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Einleitung und Problemstellung

1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Rhabarber ist eine Pflanze aus der Familie der Polygonaceae, die sowohl als Rohstoff in
der Arzneimittelindustrie als auch als Lebensmittel Verwendung findet. Die getrockneten
Rhizome von Medizinalrhabarber (z.B. Rheum palmatum L., Rheum offizinale Baillon)
werden wegen ihrer antimikrobiellen, abfiihrenden, magenstarkenden und krampflésenden
Wirkungen geschatzt [Chevallier, 1998; WHO Monographs, 1999; Rimpler, 1999].
Andere Arten (z.B. Rheum rhabarbarum (syn. undulatum) L.) werden als Gemdse-
rhabarber gezichtet. Die Blattstiele werden zu Marmelade, Gelee, Kompott, Saft
(Konzentrat) und Wein verarbeitet und dienen als Zutaten zur Herstellung von Eis, Joghurt,
Bonbons und anderen Spezialitaten [Bozsik, 1981; Treptow, 1985; Prior, 1993; Anonym,
1996 b; Wanzek, 1997; Aepli, 1998].

Im Zuge der Synthese und sensorischen Bewertung schwefelhaltiger Aromastoffe war
aufgefallen, dass bestimmte Mercaptoalkanole an den typischen Geruch frisch geschélter
Rhabarberstiele erinnern [Schellenberg, 2002]. Eine Literaturrecherche zeigte, dass Uber
die fluchtigen Verbindungen von Rhabarberstielen keine Informationen vorlagen. Es
standen auschlieflich Daten Uber die flichtigen Inhaltsstoffe von Rhabarberrhizomen
(Rheum palmatum L., Rhei sinensis radix, Rheum tanguticum Maxim. ex. Balf) zur
Verfugung [Frattini et al, 1974, 1976; Wang et al, 1995; Miyazawa et al, 1996]. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, fluchtige Inhaltsstoffe von Rhabarberstielen zu

identifizieren und zu quantifizieren.

Im Vordergrund des Interesses stand zunéchst die Untersuchung sensorisch wirksamer
Komponenten in frisch geschélten, ungekochten Rhabarberstielen. Zur Isolierung sollte
daher eine schonende Methode eingesetzt werden, die nicht zu einer thermischen
Belastung des Ausgangsmaterials fuhrt. Die Bestimmung geruchsaktiver Inhaltsstoffe
sollte mittels Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie in Verbindung mit einer

Aromaextraktverdinnungsanalyse erfolgen.

Durch Einsatz der Vakuum Headspace Technik (VHS) gelang es, Extrakte zu gewinnen,
die den typischen Geruch geschélter Rhabarberstiele aufwiesen. Cg-Komponenten
(ungesattigte Aldehyde, Alkohole und S&uren) erwiesen sich als die quantitativ und
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sensorisch wichtigsten Komponenten. Es ist bekannt, dass diese Verbindungen bei der
Zerstorung pflanzlichen Gewebes durch enzymkatalysierte Fragmentierung ungesattigter
Fettsduren sehr schnell gebildet werden, das origindre Spektrum jedoch durch
nachfolgende Reduktionen und Isomerisierungen rasch veréndert werden kann [Hatanaka,
1999; Schwab und Schreier, 2002]. Der Einfluss solcher Reaktionen auf eine “Alterung”

des Aromas frisch geschalter Rhabarberstiele sollte daher untersucht werden.

Neben den Cs-Komponenten wurden 2- und 4-methylverzweigte Alkohole und Sduren
erstmals als charakteristische flichtige Inhaltsstoffe von Rhabarberstielen nachgewiesen.
Fur die rechtliche Bewertung chiraler Aromastoffe sind umfassende Kenntnisse tber die
natlrlich vorkommenden Enantiomerenverteilungen von entscheidender Bedeutung. Diese
Wissensliicke sollte fir den bisher nicht als Quelle fur methylverzweigte Aromastoffe

bekannten Rhabarber geschlossen werden.

Neben der VHS wurden die Flissig-Flissig Extraktion (LLE) sowie die Simultane
Destillation-Extraktion (SDE) zur Isolierung fliichtiger Bestandteile von Rhabarberstielen
eingesetzt. Die Anreicherung mittels SDE unter Atmosphérendruck und die Extraktion
fliichtiger Verbindungen nach Kochen eines Rhabarberhomogenats unter Riickfluss sollten

als Modelle zur Isolierung fliichtiger Komponenten gekochten Rhabarbers dienen.

Die Rhabarberstiele werden zu verschiedenen Produkten verarbeitet. Industriell sind die
Gewinnung von Saft bzw. Konzentrat von besonderer Bedeutung. Durch Untersuchung
kommerzieller Rhabarber-Konzentrate sollte der Einfluss thermischer Konzentrierungs-
verfahren auf das Spektrum fliichtiger Rhabarberkomponenten aufgezeigt werden.
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2. GRUNDLAGEN

2.1  Rhabarber und seine Verwendung

Rheum-Arten

Rhabarber ist ein mehrjdhriges Gewidchs aus der Familie Polygonaceae (Knéterich-
gewichse). Die Pflanze nimmt eine gewisse Ausnahmestellung im Gemiisesortiment ein,
da einige Arten (z.B. Rheum palmatum L. [Chinesischer Rhabarber], Rheum offizinale
Baill., Rheum sinensis radix und Rheum tanguticum) als Medizinalrhabarber, andere
[Rheum rhabarbarum (syn. undulatum) L. (Gartenrhabarber bzw. Krauser oder
Wellblattrhabarber)] als Gemiiserhabarber verwendet werden. Rheum rhaponticum L.
(Rhapontik, Sibirischer Rhabarber) wird sowohl als Lebensmittel als auch als Rohstoff in
der Arzneimittelindustrie eingesetzt.

Die getrockneten Rhizome von Medizinalrhabarber dienen in Form von Extrakten,
Tinkturen, Tabletten oder Pulvern als Arzneimittel [Treptow, 1985; Chevallier, 1998;
Tschimperlin, 1998]. Die wirksamen Inhaltsstoffe des Wurzelstocks sind freie oder an 3-
D-Glucose gebundene Antrachinon-Derivate (z.B. Rheum-emodin, Aloe-emodin, Rhein,
Crysophanol, Reocrysidin, Physcion), Gerbstoffe (Rhatannin) sowie Phenylbutanon-
Derivate (Lyndein, Isolyndein). Sie besitzen antimikrobielle, abfiihrende, magenstirkende
und krampflésende Wirkungen [Chevallier, 1998; WHO Monographs, 1999; Rimpler,
1999; Paneitz und Westendorf, 1999; Agarwal et al, 2001; Bown, 2002; Shang und Yuan,
2003]. Bestimmte Inhaltsstoffe der Rhizome, z.B. Emodin, Stilbene oder Galloylester
weisen enzyminhibierende Effekte auf [Yim et al, 1999; Aburjai, 2000; Abe et al, 2000].
Die Inhaltsstoffe des Wurzelstocks haben einen bitteren, herben Geschmack sowie einen
aromatischen Geruch. Sie werden in der Aromaindustrie zu Herstellung alkoholischer
Getrianke, Sirupe oder Likore verwendet [Burdock, 1995]. Die Antrachinon-Inhaltsstoffe
des Wurzelstocks sind auch zum Férben von Textilien (gelbe und orange Farbtone)
geeignet [Schweppe, 1994].

