
Retentionsindex der Reinsubstanz und des Aromastoffes auf drei S&ulen

unterschiedlicher Polaritat verglichen.
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3.5.3 Bestimmung von Geruchsschwellen

Geruchsschwellen in Luft

Die Geruchsschwellen in Luft wurden nach dem Prinzip einer AEVA (s. 3.5.1) am
Gaschromatographen olfaktometrisch  bestimmt (Ullrich und Grosch, 1987). Einer
Losung mit bekannter Konzentration des zu untersuchten Aromastoffes wurde eine
definierte Menge an (E)-2-Decenal, das als interner Standard fungierte, zugesetzt. Nach
Durchfiihrung der AEVA errechnete sich die Geruchschwelle des zu untersuchenden
Aromastoffes unter Bertcksichtigung der Geruchsschwelle von (E)-2-Decenal in Luft
(2,7 ngll; Teranishi et al, 1974) und der beiden ermittelten FD-Faktoren und

Konzentrationen nach folgender Gleichung (Gleichung 1):

Gleichung 1: Formel zur Berechnung von Geruchsschwellen in Luft

c(x) x FD(Dec
Geruchsschwelle(x) = 2,7ng /1 x (x) (Dec)

c(Dec) x FD(x)
c(x): Konzentration der untersuchten Verbindung
c(Dec): Konzentration von (E)-2-Decenal
FD(x): Flavor Dilution Faktor der untersuchten Verbindung

FD(Dec): Flavor Dilution Faktor von (E)-2-Decenal

Geruchsschwellen in Wasser

Fur die Bestimmung der Geruchsschwellen in Wasser wurde als erstes untersucht, ob
der verwendete Reinstoff Verunreinigungen enthalt, die den Geruch beeinfluRen. Dazu
wurde eine ethanolische Losung des Reinstoffes mit der Konzentration 1000 pg/mi
erstellt und diese einer AEVA (s. 3.5.1) unterzogen. Bei der Reinheitsuberprifung
wurde mit einem Verdunnungsfaktor von zehn gearbeitet. Ein Aromastoff wurde als rein
angesehen, wenn die geruchlichen Verunreinigungen einen um mindestens Faktor 100

geringeren FD-Faktor besalien.
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Die Geruchschwellen der Aromastoffe R-Linalool, Geraniol, 3-Methyl-2,4-nonandion,
(E,2)-2,6-Nonadienal, (Z)-4-Heptenal, Phenylacetaldehyd, [-lonon, (EE)-2,4-
Decadienal, (E,E)-2,4-Nonadienal, Hexansaure, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon,
(E)-2-Nonenal und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurden nach folgender Vorschrift ermittelt:
Der Reinstoff wurde in Ethanol geldst und eine Verdinnung mit einem geschétzten
Aromawert von 20 erstellt. Die erstellte Verdinnung wurde sukzessive 1+1 (v/v) mit
Trinkwasser verdinnt und jede Verdinnungsstufe wurde von einem geschulten
Sensorikpanel, mit mindestens 10 Prifpersonen, in einem Triangeltest gegen zwei
Blindproben (Trinkwasser) bewertet.

Die Geruchsschwelle von (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurde aus dem Isomerengemisch
von (E,E,E) und (E,E,Z) ermittelt. Durch die viel niedrigere Geruchsschwelle des
(E,E,2)-Isomers konnte der Beitrag des (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienals vernachlassigt

werden.

Die Aromastoffe 2-Methylpropanal, 3-Methylbutanal, 2-Methylbutanal, (Z)-3-Hexenol,
(E)-2-Hexenal, Ethyl-2-methylbutanoat und Hexanal wurden im Rahmen einer
koordinierten Geruchsschwellenbestimmung von Mitarbeitern der Technischen
Universitdt Minchen und der Deutschen Forschungsanstalt fir Lebensmittelchemie
nach folgender Vorschrift erstellt:

Der Reinstoff wurde in Ethanol gelost und eine Verdinnung mit Trinkwasser mit einem
geschatzten Aromawert von 100 erstellt. Die erstellte Verdinnung wurde sukzessive
1+2 (v/v) mit Trinkwasser verdunnt und jede Verdinnungsstufe wurde von einem
geschulten Sensorikpanel, mit mindestens 15 Prifpersonen, in einem Triangeltest
gegen zwei Blindproben (Trinkwasser) bewertet.