Als Gemiise wird Rhabarber in Europa erst seit dem 18. Jahrhundert verwendet [Krug,
1991; Vogel, 1996]. Die Blattstiele, die einen frischen, obstdhnlichen Geschmack besitzen,
werden {iberwiegend in blanchiertem oder gekochtem Zustand verzehrt. Die Blétter sollten

wegen ihres hohen Gehalts an Oxalsdure und Antrachinonen nicht gegessen werden; ihr
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Verzehr kann zu schweren Vergiftungen fithren [Askar und Morad, 1980; Fllgraf, 1989,
Gloxhuber, 1994; Paneizt und Westendorf, 1999; Noonan und Savage, 1999].

Inhaltsstoffe von Gemdiserhabarber

Die Blattstiele enthalten in 100 g eBbarer Substanz durchschnittlich 92.7 g Wasser, 0.6 g
Proteine, 0.14 g Fett, 1.36 g Kohlenhydrate, 3.2 g Ballaststoffe, 0.64 g Mineralstoffe,
einige Vitamine und Spurenelemente [Souci et al, 2000]. Einen ausfiihrlichen Uberblick
iiber die Inhaltsstoffe von Rhabarber findet man in den Arbeiten von Hermann (1996,
2001).

In wesentlichen Mengen in Rhabarberstielen vorkommende Mineralstoffe sind K, Ca, P,
Mg und Fe. Der Calcium-Gehalt ist hoch, durch die Anwesenheit von Oxalsdure (Bildung
von wasserunloslichem Ca-oxalat) ist die Verwertbarkeit jedoch schlecht. Untersuchungen
bei 22-45-jdhrigen Frauen zeigten, dass die Ca-Absorption aus Gemiisepflanzen (z.B.
Rhabarber, Spinat, Siilkartoffel) invers korreliert ist mit dem Oxalsdure-Gehalt der
Pflanzen [Weaver et al, 1997]. Im Vergleich zur Milch lag die Ca-Absorption aus
Rhabarber bei 24 %.

Die Gehalte an Vitaminen liegen in den gleichen Gréfenordnungen wie sie in anderen
Gemiisearten zu beobachten sind. In groferer Menge kommt Vitamin C vor; daneben sind
die Vitamine B;, B,, E und K enthalten. Aus der Klasse der Carotinoide konnten Lutein,
Violaxanthin, B-Carotin, Antheraxanthin, a-Carotin, B-Cryptoxantin und o-Cryptoxanthin
nachgewiesen werden [Muller, 1997].

Im Rhabarber bilden Apfelsiure und Oxalsiure die Hauptsduren; daneben sind
Zitronensdure, Essigsdure, Kaffesdure und p-Cumarsiure enthalten [Souci et al, 2000]. Im
Spurenbereich wurden in drei Sorten Isocitronensdure, Bernsteinsdure sowie Fumarséure
und Malonséure gefunden [Tarrach und Hermann, 1985]. Rotfleischige Sorten enthalten
weniger Fruchtsduren als die griinfleischigen [Vogel, 1996]. Der fruchtige-saure
Geschmack von Rhabarber wird auf die Fruchtsduren in Verbindung mit dem Zuckergehalt
zurlickgefiihrt. Derndorfer und Elmadfa (2000) berichteten iiber den Einfluss von
Oxalsédure auf sensorische Merkmale von Rhabarber. Rhabarberstiele wurden mit einem
Zusatz von 8,33 g Zucker/100 g Rhabarber in gekochtem Zustand sensorisch bewertet.
Sensorische Merkmale, wie adstringierend, unangenehm-herb, scharf-aufreizend
(Mundgefiihl-Merkmale) und sauer (Nachgeschmack-Merkmal) zeigten eine signifikante
Abhingigkeit vom Oxalatgehalt.
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Rhabarber besitzt einen hohen Gehalt an Oxalsdure. Nach Souci et al (2000) sind von 460
(290-640) mg Oxalséure, die in 100g essbarem Anteil von Rhabarber enthalten sind, 270
mg (180-350) wasserloslich. Rumpunen und Henriksen (1999) haben 71
Gemiiserhabarbersorten miteinander verglichen. Der Gehalt an Oxalsdure (gesamt) lag
zwischen 3,2 und 9,2 %, wobei der Gehalt an wasserldslicher Oxalsdure 1,6-6,0 % betrug
(die Trockenmasse variierte zwischen 4,6 und 9,4 %). Der Gehalt an Oxalsdure steigt von
der Spitze der Blattstiele zur Basis und variiert in Abhingigkeit von der Sorte sowie vom
Alter. Er liegt deshalb im Spatsommer, wenn iltere Stiele geerntet werden, im oberen
Bereich der durchschnittlichen Spanne [Krug, 1991].

Oxalséure ist ein normales Stoffwechselprodukt und wird im Harn téglich in Mengen von
10-40 mg ausgeschieden [Gloxhuber, 1994; Noonan und Savage, 1999]. Erhdhte
Aufnahme an Oxalsdure kann zu unerwiinschten Wirkungen fiithren. Die zweibasige Sdure
bildet mit Calciumionen ein schwerlosliches Salz, was zu einer Stérung des
Calciumstoffwechsels fithren kann. Bei Aufnahme grdsserer Mengen kommt es zur
Kristallisation von Calciumoxalat in den Nierentubuli und deren Zerstérung [Fullgraf,
1989; Gloxhuber, 1994; Marquardt, 1994; Noonan und Savage, 1999]. In Rhabarber liegt
mehr als die Halfte der Oxalsdure in gebundener Form vor [Blundstone und Dickinson,
1964]. Physiologisch wirksam ist nur die 16sliche Oxalsdure, die calciumzehrend ist. Bei
starkem Rhabarberverzehr sollte deshalb die Calciumzufuhr durch Kombination mit
calciumreichen Lebensmitteln (Milch, Joghurt, Quark, Vollkornbrot) erhdht werden. Die
Menge an Oxalsdure kann durch Einweichen, Blanchieren oder Kochen reduziert werden,
wenn das Wasser weggegossen wird, da etwa 70 % der wasserloslichen Oxalsdure und 20
% der als Oxalat gebundenen Oxalsdure durch Erhitzen ins Kochwasser iibergehen
[Savage et al, 2000].

Oxalsdure spielt eine Rolle bei der Hemmung der enzymatischen Braunung, wie von
Oszmianski et al (1995) und Son et al (2000) fiir Apfelprodukte gezeigt. Entsprechend
konnten durch Zugabe von Rhabarbersaft zu Apfelmark oder zu Apfelscheiben die
enzymatische Oxidation blockiert und die Phenole sowie die Farbe vor Degeneration und
Braunung geschiitzt werden. Eine Zugabe von 5 % Rhabarbersaft zu Karottensaft fiihrte zu
einer intensiveren und besseren Farbe als bei den Kontrollproben [Oszmianski und Goérska,
2002].

Der Zuckergehalt von Rhabarber ist gering; er liegt bei etwa 1 % des eflbaren Anteils.

Glucose, Saccharose und Fructose sind die Hauptvertreter dieser Stoffklasse. Neben den
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Hydroxyzimtsdure- und Hydroxybenzoesdure-Verbindungen wurden Flavonolglykoside
(Quercetin-3-glucosid, Quercetin-3-rhamnosid, Quercetin-3-rutinosid sowie Anthocyanine
(Cyanidin-3-glucosid, Cyanidin-3-rutinosid) als Farbstoffe in Rhabarberstielen
nachgewiesen [Mazza und Miniati, 1993; Hermann, 1996]. Bei den Ballaststoffen sind
Pektine, Cellulose, Hemicellulose und Lignin erwidhnenswert [Vollendorf und Marlett,
1993; Hermann, 1996]. Nach Goel et al (1997) reduzieren die Ballaststoffe der Sticle den
Gehalt an Cholesterol in Blut. Bei Hypercholesterin-Patienten, die téglich 27 g eines
Pulvers getrockneten Rhabarbers verzehrten, wurde eine Senkung des Gesamtgehaltes an

Cholesterol und insbesondere des LDL-Cholesterolspiegels beobachtet.