Die Geruchsschwellen wurden nach 8 35 LMBG, Methoden 00.90-7 und 00.90-9
(Bundesgesundheitsamt, 1996) aus den Schwellenwerten der einzelnen Prifpersonen

nach folgenden Formeln berechnet (Gleichung 2 und Gleichung 3):
Gleichung 2: Formel zur Berechnung von Geruchsschwellen einzelner Prifpersonen

E= V Cs XCsyy

E: Erkennungsschwelle
Cs: Konzentration der letzten wahrgenommenen Probe

Cs+1: Konzentration der ersten nicht wahrgenommen Probe
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Gleichung 3: Formel zur Berechnung der Geruchsschwelle fiir die Prifergruppe

SE: Erkennungsschwelle der Priifergruppe

n: Anzahl der Prufer

E;: Erkennungsschwelle der einzelnen Prifer
n

ﬂ E : Produkt der Erkennungsschwellen der einzelnen Priifer
| =

Ein Triangeltest (Bundesgesundheitsamt, 1996) wurde durchgeftihrt, um festzustellen
ob eine abweichende Probe noch einen detektierbaren Unterschied aufweist.

Je 10 ml der Probe wurde in ein zylinderférmiges Sensorikglaschen (H6he 7 cm,
@ 3,5 cm) abgefillt und mit zwei Blindproben in einer beliebigen Reihenfolge einem
geschulten Sensorikpanel zur Untersuchung vorgesetzt. Wurde kein Unterschied
erkannt, so musste trotzdem eine Probe markiert werden (,forced choice” Technik).

Die Sensorik wurde in einem extra daflr eingerichteten Raum durchgefihrt um die
Prifergebnisse zu objektiveren: Die Prifplatze waren durch Trennwande abgetrennt
und der Raum war gut durchliuftet und optimal temperiert (21 °C).

Die Auswertung des Triangeltestes erfolgte nach einer Signifikanztabelle (Jellinek,
1985).

3.5.4 Aromaprofilanalysen

Als Matrix fur die Aromasimulation der untersuchten Teegetranke wurde Trinkwasser
benutzt. Die Rekombinate der einzelnen Schwarzteegetrdnke wurden aus den
guantifizierten Daten folgender Aromastoffe erstellt: R-Linalool, Geraniol, Hexanal, (E)-
2-Hexenal, (Z)-3-Hexenl-ol, 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal, 2-Methylpropanal,
Phenylacetaldehyd, (E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal, 3-Methyl-2,4-nonandion, (E,Z)-2,6-
Nonadienal, (E,E)-2,4-Nonadienal, (E,E)-2,4-Decadienal, (Z)-4-Heptenal, B-lonon, (E)-B-
Damascenon, (E)-2-Nonenal und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon. Die Reinstoffe
wurden in den entsprechenden Konzentrationen gemischt. Da das (E,E,Z)-2,4,6-
Nonatrienal nicht als Reinstoff vorlag, wurde das Isomerengemisch aus (E,E,E) und
(E,E,Z) verwendet.
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Durch den gro3en Unterschied in den Geruchsschwellen der beiden Isomere konnte
aber eine Beteiligung des (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienals am  Gesamtgeruch
ausgeschlossen werden.

10 ml des Rekombinates wurden in ein Sensorikglaschen abgeflllt, 5 min in einem
Wasserbad auf 50°C temperiert und gegentber frisch aufgebriihtem Tee, der ebenfalls
auf 50 °C temperiert wurde, beurteilt. Dem Sensorikpanel, das aus mindestens zehn
Prifern bestand wurden Aromaeindriicke vorgegeben (Tabelle 45), deren Intensitat sie
auf einer Skala (0O=nicht, 1=schwach, 2=deutlich, 3=stark wahrnehmbar) in 0,5-Schritten
bewerten mussten.

Analog wurde das Griinteegetrank mit den quantifizierten Daten der Aromastoffe 3-
Methyl-2,4-nonandion, (E)-B-Damascenon, R-Linalool, (2)-4-Heptenal, (E,E,2)-2,4,6-
Nonatrienal, (E,Z)-2,6-Nonadienal, 2-Methylbutanal und 3-Methylbutanal rekombiniert

und bewertet.

Tabelle 45: Referenzaromastoffe

Aromaqualitat Referenzaromastoffe
rosenartig/nach Honig Geraniol, Phenylacetaldehyd
citrusartig/fruchtig R-Linalool, (E)-B-Damascenon
grasig/grin Hexanal

malzig 3-Methylbutanal

heuartig 3-Methyl-2,4-nonandion

fettig/frittiert (E,E)-2,4-Decadienal

fischig/tranig (2)-4-Heptenal

karamellartig 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
nach Haferflocken/suf3 (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal

3.5.5 Weglassversuche

Bei der Durchfihrung der Weglassversuche wurden einzelne oder mehrere Aromastoffe
bei der Erstellung des Rekombinates weggelassen und gegen zwei Vollrekombinate in
einem Triangeltest von einem Sensorikpanel mit mindestens zehn Teilnehmern
bewertet. Neben der Identifizierung der unterschiedlichen Probe mussten die

Teilnehmer auch den abweichenden Aromaeindruck nach Tabelle 45 angeben.
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3.6 Massenspektrometrische Methoden

3.6.1 Identifizierungen

Fur die Identifizierung von Aromastoffen mussten auch die Massenspektren des
Aromastoffes, die im El- und CI- (Isobutan als Reaktantgas) Modus aufgenommen
wurden, mit der Referenz Ubereinstimmen, um einen Aromastoff eindeutig zu
identifizieren.

Die Massenspektren wurden nach saulenchromatographischer Vorreinigung an einem
Gaschromatographen, der mit einem Sektorfeld-Massenspektrometer (s. 3.7.2)
gekoppelt war, aufgenommen. Aromastoffe, die trotz der chromatographischen
Vorreinigung aufgrund von Interferenzen keine reine Massenspektren lieferten, wurden
mit Hilfe der TDHRGC/MS (s. 3.7.2) identifiziert.

3.6.2 Quantifizierungen

Gehaltsbestimmung der Lésungen isotopenmarkierter Aromastoffe am GC/FID

Die Konzentrationen der Lésungen von Aromastoffen mit markierten Isotopen wurden
durch HGRG/FID gegen die entsprechenden kommerziell erwerblichen Reinstoffe unter
Einsatz eines internen Standards bestimmt. Als interner Standard, zum Ausgleichen des
Einspritz- und Verdinnungsfehlers, wurde Methyloctanoat verwendet.

Die Konzentrationen isotopenmarkierter Aromastoffe von denen die Reinstoffe nicht zur
Verfigung standen, wurden direkt unter Verwendung von Reinstoffen mit gleicher
effektiver Kohlenstoffzahl (Sevcik, 1967) bestimmt. Fur 3-Methyl-2,4-nonandion wurde
Methyloctanoat, fur (Z)-3-Hexenal wurde (E)-2-Hexenal, fur (Z)-1,5-Octadien-3-on
wurde 1-Octen-3-on und fir die Isomere des 2,4,6-Nonatrienals wurde (E,Z2)-2,4-

Nonadienal verwendet.
Bestimmung des Responsefaktors R

Zur Ermittlung des Responsefaktors wurden Mischungen des unmarkierten mit dem
markierten Aromastoff am HRGC/MS bzw. TDHRGC/MS Gerat gemessen, an dem
auch die Quantifizierungen durchgefihrt wurden. Von jedem Aromastoff wurden
Mischungen im Verhaltnis von unmarkiert zu markiert von 1+2, 1+1 und 2+1 (c/c)

gemessen und der Responsefaktor nach folgender Formel (Gleichung 4) berechnet:
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Gleichung 4: Formel zur Berechnung der Responsefaktoren

:Clem

I, XCp,

R: Responsefaktor

Cu: Konzentration des unmarkierten Analyten

cm: Konzentration des isotopenmarkierten Standards
Iy Intensitat des lons m/z des unmarkierten Analyten