Wirschaftliche Bedeutung

Rhabarber ist in vielen Liandern (USA, England, Holland, Frankreich, Belgien,
Deutschland, Osterreich, Australien, Neuseeland und Kanada) von wirtschaftlicher
Bedeutung [Snowdon, 1991; Foust und Marshall, 1991]. In Deutschland betrug die
Anbaufliche 1996 iiber 350 ha; die gesamte Jahresproduktion lag bei etwa 8000 t
[Anonym, 1996 a]. Etwa 30-40 % der Ernte werden verarbeitet [Behr, 1991].
Exportorientierter Rhabarbereranbau findet in Holland, Frankreich, Belgien und
Deutschland statt [Krug, 1991; Vogel, 1996].

Die Rhabarbersorten unterscheiden sich in der Tiefe und Dauer der Knospenruhe und
damit in der Friihzeitigkeit des Austriebs, in der Form und Dicke sowie in der Farbe von
Stiel und Fleisch. Je nachdem, ob die Sorten fiir die Marktbelieferung wihrend der Saison,
fir die industrielle Verarbeitung oder fiir die Treiberei vorgesehen sind, werden
unterschiedliche Sorteneigenschaften verlangt. Bevorzugte Sorteneigenschaften sind:
langer, moglichst runder, wenig faseriger Stiel; guter Geschmack; kriftige rote Farbe;
hoher Flachenertrag; Virusfreiheit [Diener, 1997]. Es werden drei Sortentypen
unterschieden: griinstielig-rotfleischig, rotstielig-griinfleischig und rotstielig-rotfleischig.
Der griinstielig-griinfleischige Rhabarber liefert den groferen Ertrag, hat aber den hochsten
Sduregehalt. Rotstielige Pflanzen mit griinlichem Fleisch sind weniger herb. Der rotstielig-
rotfleischige Typ, der oft Erdbeerrhabarber genannt wird, hat einen milden Geschmack mit
einer Erdbeer-Himbeeraromanote [Anonym, 1996 b].

Fir die industrielle Verarbeitung, bei der eine kriftige Stielausbildung erwiinscht ist,
eignen sich besonders die Goliath-Typen. Fiir die Freilandernte eignen sich die

Frambozen-Rood-Typen. Diese Typen liefern zwar geringere Ertrdge als die Goliath-
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Typen, sie besitzen jedoch einen besseren Geschmack und eine kriftigere rote Farbe
[Diener, 1997]. Fiir Konserven sind die Sorten Champagne, Sutton, Albert und Timperly
am besten geeignet [Burrows, 2001].

Verwendung von Gemiserhabarber

Rhabarber kann eine Woche (Treibrhabarber) bzw. 2-4 Wochen (Freilandernte) gelagert
werden, wofiir eine schnelle Vorkiihlung (innerhalb eines Tages auf <1 °C) sowie 0-1 °C
Lagertemperatur und 95-100 % Luftfeuchtigkeit erforderlich sind [Snowdon, 1991;
Bottcher, 1996].

Die Blattstiele werden zu Marmelade, Gelee, Kompott, Saft und Wein verarbeitet. Sie
dienen als Zutaten zur Herstellung von Eis, Joghurt, Bonbons und anderen Spezialititen
[Bozsik, 1981; Treptow, 1985; Prior, 1993; Anonym, 1996 b; Wanzek, 1997; Aepli, 1998].
Industriell sind die Gewinnung von Saft bzw. Konzentrat von besonderer Bedeutung,
gefolgt von der Herstellung von Marmelade und Kompott als Konservenerzeugnis.
Rhabarber ist auch tiefgefroren sowie als Instantprodukt (z.B. Rhababer-Instantgetrénk)
erhéltlich.

Als Konservenerzeugnis wird er gesiisst und im Einmachglas oder Blechdosen verpackt.
Bei der Konservierung von Rhabarber werden wegen seiner korrosiven Eigenschaften
innen lackierte Blechdosen verwendet. Bei der Verarbeitung zu Kompott werden die Stiele
in etwa 25 mm Stiicke geschnitten, gewaschen und ausgelesen. Nach kurzem Vorkochen
werden die Stiicke mit Zuckerlosung aufgefiillt, (eventuell nach Zusatz von Farbstoffen)
abgepackt und pasteurisiert. Die Haltbarkeit solcher Produkte betrigt 6-9 Monate
[Burrows, 2001].

Tiefkiithlung von Rhabarber verlangt keine spezielle Aufarbeitung. Er kann in roher oder in
blanchierter Form mit oder ohne Verwendung von Zucker eingefroren werden. Die
Lagertemperatur liegt bei —18°C. Bei Lagerung iiber 6 Monaten wird immer ein
Blanchierschritt vorgeschaltet [Stoll, 1970; Treptow, 1985; Reid, 1999].

Zur Herstellung von Rhabarbersaft werden die Stiele nach dem Waschen zerkleinert und
gepresst. Der Saft wird entpektinisiert und die Oxalsdure nach Zugabe von CaCOs als Ca-
oxalat entfernt. Konzentrat wird auf dhnliche Weise hergestellt, wobei der Saft nach der

Entpektinisierung und Entfernung der Oxalsdure konzentriert wird [Treptow, 1985].
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2.2 Aromastoffe

Unter dem Begriff “Aroma” (englische Bezeichnung “Flavour”) versteht man den
Gesamtsinneseindruck aus Geruchs- und Geschmacksempfindungen, der beim Verzehr
eines Lebensmittels entsteht [Schreier und Mosandl, 1985].

Dieser Eindruck ist das Ergebnis einer direkten Wechselwirkung chemischer
Verbindungen mit den peripheren Rezeptorsystemen. Aufgrund der biomolekularen
Reizauslosung, die zwischen Stimulus und Rezeptormolekiil stattfindet, werden Geruch
und Geschmack als chemischer Sinn bezeichnet. Sie sind die wichtigsten
Sinnesmodalitdten des komplexen Oro-nasofazial Sinns (mit Sensoren in Mund, Nase und
Gesichtshaut bzw. Mundschleimhaut), die man zur Beurteilung eines Lebensmittels
benutzt. Geruch und Geschmack sind miteinander verkniipft, da man in den Mund
gebrachte Nahrung nicht nur hinsichtlich ihres Geschmacks, sondern vor allem auch
hinsichtlich ihres Geruchs als angenehm oder unangenehm empfindet [Plattig, 1995]. Die
retronasale Wahrnehmung spielt hierbei eine entscheidende Rolle, wenn die freigesetzten
Riechstoffmolekiile des Mundinhalts beim Verzehr (Kauen, Schlucken) die Riechzellen
der Riechregion (“Regio olfactoria”) in der Nasenhohle iiber den Rachen durch die
Choanen erreichen. Heutzutage ist man in der Lage, die Aromafreisetzung wihrend des
Verzehrs des Lebensmittels mittels massenspektrometrischer Methoden in vivo zu
untersuchen, wobei zur Analyse der Atemluft durch die Nase indirekte (Anreicherung
durch Verwendung von Adsorbentien oder Membranen; z. B. EXOM-Technik) und direkte
(z.B. API-MS, PTR-MS) Techniken eingesetzt werden [Taylor und Linforth, 2000; Bittner
und Schieberle, 2000]. Mit Hilfe einer dynamischen Rontgentechnik (Videofluoroskopie)
ist es neuerdings moglich, den Ablauf des Aromatransfers vom Mundraum in den
Nasenraum beim Verzehrsvorgang zu beobachten. Es wurde gezeigt, dass die retronasale
Wahrnehmung von physiologischen Barrieren beinflusst wird, die nur zu bestimmten
Zeiten einen ungehinderten Zugang von Aromastoffen aus der Mundhoéhle in den
Nasenraum erlauben und deren Bildung von der Lebensmittelkonzistenz sowie von der
Menge des Lebensmittels im Mund abhdngt [Buttner et al, 2001]. AuBlerdem wiesen
Untersuchungen darauf hin, dass wéhrend des Verzehrsprozesses eine Adsorption von
Aromastoffen an die Mundschleimhaut stattfindet, die ebenfalls einen Einfluss auf die
retronasale Wahrnehmung hat [Buttner und Schieberle, 2000; Buttner et al, 2002; Blittner,

2003]. Geruchsempfindungen von Aromastoffen werden auch beim Einatmen (normale
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Ruheatmung) und beim Schniiffeln (beschleunigte Ein- und Ausatemst63e) durch die Nase
vor dem Verzehr eines Lebensmittel ausgelost. In diesem Fall spricht man von
orthonasaler Wahrnehmung [Plattig, 1987; Ohloff, 1990; Plattig, 1995].