Im: Intensitat des lons m/z des isotopenmarkierten Standards

Konzentrationsmessung am HRGC/MS

Die Quantifizierung der isolierten Aromastoffe erfolgte durch HRGC/MS und
TDHRGC/MS (s. 3.7.2) im CI-Modus (Methanol als Reaktantgas). Betrachtet wurden
charakteristische Massenfragmente, die tUber die Berechnungsformel (Gleichung 5) ins
Verhaltnis gesetzt wurden. Zum Ausgleich uneinheitlicher Isotopenmarkierung wurde

ein Korrekturfaktor ermittelt (Responsefaktor).
Gleichung 5: Formel zur Konzentrationsberechnung

:melu
u
I

xR

m

Cu: Konzentration des unmarkierten Analyten

cm: Konzentration des isotopenmarkierten Standards

Iy Intensitat des lons m/z des unmarkierten Analyten

Im: Intensitat des lons m/z des isotopenmarkierten Standards

R: Responsefaktor

Die Quantifizierung von Sauren erfolgte eindimensional am HRGC/ITD Saturn 2000
(s. 3.7.2) auf einer FFAP-Saule, wahrend die restlichen Aromastoffe zweidimensional
gemessen wurden. Bis auf zwei Ausnahmen wurden die Verbindungen am TDGC/ITD
Saturn 2000 (s. 3.7.2) mit dem Saulensystem FFAP/OV-1701 gemessen.
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Die Aromastoffe (E,Z)-2,6-Nonadienal und die Isomere des 2,4,6-Nonatrienals wurden
am TDGC/ITD-800 (s. 3.7.2) mit der Saulenkombination DB-5/FFAP bestimmt. Im Fall
des (E,Z2)-2,6-Nonadienals coeluierten Verunreinigungen beim FFAP/OV-1701-Systems,
wahrend sich die Isomere des 2,4,6-Nonatrienals nur auf der FFAP-Saule eindeutig
trennten und somit als letzte Saule eine FFAP-Saule notig war.

Die verwendeten Massenfragmente der markierten und unmarkierten Aromastoffe sind

in Tabelle 44 zusammengestellt.

3.6.3 Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses chiraler

Aromastoffe

Das Enantiomerenverhéltnis von R- und S-Linalool wurde durch direkten Vergleich der
Peakflachen massenspektrometrisch ermittelt. Bei der verwendeten MDGC/MS(CI)
(s. 3.7.2) wurde als erste Trennsaule eine FFAP und als zweite eine chirale Saule
(BGB-176, BGB Analytik, Rothenfluh, CH) verwendet, die eine Trennung der
Enantiomere ermoglichte. Die Identifizierung von R- und S-Linalool erfolgte durch

Vergleich mit Reinsubstanzen und Zuordnung von RI-Werten.
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3.7 Analytisch-instrumentelle Methoden

3.7.1 Kapillargaschromatographie (HRGC)

Die HRGC-Analysen der Extrakte wurden an einem Gaschromatographen des Typs GC

8160 von Fisons Instruments durchgefuhrt, der am Saulenausgang uber einen Y-

Glassplitter und desaktivierten unbelegten Fused-Silica-Kapillaren (0,1mm ID) mit einem

Flammenionisationsdetektor (FID) und einem Sniffing-Port verbunden war. Die

Aufzeichnung der FID-Signale erfolgte mit einem Schreiber Servogor 124 (ABB

Metrawatt NUrnberg) und die Integration mit einem Mega Series Integrator (Carlo Erba,

Hofheim).

Gaschromatograph:
Injektionstechnik:
Injektionsvolumen:
Tragergas:

Brenngase (FID):

Make-up-Gas (FID):
Ausgangssplitter:

Temperaturen:

Gaschromatograph 8160 Fisons Instruments, Mainz
Cool-On-Column mit Sekundéarktihlung

0,5-2 pl

Helium, Vordruck 70 kPa

Wasserstoff, 20 ml/min

Synthetische Luft, 200 ml/min

Stickstoff, 30 ml/min

Splitverhéltnis 1:1 (v/v) zum FID und Sniffing-Port
FID: 220 °C

Sniffing-Port: 220 °C

Eingesetzte Fused-Silica-Kapillartrennsaulen:

DB-5 (SE-54);

DB-FFAP:
DB-1701 (OV-1701):

30 m x 0,32 mm i.D.; 0,25 pum F.D.; J &W Scientific, Fol-Som;
USA

30 mx 0,32 mmi.D.; 0,25 um F.D.; Zebron, Phenomenex

30 m x 0,32 mm i.D.; 0,25 um F.D.; J &W Scientific, Fol-Som;
USA

Es wurde fir alle Saulen ein einheitliches Temperaturprogramm verwendet:

40°C(2min) O T 150°C(0) O BYTE  230°C(10min)
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Die Aromastoffe 2-/3-Methylbutanal und 2-Methylpropanal wurden isotherm bei 35 °C

quantifiziert.

Durch Cochromatographie einer homologen Reihe von Alkanen konnte der lineare
Retentionsindex RI (Van den Dool und Kratz, 1963) einer Verbindung durch lineare
Interpolation ermittelt werden. Fiur die FFAP-Saule wurde eine 0,05 % Mischung von
Ces-C26 Alkanen in Pentan verwendet, wahrend fur die DB-5 und die OV-1701-Saule

eine Alkanreihe von Cg-C1g ausreichend war.

Die HRGC von statischen Headspaceproben wurden an einem Gaschromatographen
Typ CP-9001 (Chrompack, Frankfurt), der mit einem Purge und Trap System TCT/PTI
4001 (Chrompack, Frankfurt) gekoppelt ist, durchgefihrt. Die Aromastoffe wurden

mittels FID und olfaktometrisch bestimmt.

Desorptionsblock: Sylisierter Glasverbinder
Trap: CP-Sil 8CP FS Kapillare (40 cm x 0,53 mm; 1,5 pym Filmdicke),
gekuhlt mit fliissigem Stickstoff
Injektionsvolumen: 20 ml
Tragergas : Helium, Vordruck 95 kPa
Brenngase: Wasserstoff, Vordruck 150 kPa
Synthetische Luft, Vordruck 150 kPa
Make-up-Gas (FID): Stickstoff, 30 ml/min
Ausgangssplitter: Splitverhéltnis 1:1 (v/v) zum FID und Sniffing-Port
Temperaturen: FID: 240 °C
Sniffing-Port: 240 °C

Eingesetzte Kapillarsaule:

RTX-5: SE-54-FS Kapillare, 57/m x 0,52mm (ID), 1,5um Filmdicke,

Amchro, Sulzbach/Taunus
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3.7.2 Kapillargaschromatographie/Massenspektrometrie (HRGC/MS)
HRGC/MAT 95 S

Zur ldentifizierung von Aromastoffen wurden Massenspektren mit einem
Gaschromatographen vom Typ 5890 HP Series Il (Hewlett Packard, Heilbronn), der mit
einem Doppelfocus-Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95 S (Finnigan MAT, Bremen)
gekoppelt  war, durchgefunhrt. Zur Erzeugung der  Spektren  wurde
Elektronenstol3ionisation mit einer lonisierungsenergie von 70 eV (EI-Modus) bzw.
chemische lonisation mit Isobutan als Reaktantgas mit einer lonisierungsenergie von
115 eV (CI-Modus) angewendet. Neben der Identifizierung wurde dieses System auch
zur Synthesekontrolle und zur Aufnahme von hochauflésenden Massenspektren

verwendet.

HRGC/ITD Saturn 2000

Der Gaschromatographen vom Typ Varian GC 3800 (Varian, Darmstadt), der mit einem
Massenspektrometer vom Typ Saturn 2000 (Varian, Darmstadt) gekoppelt war, wurde
zur eindimensionalen Quantifizierung aus Ldsungsmittelextrakten genutzt. Als

Reaktandgas diente Methanol und die lonisierungsenergie im CI-Modus betrug 70 eV.

HRGC/MD-800

Dieses ausschlieRlich zur Uberprifung von Synthesen benutzte HRGC/MS bestand aus
einem Gaschromatographen GC 8000 Series (ThermoQuest, Egelsbach) der mit einem
Quadrupol-Massenspektrometer MD 800 (ThermoQuest, Egelsbach) gekoppelt war. Die

lonisierungsenergie im EI-Modus betrug 70 eV.

Die Zweidimensionale Gaschromatographie (TDHRGC) fand dort Anwendung, wo
Uberlagerungen durch coeluierende Stoffe eine Identifizierung oder Quantifizierung
unmoglich machten.