Nach heutigen Erkenntnissen findet bei der Wahrnehmung die Reizauslosung durch
direkten Kontakt eines Geruchsstoffes (Stimulus) mit dem 7-TM (Transportmembran)-G-
Rezeptorprotein der Rezeptormembran statt. Der reversible Komplex (vermutlich durch
Bindungsproteine) bewirkt eine Aktivierung des GTP (Guanidin-Triphosphat)-
Bindungsproteins (Gy) [first Messenger]| und 16st eine Kaskade von Enzymreaktionen aus.
Es wird ATP (Adenosin-5’-triphosphat) in cAMP (cyclisches Adenosin 3°,5’-
monophosphat) umgesetzt [second Messenger]. Durch cAMP wird die Permeabilitit der
olfaktometrischen Zellmembran verindert, die zu einem verinderten Na'-K -Ionentausch
und dadurch zur Potentialdifferenz zwischen dem Intra- und Extrazelluldrraum der
Membran (Sensor- bzw. Reizfolgepotential) fiihrt. Dieses Potenzial trigt die
Riechinformation zum Gehirn und wird in der Erregungstransformation an die hoheren
Zentren des Nervensystems iibermittelt, entschliisselt und schlieBlich in
Geruchsempfindungen transformiert. Bei der Verarbeitung der Geruchsinformationen wird
den zwei Organen des Limbischen Systems, Amigdala (Affekten und Emotionen) und
Hippokampus (Gedéchtnis), Bedeutung zugesprochen [Herman, 2002].

Die am “Aroma” beteiligten Verbindungen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen:
Geschmacksstoffe und Geruchsstoffe (Aromastoffe). Es gibt auch Verbindungen, die
sowohl auf den Geschmacks- als auch auf den Geruchssinn wirken. Klassische Beispiele
sind (-)-Menthol in Pfefferminze (“kiihlend”), Allicin in Knoblauch (“brennend”) oder
Piperin und seine Isomere in Pfeffer (“scharf”) [Ney, 1987; Lawless und Lee, 1993]. Van
Beek et al (1990) haben in Wurzeln von Chicorée bitterschmeckende Sesquiterpen-Lactone
nachgewiesen. Kiirzlich wurde gezeigt, dass auch Maillard-Verbindungen, wie die in
Biermalz identifizierten 3-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on, 5-Methyl-2-(1-
pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on  und  2,5-Dimethyl-4-(1-pyrrolidinyl)-3(2H)-furanon
einen intensiven Kiihleffekt hervorrufen konnen [Ottinger et al, 2001].

Aromastoffe sind fliichtige Verbindungen, die aus verschiedenen Stoffklassen stammen;
sie liegen in Lebensmitteln in einem weiten Konzentrationbereich (ppm-ppt) vor. Man
weiss aus zahlreichen Studien, dass fiir das Aroma eines Naturstoffes ein komplexes
Vielstoffgemisch verantwortlich ist. Ein Aroma besteht durchschnittlich aus 200 bis 400
Einzelkomponenten, in Ausnahmefillen sind es iiber 700 [Matheis, 1991]. Von den
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beteiligten Komponenten tragen aber nur einige entscheidend zum Aroma eines
Lebensmittels bei. Beispielsweise wurden in Yoghurt 91 Verbindungen identifiziert, von
denen 21 als wesentliche Aromastoffe festgestellt wurden [Ott et al, 1997]. Unter den im
Reiskuchen nachgewiesenen 65 fliichtigen Verbindungen zeigten sich 10 Komponenten als
wichtig fiir das Aroma [Buttery et al, 1999 a]. In frisch destillierten Calvados-Proben
verschiedener Qualitit wurden insgesamt 120 Verbindungen identifiziert. Die sensorische
Analyse dieser Produkte zeigte die Anwesenheit von 71 aromaaktiven Verbindungen, von
denen 19 als typische Calvados-Marker festgestellt wurden [Guichard et al, 2003;
Ledauphin et al, 2003]. Als Schliisselaromastoffe (“‘character impact compounds”) werden
diejenigen Aromastoffe bezeichnet, die das charakteristische Aroma eines Lebensmittel
pragen. Beispiele sind (Z)-3-Hexenal in Tomaten [Buttery, 1993], 2-sec-Butyl-3-
Methoxypyrazin in rohen Karotten [Cronin und Stanton, 1976] oder 1-p-Menthen-8-thiol
in Grapefruit [Demole et al, 1982]. Eine ausfiihrliche Zusammenstellung von
Schliisselaromastoffen findet sich in der Ubersicht von McGorrin (2002).

Bei den Aromastoffen unterscheidet man zwischen natiirlichen, naturidentischen und
kiinstlichen Aromastoffen. Die “natiirlichen” Aromastoffe, die nur in beschrinkter Menge
zur Verfiigung stehen, diirfen ausschlieBlich durch physikalische (z.B. Extraktion oder
Destillation), mikrobiologische (z. B. Fermentation) oder enzymatische Verfahren aus
geeigneten natiirlichen Ausgangsmaterialen pflanzlichen oder tierischen Ursprungs
gewonnen werden [EG-Aromen-Richtlinie, 1988]. Aromastoffe konnen auch synthetisch
hergestellt und als sogenannte ‘“naturidentische” bzw. “kiinstliche” Aromastoffe in der
Lebensmittelproduktion eingesetzt werden. Gegenwirtig sind etwa 6400 natiirliche und ca.
10000 synthetische Aromastoffe bekannt [Krings und Berger, 1998].

Zwischen natiirlichen und synthetischen Aromastoffen bestehen beachtliche
Preisunterschiede. Manley (2000) zeigte, dass natiirliches Ethylacetat 7 $/kg, dagegen
synthetisch hergestelltes nur 1,60 $/kg kostet. Einen noch groferen Unterschied gibt es
z.B. bei (Z)-3-Hexenol (67 $/kg synthetischer Herkunft und 1325 $/kg natiirlicher
Herkunft) und bei 1-Octen-3-o0l (102 $/kg gegeniiber 8250 $/kg). Der zunehmende Bedarf
an natiirlichen Aromastoffen und ihre begrenzte Verfiigbarkeit haben das Interesse an der
Aromastoftbildung (biogenetisch und nicht-enzymatisch) und an biotechnologischen
Produktionsverfahren (mikrobiologisch und enzymatisch) weiter gesteigert [Krings und
Berger, 1994; Krings und Berger, 1998; Manley, 2000].