Zwei Gaschromatographen waren Uber eine thermostatisierbare Transferline (eine
unbelegte Kapillarsaule) verbunden. Nach der Auftrennung der Substanzen am ersten
Gaschromatographen wurde ein Teil des Gasflusses selektiv mit Hilfe des Moving-

Column-Stream-Switching-Systems (MCSS) ausgeschnitten und in einer mit flissigen
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Stickstoff gekuhlten Falle fokussiert. Die Schnittstellenzeit wurde durch Einspritzen einer
Referenzl6sung des zu bestimmenden Aromastoffes mit Hilfe des FID und des Sniffing-
Ports festgelegt. Nach dem Ausschneiden wurde die Falle schlagartig auf 200 °C erhitzt
und die ausgeschnittenen flichtigen Verbindungen auf die Saule des zweiten
Gaschromatographen gespult. Dort wurde der Aromastoff von den coeluierenden
Verbindungen des ersten Gaschromatographen durch die unterschiedliche Polaritat der

zweiten Saule getrennt und mittels eines Massenspektrometers analysiert.

TDGC/ITD-800

Bei diesem zweidimensionalen System war ein Gaschromatograph Mega 2-Series
(Fisons Instruments, Mainz-Kastel) mit einem Gaschromatograph Typ 5160 Mega
Series (Carlo Erba, Hofheim) verbunden. Wahrend der erste Gaschromatograph Uber
einen FID und einen Sniffing-Port als Detektoren verfigte, war der zweite
Gaschromatograph mit einem lon-Trap-Massenspektrometer ITD-800 (Finnigan MAT,
Bremen) gekoppelt. Gemessen wurden die Massenspektren im CI-Modus mit Methanol
als Reaktandgas und einer lonisierungsenergie von 70 eV oder im EI-Modus mit einer
lonisierungsenergievon 70 eV. Das System wurde zur Quantifizierung und zur

Identifizierung durch optionales Einbauen eines Sniffing-Ports am zweiten GC genutzt.

TDGC/ITD Saturn 2000

Ein Gaschromatograph CP 3800 (Varian, Darmstadt), mit FID und Sniffing-Port, wurde
in diesem zweidimensionalen System mit einem Gaschromatographen Trace 2000
(ThermoQuest, Egelsbach), der mit einem lon-Trap-Massenspektrometer Saturn 2000
(Varian, Darmstadt) verbunden war, gekoppelt. Dieses System wurde ausschlie3lich zur
Quantifizierung benutzt und die Massenspektren wurden im Cl-Modus mit Methanol als

Reaktandgas bei einer lonisierungsenergie von 70 eV aufgenommen.

3.7.3 Praparative Dunnschichtchromatographie (DC)

Die Probe wurde mit einer HPLC-Spritze (250 ul) in der Konzentrierungszone der DC-
Platte (Kieselgel 60 F254 20x20cm mit Konzentrierungszone 20x2,5 cm, Schichtdicke
0,5 mm, MERCK, Darmstadt) aufgetragen und in einer mit Diethylether gefulllten

Laufkammer am unteren Rand der Trennschicht fokussiert. Anschlielend wurde die
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DC-Platte in einer geschlossenen Laufkammer mit dem Ldsungsmittelgemisch
Pentan/Ether = 90/10 (v/v) entwickelt.

Nach Beenden der Laufphase wurden die fluoreszenzléschenden Bereiche (UV-Lampe;
Spectroline Model EWF-260 C/FE, Spectronics Corporation, Westbury, New York USA)
markiert, vorsichtig mit einem Spatel abgekratzt und separat gesammelt. Die
verschiedenen Isomere wurden vom Kieselgel der einzelnen Fraktionen durch
Diethylether geldst, filtriert und die Reinheit am HRGC/FID (s. 3.7.1) Uberprift.

3.7.4 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die Synthese wurde UUber eine Probenschleife in eine isobar arbeitende
Hochdruckflissigkeitschromatographie-Anlage eingespritzt und nach Trennung Uber

eine Silica-Saule mittels UV-Absorption detektiert.