10
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Nach Art der Bildung konnen Bestandteile pflanzlicher Aromen in “primédre” und
“sekunddre” Aromastoffe unterteilt werden. Die erste Gruppe beinhaltet die Substanzen,
die im Rahmen des Stoffwechsels der lebenden Pflanze im intakten Gewebe vorliegen.
Besonders reichlich finden sie sich in Friichten und Gewlirzen. Im Gegensatz dazu
entstehen sekundire Aromastoffe aus nicht-fliichtigen Vorstufen, wobei enzymatische,
oxidative und thermische Reaktionen beteiligt sein konnen [Drawert, 1975; Matheis,
1991]. So fiihrt die enzymatisch-oxidative Spaltung ungesittigter Fettsduren nach
Zerstorung des Gewebes (z.B. durch Zerkleinerung) zu aromaintensiven Cs-, Cs-, Co-
Aldehyden und -Alkoholen in vielen Lebensmitteln, wie z. B. in Tomaten, Weintrauben,
Pilzen und Apfeln [Tressl et al, 1981; Hsieh, 1994; Hatanaka, 1999]. Fiir die
enzymatische Spaltung von Glucosinolaten, die praktisch in allen Brassicaceen
vorkommen, sind die Myrosinasen (Thioglucosidasen) verantwortlich. Beim Zerkleinern
des Gewebes werden die Glucosinolate enzymatisch zu Isothiocyanaten, Thiocyanaten und
Nitrilen abgebaut [Chase, 1974; Takeoka, 1999; Mitchen, 2001]. Glykoside stellen eine
wichtige Gruppe nichtfliichtiger Vorstufen von Aromastoffen dar, deren Vorkommen
ausfiihrlich von Williams et al (1993) und Winterhalter und Skoroumounis (1997)
zusammengefasst wurde. Bekannte Beispiele fiir Aromastoffe, die durch enzymatische
Hydrolyse aus Glycosiden freigesetzt werden, sind 2-Methylbutanol, Benzylalkohol, 2-
Phenylethanol, Geraniol, Linalool und Linalooloxid [Leahy et al, 1999]. Typische Vetreter
fiir den Kochgeruch eines Lebensmittel sind Furan- und Pyranderivate, die ebenfalls als
sekunddre Aromastoffe anzusehen sind. Sie gehen aus der Maillard-Reaktion von
Kohlenhydraten und Aminosiduren bei Anwendung hoherer Temperaturen im Zuge der
Lebensmittelherstellung (Backen, Braten, Rosten) hervor [Ho, 1996; Kerler und Winkel,
2001].

Die Bildung sekundérer Aromastoffe fiihrt dazu, dass sich das origindre Aromaspektrum
eines Rohmaterials und das Spektrum des verarbeiteteten Produktes aufgrund
technologischer Behandlungen deutlich unterscheiden kénnen [Takeoka et al, 1990;
Karmas et al, 1994; Chen et al, 1998; Cremer und Eichner, 2000; Wang et al, 2000,
2001].

11
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2.3 Aromaanalytik

Die Untersuchung des Aromas eines Lebensmittels erfolgt schrittweise mit Hilfe
analytischer und sensorischer Methoden. Am Anfang steht die Probenaufarbeitung, d.h. die
Isolierung und Abtrennung der Aromakomponenten von weiteren Lebensmittel-
bestandteilen (z.B. Fetten, Kohlenhydraten, Proteinen). In der Regel schlielen sich eine
Anreicherung der Aromastoffe durch Konzentrieren und eine Vortrennung der erhaltenen
Aromaextrakte an. Nach der Identifizierung und Quantifizierung der Komponenten kénnen

Untersuchungen zur Erkennung sensorisch aktiver Aromastoffe eingesetzt werden.

2.3.1 Isolierung und Anreicherung fliichtiger Verbindungen

Zur Isolierung fliichtiger Verbindungen aus Naturprodukten stehen eine Reihe
unterschiedlicher Verfahren und apparativer Systeme zur Verfligung. Vorteile und
Nachteile der verschiedenen Techniken sind in mehreren Ubersichtsartikeln
zusammengefasst worden [Teranishi und Kint, 1993; Buttery und Ling, 1996; Werkhoff et
al, 1998; Peppard, 1999; Sides et al, 2000]. Diese Arbeiten zeigen, dass es kein
universelles Isolierungsverfahren gibt, das fiir alle Lebensmittel anwendbar ist. Eine
wichtige Forderung ist, dass der erhaltene Extrakt die typischen Geruchs- und
Geschmacksmerkmale der untersuchten Probe wiedergeben sollte. Dartiberhinaus sollte die
Isolierungsmethode eine quantitative Erfassung fliichtiger Verbindungen erlauben,
moglichst keine Verdnderungen in der origindren Zusammensetzung des Naturproduktes
verursachen und reproduzierbare Aufarbeitungen ermdglichen. Die Wahl einer optimalen
und zuverldssigen Probenaufarbeitung ist abhéngig vom Untersuchungsmaterial (Matrix
der Probe, Typ und Eigenschaften der fliichtigen Verbindungen der Probe) sowie vom Ziel
der Untersuchung (qualitative oder quantitative Bestimmung). In zahlreichen Studien sind
bei unterschiedlichen Matrices angewandte Isolierungsmethoden verglichen worden, z. B.
bei Dill [Huopalahti et al, 1981], Kiwi-Bliite [Tatsuka et al, 1990], Parmesan-Kise
[Careri et al, 1994], Propolis [Bracho et al, 1996], Cola-Getrank [EImore et al, 1997] und
Austern [Pennarun et al, 2002/ Diese Beispiele demonstrieren, dass die eingesetzte
Technik sowohl die qualitative als auch die quantitative Zusammensetzung der erhaltenen
Extrakte beeinflusst. Oft ist es noétig, unterschiedliche Aufarbeitungstechniken parallel

einzusetzen, um aussagekréftige Ergebnisse zu erzielen. Viele Arbeitsgruppen haben die
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unterschiedlichen Techniken anhand von Modell-Lésungen hinsichtlich Genauigkeit,
Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit bewertet [Jennings und Filsoof, 1977; Schultz et al,
1977; Leahy und Reineccius, 1984; Prost et al, 1993; Siegmund et al, 1996; Buchgraber
und Ulberth, 1999].

Die Simultane Destillation-Extraktion, die Festphasen-(mikro)extraktion, die Headspace-
Techniken (dynamisch, Vakuum) und die Hochdruckextraktion mit {iberkritischem CO,
haben sich als wichtigste Methoden bewéhrt [Werkhoff, 1999; Peppard, 1999; Sides et al,
2000]. Eine neuere Entwicklung, die sich ebenfalls als vorteilhaft zur schonenden
Isolierung fliichtiger Verbindungen erwiesen hat, ist die SAFE (Solvent Assisted Flavour
Evaporation)-Methode [Engel et al, 1999]. Sie basiert auf der Destillation im Hochvakuum
bei niedriger Temperatur. Die Verdampfung findet in einer speziellen Apparatur (BANG)
statt.

Nach der Abtrennung fliichtiger Komponenten von der Lebensmittelmatrix kann der
Extrakt durch Einengen oder Fraktionierung weiter angereichert werden.
Adsorptionschromatographie oder préaparative Kapillargaschromatographie sind dabei die
wichtigsten Verfahren [Guth, 1997; Werkhoff et al, 1998; Tairu et al, 1999; Kumazawa
und Masuda, 2001].

2.3.2 Identifizierung und Quantifizierung fliichtiger Verbindungen

Nach der Herstellung eines reprédsentativen Extraktes werden die Bestandteile mit
instrumentellen Techniken analysiert. Die wichtigsten Methoden wurden u.a. von
Mussinan (1993), Werkhoff (1999), Peppard (1999), Sides et al (2000) und Reineccius
(2001) zusammengefasst. Das bedeutendste und leistungsfahigste Trennverfahren stellt die
Gaschromatographie dar. Der Vorteil der Kapillargaschromatographie liegt einerseits in
der hohen Empfindlichkeit, Prizision und Reproduzierbarkeit sowie in der einfachen
Detektion, die unselektiv (FID) oder selektiv (ECD) sein kann. Zum anderen ermoglicht
diese Methode eine schnelle Analyse (durchschnittlich 20-50 Min), den Aufbau
multidimensionaler Chromatographiesysteme sowie Kopplungen zu spektroskopischen und
spektrometrischen Techniken [Lehotay und Hajslova, 2002; Schurig, 2002]. Analytisch
wichtige Kopplungen der Kapillargaschromatographie bestehen in der Anwendung der
Massenspektrometrie (GC-MS) und Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (GC-

FTIR) bzw. in der Kombination dieser Techniken (GC-FTIR-MS) [Sasaki und Wilkins,
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1999; Ragunathan et al, 1999; Careri und Mangia, 2001], die strukturspezifische
Aussagen tiiber die einzelnen Verbindungen liefern. Zur Identifizierung einer Substanz
dienen chromatographische (Retentionsindex) und strukturspezifische Informationen
(MS/IR-Spektren). Um sichere Ergebnisse zu erhalten, ist dabei ein Vergleich mit
authentischen Referenzsubstanzen notwendig. Bei vollig unbekannten Aromastoffen ist
eine Strukturaufkldrung erforderlich; hierbei erwies sich die Kernresonanzspektroskopie
(‘H und *C-NMR-Technik) als die Methode der Wahl [Martin et al, 1999]. Die Kopplung
Kapillargaschromatographie-Isotopenmassenspektrometrie (GC-IRMS) hat sich in der
herkunftsspezifischen Aromaanalytik bewéhrt [Meier-Augenstein, 1999; Mosandl, 1999].

Bei der Untersuchung fliichtiger Bestandteile eines Lebensmittels ist nicht nur die
Identifizierung, sondern auch die Quantifizierung der Komponenten von Bedeutung.
Wichtige Parameter bei der Quantifizierung sind die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
des Analysenverfahrens [Hadrich und Vogelsang, 1999 a,b]. Quantitative Analysen
konnen bei optimaler gaschromatographischer Trennung der Substanzen mit Hilfe von
unselektiven oder selektiven Detektoren (z.B Flammenionisationsdetektor (FID) bzw.
Flammenphotometrischen Detektor (FPD)), durchgefiihrt werden. Bei der Quantifizierung
mit Hilfe des internen Standards ist die Wahl der Substanz von gro3er Bedeutung, die von
der Lebensmittelmatrix und der Isolierungstechnik abhingig ist [Gottwald, 1995; Peppard,
1999; Sides et al, 2000]. Fiir die exakte quantitative Analyse von labilen und in Spuren
vorkommenden Aromastoffen in Lebensmitteln ist die Isotopenverdiinnungsanalyse (IVA)
die beste Methode. In mehreren Ubersichtsartikeln [Schieberle, 1995; Milo und Blank,
1998; Blank et al, 1999] werden die Moglichkeiten und Grenzen dieser Technik diskutiert,
wobei als interne Standards isotopenmarkierte Substanzen (stabil oder radioaktiv)
eingesetzt werden. Obwohl immer mehr isotopenmarkierte Verbindungen kommerziell
erhéltlich sind, ist die langsame Verbreitung in der Aromaanalytik u.a. auf die zeit- und

kostenaufwendige Synthese solcher Standardsubstanzen zurtlickzufiihren.

2.3.3  Sensorische Bewertung fliichtiger Verbindungen
2.3.3.1 Gaschromatograpie/Olfaktometrie

Durch Kombination einer instrumentell-analytischen und sensorischen Methode, der
Gaschromatographie-Olfaktometrie (GC-O), ist man heute in der Lage, aromarelevante

Verbindungen aus einer Vielzahl fliichtiger Inhaltsstoffe herauszufinden. Bei diesem

14



Grundlagen

Verfahren werden die einzelnen Aromakomponenten nach ihrer kapillargas-
chromatographischen Auftrennung am Ende der Trennkapillare (Sniffing-Port) sensorisch
beurteilt. Dabei wird der Aromaextrakt schrittweise mit Losungsmittel verdiinnt und auf
den jeweiligen Verdiinnungsstufen analysiert. Durch die fortschreitende Verdiinnung
werden einzelne Aromastoffe in ihrer Konzentration bis unter ihre Geruchsschwelle
abgesenkt, so dass sie nicht mehr wahrgenommen werden konnen. Zwei Methoden wurden
auf diesen Prinzip beruhend entwickelt: die Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA)
und die CHARM-Analyse. Bei der von Ullrich und Grosch (1987) entwickelten AEVA
werden die Losungen des schrittweise verdiinnten Aromaextraktes abgerochen und die
Geruchseindriicke beschrieben. Die hochste Verdiinnungstufe, bei der noch eine Substanz
wahrgenommen werden kann, gibt ihren FD-Faktor (Flavour Dilution Factor) an. Bei der
von Acree et al (1984) entwickelten CHARM-Analyse (Combined Hedonic Response
Measurement) werden die Losungen des schrittweise verdiinnten Aromaextraktes analog
zur AEVA abgerochen, jedoch nicht nur die Qualitit, sondern auch die Dauer jedes
Geruchseindrucks beriicksichtigt. Die Ergebnisse der AEVA-Analyse und CHARM-
Analyse konnen als Diagramm (FD- oder CHARM-Chromatogramm) dargestellt werden,
wobei die Werte (FD-Faktor oder CHARM-Werte) gegen die Retentionszeiten bzw. die

Retentionsindices aufgetragen werden.

2.3.3.2 Aromawert

Auf der Basis des Aromawertes (Quotient aus der Konzentration einer Verbindung im
vorliegenden Lebensmittel und ihrer Geruchsschwelle [Rothe und Thomas, 1963;
Guadagni et al, 1966]) ist eine Abgrenzung aromarelevanter Substanzen von den
zahlreichen fliichtigen Verbindungen eines Lebensmittels moglich. Von der Vielzahl der
Verbindungen werden diejenigen als fiir das Aroma bedeutsam erachtet, deren
Konzentration im Lebensmittel hoher liegt als die Geruchsschwelle (d.h. Aromawert > 1).
Als Geruchsschwelle wird die Konzentration einer Verbindung bezeichnet, die gerade
noch zur Erkennung ihres Geruches ausreicht. Die Geruchsschwelle eines Aromastoffs
wird von vielen Faktoren beeinflusst, z.B. durch das verwendete Medium, in dem seine
Bestimmung erfolgt, durch die Bedingungen des Bestimmungsverfahrens (z.B.
Temperatur, Lichtverhéltnis, Beliiftung von Sensorikraum), durch die Empfindlichkeit der

Priifperson sowie durch die Bestimmungsmethode [Ohloff, 1990; Molnar, 1991; Van
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Toller, 1993; Buttery, 1999 b]. Deshalb ist es nachvollzichbar, dass die fiir eine Substanz
in der Literatur angegebenen Geruchschwellenwerte eine breite Spanne umfassen konnen.
Dies wird in der Zusammenstellung von Rychlik et al (1998) deutlich. Die Bedeutung und
die Problematik der Geruchsschwellenwerte in der Aromaanalytik wurden von Buttery
(1999 b) ausfiihrlich diskutiert.

Zum Aroma eines Lebensmittels konnen auch Verbindungen mit einem Aromawert < 1
einen Beitrag leisten. Der Grund dafiir sind synergistische oder antagonistische Effekte in
der Lebensmittelmatrix, die beim Aromawertkonzept nicht beriicksichtigt werden [Grosch,
1990]. Um solche Phdnomene zu erkennen und den Beitrag aromaaktiver Substanzen zu
priifen, werden Modellversuche zur Rekombination des Aromas mit den beteiligten
Aromastoffen (Zusatz- bzw. Weglassversuche) durchgefiihrt [Grosch, 2001; Buttner und
Schieberle, 2001; Hofmann et al, 2001].