HPLC-Komponenten:

Pumpe ABIMED 305 von GILSON, Den Haag
Manometric Module 806, GILSON, Den Haag

Dinamic Mixer 811C, GILSON, Den Haag
Photometrischer Detektor SPD-2A, Shimadzu, Duisburg

Kompensationsschreiber RE511, Servogor, Nurnberg

Gerateparameter :

Wellenlange: 305 nm

Absorbance: 0,32

Flussrate: 1 ml/min

Schreiberempfindlichkeit: 5V

Schreibergeschwindigkeit: 1 cm/min

Probeschleifenvolumen: 250 pl

Saule: Hypersil® Silica 3 u, 150x4,6 mm von ThermoHypersil
Eluent: Hexan : Tertiarbutylmethylether = 95:5

Die einzelnen Fraktionen wurden getrennt gesammelt und nach Einengen am
Rotationsverdampfer wurde die Reinheit der gesammelten Fraktionen am HRGC/FID
(s. 3.7.1) Uberprift.
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3.7.5 Argentationssaulenchromatographie

10 g Silbernitrat wurden in 200 ml Wasser geldst und mit 100 g Kieselgel60 vermischt.
Am Rotationsverdampfer wurde in einem Braunglaskolben unter Hochvakuum das
Wasser bis zu einem Wassergehalt von 7 % entfernt.

Es wurde darauf geachtet, dass wéahrend der Benutzung das impragnierte Kieselgel nie
direkt dem Licht ausgesetzt war.

Das impréagnierte Kieselgel wurde in Pentan aufgeschlammt und in eine wassergekihlte
Braunglassaule (20x1 cm) gefulit.

Die vorgereinigte Synthese wurde vorsichtig mit einer Pipette aufgegeben und mit
Pentan/Ether = 90/10 (v/v) eluiert. Die Tropfgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Der Eluent
wurde mit Hilfe eines Fraktionensammlers in Fraktionen a 5 ml aufgeteilt. Die
interessanten Fraktionen wurden durch Riechen selektiert und die Reinheit am
HRGC/FID (s. 3.7.1) untersucht.

3.7.6 Kernresonanzspektrometrie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden an einem Spektrometer Bruker AMX 400-11I (Bruker,
Rheinstetten) aufgenommen. Die Proben wurden in Deuterochloroform gelést und TMS
als interner Standard zugegeben. Die Transmitterfrequenz fiir die *H-NMR Messungen
betrug 400 MHz.

Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgte rechnerunterstitzt durch das

Computerprogramm X-Win-NMR (Version 2.6; Bruker, Rheinstetten).

Doppelquantengefilterte H,H-Verschiebungskorrelation (COSY)

Durch eine Reihe von Messungen, bei denen zwei 90°-Pulse durch jeweils inkrementell
veranderte Wartezeit getrennt waren, wurden 1H,1H korrelierte 2D-Spektren erhalten.
Die Signale auf der Diagonalen des 2D-Konturdiagramms stellten hierbei das

eigentliche 1H-Spektrum dar.



Aromastoffe im Tee Seite 152

4 Zusammenfassung

Der Begriff Tee ist definiert als der aus den Teeblattern der Gattung Thea bereitete
wassrige Abguss. Tee ist nach Wasser das meistkonsumierte Getrank der Welt, und wie
bei vielen Lebensmitteln hat das Aroma einen entscheidenden Einfluss auf die Qualitat.
Trotzdem wurde bisher keine systematische sensorische Untersuchung des Teearomas

durchgefthrt.

Uber eine Aromaextraktverdiinnungsanalyse wurden die bestimmenden Aromastoffe
des Schwarztees Darjeeling Gold-Auslese bestimmt und diese nach ldentifizierung
anschlieBend Uber Isoptenverdinnungsanalysen quantifiziert. Zur Bestimmung der
Aromarelevanz wurden mit Hilfe der Geruchsschwellenwerte die Aromawerte berechnet.
Als Schlisselaromastoffe des Schwarzteegetranks aus der Sorte Darjeeling Gold-
Auslese wurden Linalool, Geraniol, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal, (E)-B-Damascenon, 2-
Methylpropanal, 2- und 3-Methylbutanal und 3-Methyl-2,4-nonandion bestimmt. Das
Schwarzteearoma konnte durch Verwenden der 18 aromaaktivsten Verbindungen

erfolgreich simuliert werden.