Durch die Anwendung des Aromawertkonzeptes wurden sensorisch aktive Komponenten
einer ganzen Reihe von Lebensmitteln aufgeklart [Grosch, 1994; Grosch, 2001; Minch
und Schieberle, 1998; Bittner und Schieberle, 2001].

2.3.4  Analyse chiraler Aromastoffe
2.3.4.1 Bedeutung chiraler Aromastoffe

Unter den Aromastoffen finden sich chirale Molekiile aus verschiedenen Substanzklassen
[Mosandl, 1992; Werkhoff et al, 1993; Bernreuther et al, 1997; Mariaca et al, 2000;
Brenna et al, 2003]. Bei chiralen Molekiilen handelt es sich um die Verbindungen, bei
denen sich Bild und Spiegelbild nicht zur Deckung bringen lassen. Sie unterscheiden sich
in ihrer rdumlichen Struktur wie die bekanntesten Beispiele der Natur, linke und rechte
Hand. Auch der Begriff “Chiralitdt” wird von dem griechischen Wort “Chiralitit” (cheir)
abgeleitet und bedeutet “Hand” oder “Héandigkeit” [ROmpp Lexikon Chemie, 1996]. Die
spiegelbildisomeren Formen, die sich in keiner anderen physikalischen Eigenschaft als in
der Drehung der Schwingungsebene linear polarisierten Lichtes unterscheiden, nennt man
optische Antipoden bzw. Enantiomere.

Die Forschung auf dem Gebiet chiraler Verbindungen ist nicht nur von gro3er Bedeutung
fiir die chemische Industrie und Pharmakologie sondern auch fiir die Lebensmittelindustrie
[Crosby, 1992; Koskinen, 1993; Brenna et al, 2003]. Aus einer Vielzahl von

Untersuchungen ist bekannt, dass sich Enantiomere hinsichtlich ihrer pharmakologischen
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Wirkung (Drogen) und der Wirkung im Pflanzenschutz (Fungizide, Herbizide, Pestizide)
unterscheiden konnen. (R,R)-Chloramphenicol zeigt eine antimikrobielle Wirkung, das
(S,S)-Enantiomer  ist dagegen inaktiv. Die  Wirkung von  (S)-Warfarin
(Antigerinnungsmittel) ist 5-6 mal groBer als die der (R)-Form. (2S,3S)-Paclobutrazol
wirkt als Wachstumsregulator bei Pflanzen, im Gegensatz dazu hat das (2R,3R)-
Enantiomer eine pilztétende Wirkung. Der pharmakologische Effekt von (R)-(—)-Albuterol
ist positiv (eingesetzt bei herzkranken Patienten), wihrend die racemische Mischung von
Albuterol einen negativen Einfluss (Verschlechterung bei asthmatischen Krankheiten)
ausiibt [Crosby, 1992; Maier et al, 2001].

Fiir viele Verbindungen wurde auch demonstriert, dass die Enantiomere von Aromastoffen
sich in ihren Geruchsqualititen unterscheiden konnen. Ausfiihrliche Zusammenstellungen
der sensorischen Eigenschaften optischer Isomere findet man in den Ubersichten von
Boelens et al (1993), Koppenhoefer et al (1994) und Brenna et al (2003). Klassische
Beispiele fiir die unterschiedlichen Geruchseindriicke von Enantiomeren sind Nootkaton
[Haring et al, 1972] und Carvon [Leitereg et al, 1971]. (+)-Nootkaton weist eine fruchtige
(Citrusfriichte, Grapefruit) Note auf, wihrend sich das (—)-Enantiomer durch einen
holzigen, wiirzigen Geruchseindruck auszeichnet. Das in Kiimmel6l vorkommende (S)-
(+)-Carvon ist fiir die typische Kiimmel-Note entscheidend, wihrend das (R)-(-)-
Enantiomer den Geruch griiner Minze besitzt.

Ebenfalls sind Beispiele in der Literatur beschrieben, die deutlich zeigen, dass sich die
Enantiomere einer Verbindung nicht nur in der Geruchsqualitit sondern auch in der
Geruchsschwelle unterscheiden koénnen. Polak und Provasi (1992) bestimmten fiir das
erdig riechende Geosmin Geruchsschwellen in Wasser von 0.078 pg/l fiir das (+)-
Enantiomer und 0.0095 ng/l fiir das (-)-Enantiomer. Jagella und Grosch (1992 a,b)
demonstrierten Unterschiede in den Geruchschwellen von Terpen-Enantiomeren; z.B. fiir
B-Pinen Geruchsschwellen in Stirke von 2.1 mg/kg fiir das (+)-Enantiomer und 32.9
mg/kg fiir das (—)-Enantiomer.

Im Mittelpunkt von Forschungsaktivitidten stehen nicht nur die sensorische Differenzierung
der Stereoisomere und der Zusammenhang zwischen Struktur und Geruch, sondern auch
die Biogenese chiraler Verbindungen und die Bestimmung der natiirlich vorliegenden
Enantiomerenverteilungen von Naturstoffen (pflanzenspezifisch, sortenabhiéngig usw.).
Letztere spielen eine grofe Rolle bei der Authentizitits- und Echtheitskontrolle von

Aromen und etherischen Olen [Mosandl und Juchelka, 1997; Kénig et al, 1997; Mosandl,
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1999; Ruiz del Castillo et al, 2003]. Erkenntnisse iiber die Enantiomerenverteilungen und
die Biogenese chiraler Komponenten ermdglichen, die Verwendung “naturidentischer”
racemischer ~ Substanzen = nachzuweisen.  Klassische  Beispiele in  hohen
Enantiomeriiberschiissen vorkommender Substanzen sind (R)-(—)-1-Octen-3-ol in Pilzen,
(S)-(+)-Carbonséurealkan-2-ylester in Bananen [Gessner et al, 1988], (R)-(+)-Limonen in
vielen Citrusdlen [Dugo et al, 2001], und (S)-(+)-2-Methylbuttersdure in Friichten
[Mosandl et al, 1990]. Die Natur produziert aber nicht immer hohe Enantiomeren-
reinheiten; ebenso sind racemische Zusammensetzungen fiir Aromastoffe bekannt, wie z.
B. Theaspiran in Stachelbeere [Werkhoff et al, 1991] oder Dihydroactinidiolid in
Aprikosen [Guichard et al, 1991]. Homologe Reihen chiraler Verbindungen (in definierter
Enantiomerenzusammensetzung) kommen natiirlich vor, wie 7y-/0-Lactone in
Molkereiprodukten, in Margarine [Lehmann et al, 1995] und in Friichten, z.B. Ananas
[Kollmannsberger et al, 1991], Kokosnuf3 [Gessner et al, 1988], Aprikosen, Pfirsich
[Lehmann et al, 1991, Guichard, 1995] oder 2-/3-methylverzweigte Verbindungen in
Apfeln und in aus Apfeln hergestellten Produkten [Schumacher et al, 1998].