Der potente, nach Haferflocken riechende Aromastoff (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal wurde
neben dem (E,E,E)- und (E,Z,Z)-Isomer erstmals im Tee identifiziert. Ein Versuch mit
einem Teilrekombinat ohne (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal zeigte, dass der Aromastoff
essentiell fur das Schwarzteearoma ist. Fur die drei Isomere wurden Syntheserouten
entwickelt und nach Synthese wurden die Isomere Uber NMR identifiziert und
anschlieRend charakterisiert. Uber Experimente wurde eine Bildung der 2,4,6-
Nonatrienalisomere ausgehend von der Linolensaure bewiesen und ein hypothetischer
Bildungsweg uber das 9,16-Dihydroperoxid der Linolensaure wurde formuliert.

Weiterhin wurde nach Anwendung der Aromaextraktverdiinnungsanalyse das (E,E,Z)-

2,4 6-Nonatrienal als Schlisselaromastoff in Haferflocken identifiziert.

Durch Anwenden einer Aromaextraktverdiinnungsanalyse wurden die potentesten
Aromastoffe im Teepulver der Sorte Darjeeling Gold-Auslese als Linalool, (E,E,Z)-2,4,6-
Nonatrienal, B-lonon, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-

2(5H)-furanon, Phenylessigsaure und Vanillin identifiziert.
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Ein Vergleich der quantifizierten Daten der Aromastoffe aus dem Teepulver und
Teegetrank des Darjeeling Gold-Auslese zeigte eine teilweise sehr starke
Konzentrationszunahme im Teegetrank. Ein Freisetzung aus glykosidischen Vorstufen

konnte ausgeschlossen werden, die Vorstufen bleiben aber weiterhin unklar.

Analog zum Schwarztee wurde das Griinteegetrank aus der Sorte Griner Darjeeling mit
Hilfe der Aromaextraktverdiinnungsanalyse und der Isotopenverdinnungsanalyse
untersucht. Nur fir sieben Aromastoffe wurden ein Aromawert = 1 gefunden: 3-Methyl-
2,4-nonandion, (E)-B-Damascenon, Linalool, (Z)-4-Heptenal, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal,
(E,2)-2,6-Nonadienal und 2- und 3-Methylbutanal. Durch Verwenden dieser Aromastoffe

wurde das Grinteearoma erfolgreich simuliert.

Fur das Griunteepulver der Sorte Gruner Darjeeling wurden die Aromastoffe (Z)-4-
Heptenal, 3-Methyl-2,4-nonandion, (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal und Vanillin an Hand einer
Aromaextraktverdiinnungsanalyse als die potentesten identifiziert. Auch hier wurden
teilweise starke Zunahmen der Aromastoffkonzentrationen im Teegetrdnk im Vergleich

zum Teepulver gemessen. Die Ursache konnte bisher nicht aufgeklart werden.

Im Schwarztee wurden im Vergleich zum Grintee fast auschlieBlich hohere
Aromastoffkonzentrationen gemessen, was eindeutig auf die Fermentation
zuruckzufuhren ist. Lediglich das 3-Methyl-2,4-nonandion hatte sowohl im Schwarz- als

auch im Gruntee die gleiche Konzentration.

Insgesamt flunf Schwarzteegetranke unterschiedlicher Herkunft wurden mit Hilfe von
Aromaextraktverdiinnungsanalysen und Isotopenverdiinnungsanalysen untersucht und
verglichen. Es wurden keine Unterschiede in der Aromastoffzusammensetzung
detektiert, sondern lediglich Differenzen in den Aromastoffkonzentrationen. Die
auffalligsten Konzentrationsunterschiede wurden bei Linalool, Geraniol und (E)-B-
Damascenon gefunden. Alle Schwarzteegetrdnke wurden erfolgreich durch

Verwendung der 18 potentesten Aromastoffe simuliert.
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Mit den hier erzielten Identifizierungen der aromarelevanten Verbindungen von
Schwarz- und Griintee wurde die Grundlage fir weitere Untersuchungen im Bereich
Tee geschaffen. Nun besteht die Mdglichkeit gezielte Forschungen im Bereich der
Teeherstellung durchzufiihren, um die Bildung der wertgebenden Aromastoffe zu

optimieren.
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