2.3.4.2 Enantioselektive Analyse mittels Kapillargaschromatographie

Fiir die Untersuchung und Charakterisierung chiraler Verbindungen werden eine Reihe
unterschiedlicher Techniken eingesetzt. Applikationen sowie die Vorteile und Nachteile
der einzelnen Methoden wurden ausfiihrlich beschrieben [Schreier et al, 1995]. Neben
chiroptischen Methoden [Polarimetrie, Circulardichroismus, optische Rotationsdispersion]
kommen chromatographische [Gaschromatographie (GC), Fliissigkeitschromatographie
(LC), Superkritische Fluid-Chromatographie, Gegenstromchromatographie (CCC),
Diinnschichtschromatographie  (TLC)] und  spektroskopische = Methoden [z.B.
Kernrezonanzspektroskopie (NMR)] zum Einsatz. Chromatographische Methoden sowie
Kapillarelektrophorese stellen die wichtigsten Methoden dar [Ward, 2000]. Maier et al
(2002) haben analytische und priparative Aspekte von Enantiomerentrennungen diskutiert.
In den letzten Jahren hat die Kapillargaschromatographie fiir die Analytik chiraler
Komponenten = zunehmend an  Bedeutung gewonnen. Mehr als 18000
Enantiomerendifferenzierungen von etwa 6500 chiralen Verbindungen wurden mittels GC
durchgefithrt ~ [http://chirbase.u-3mrs.fr].  Analysen mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie  (GC-MS), zweidimensionaler Systeme [LC-GC, GC-GC
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(Multidimensionale Gaschromatographie /MDGC/)] sowie MDGC gekoppelt mit
Isotopenmassenspektrometrie haben sich als entscheidende Techniken bei der
Untersuchung chiraler Komponenten bewéhrt [Schurig, 2002].

Bei den kapillarchromatographischen Verfahren kdnnen indirekte und direkte Methoden
eingesetzt werden [Mosandl, 1988; Werkhoff et al, 1993]. Die Analyse derivatisierter
Substanzen (indirekte Methode) stellt das é&lteste Verfahren dar, das durch die direkten
Methoden (Verwendung optisch aktiver chiraler stationdrer Phasen) in den Hintergrund
getreten ist. Von den drei zur Verfiigung stehenden chiralen Phasen (Amid-,
Metallkomplex- und Cyclodextrin-Phasen) hat die Kapillargaschromatographie an
Cyclodextrinen in jlingster Zeit die grofiten Erfolge erzielt [Juwanz und Szejtli, 1999;
Schurig 2002]. Besonders die modifizierten Cyclodextrin-Phasen (peralkylierte bzw.
alkylierte/acylierte Derivate von a-, B-, y-Cyclodextrinen) spielen aufgrund ihrer
hochenantioselektiven Trenneigenschaften und der ausgeprigten Selektivitit eine grof3e
Rolle in der Naturstoffanalytik wund ermdglichen eine derivatisierungfreie
Enantiomerentrennung unterschiedlicher Substanzen [Bicchi et al, 1999].

Zahlreiche Studien und Untersuchungen beweisen die vielseitige und erfolgsreiche
Verwendung der Cyclodextrine bei der Analyse von Aromen und etherischen Olen.
Beispiele dafiir sind u.a. in den Arbeiten von Werkhoff et al (1991, 1993), Wist und
Mosandl (1999) und Bicchi et al (1999) zusammengestellt.

Ein wesentlicher Fortschritt auf dem Gebiet der kapillargaschromatographischen Analyse
chiraler Aromastoffe war die Einfiihrung der Multidimensionalen Gaschromatographie
(MDGC) bzw. der Sidulenschalttechnik [Schomburg, 1995]. Die Methode der
Trennsdulenschaltung war schon in den 60er Jahren bekannt, aber sie wurde nahezu
ausschlieBlich in der ProzeB-Gaschromatographie angewendet [Straub und Ecker, 1975].
Die dort gemachten Erfahrungen fiihrten spéter in der Labor-Gaschromatographie zu einer
effektiven Nutzung dieser Technik. In der Literatur sind verschiedene technische Losungen
zur Trennsdulenschaltung beschrieben [Schaller, 1987; Schulzbach, 1996; Wright, 1997],
von denen zwei Varianten allgemein verbreitet sind. Diese sind die sogenannte “Live-T"-
Schaltung (Siemens) und die “Moving Column Stream Switching (MCSS)”-Schaltung
(CE Instruments) [Mosandl, 1996]. Bei der Technik der Trennsdulenschaltung erfolgt die
erste Trennung der Komponenten an einer “Vorsdule®. Die interessierenden Substanzen
werden herausgeschnitten und anschlieBend auf eine zweite Sdule (“Hauptsdule”) anderer

Polaritét transferiert, wo die endgiiltige Trennung erreicht wird. Ein besonderer Vorteil der
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MDGC ist darin zu sehen, dass chirale Substanzen unterschiedlicher Substanzklassen
direkt, d.h. ohne Derivatisierung in ihre Enantiomere getrennt werden konnen.
Entscheidende Parameter zum erfolgreichen Einsatz sind die richtige Auswahl und
Kombination der Trennkapillaren (achirale Vorsdule/chirale Hauptsdule) und das
verwendete Temperaturprogramm [Werkhoff et al, 1991/92; Schomburg, 1995, Wright,
1997]. Mit Hilfe der Multidimensionalen Gaschromatographie konnten bisher zahlreiche
chirale Bestandteile von Aromaextrakten und etherischen Olen untersucht werden
[Werkhoff et al, 1993; Kim, 1996; Mosandl und Juchelka, 1997; Schumacher et al, 1998;
Dugo et al, 2002].
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1.1 Rhababarber
Rhabarber [Rheum rhabarbarum (syn. undulatum) L.] wurde von unterschiedlichen
ortlichen Gemiisehidndlern und Supermérkten bezogen. Die Stiele wurden bis zur

Aufarbeitung bei 4 °C gelagert (max. 5 Tage).

3.1.1.2 Rhabarber-Konzentrat

Industriell hergestellte Rhabarber-Konzentrate (entoxalisiert) wurden von den Firmen
Alfru Industriefrucht Vertriebs GmbH, Prisdorf, Deutschland (I) und SVZ International
B.V. Etten-Leur, Holland (IT) bezogen.

Produktbeschreibungen laut Hersteller:

Trockensubstanz: 60 °Brix; pH-Wert: 3,2-3,8; Farbe: rot, bernstein-violett; Konsistenz:
homogen fliissig, dickfliissig; Riickverdiinnungsangaben (berechnet auf Saft TS-Wert
in ° Brix): 12,0 kg Saft ergibt ca. 1,0 kg Konzentrat; 13,3-20,0 kg Stiele ergeben 1 kg

Konzentrat.

3.1.1.3 Kommerzielle Rhabarber-Aromen
Rhabarber-Aromen wurden von Frey+Lau GmbH, Henstedt-Ulzburg und Melchers Aroma

GmbH, Bremen zur Verfiigung gestellt.

3.1.2 Chemikalien

3.1.2.1 Referenzsubstanzen

Die zur gaschromatographisch-massenspektrometrischen Identifizierung verwendeten
Referenzsubstanzen wurden von Fluka, Sigma-Aldrich, (Steinheim), Tokyo Chemical
Industry Company Co., Ltd., (Tokyo, Japan) und Merck (Darmstadt) bezogen bzw. von der
Firma Frey+Lau GmbH (Henstedt-Ulzburg) zur Verfiigung gestellt.

3.1.2.2 Reagenzien
Acetonitril Merck 1.00030
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Aliquat 336 (Trioctylmethylammoniumchlorid)

Apfelsiure
Boran-Dimethylsulfid-Komplex-Ldsung
[~2M in Tetrahydrofuran]

Boron Trifluorid [~10% (1.3 M) in Methanol]

Calciumchlorid-6-hydrat
Citronensdure Monohydrat
Dichlormethan
Diethylether

Ethanol

n-Hexan
Kaliumpermanganat
Magnesiumsulfat
(S)-2-Methylbutanol
4-Methyl-1-hexen
(S)-4-Methyl-hexanol
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Natriumsulfit
N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid
Oxalsédure Dihydrat
n-Pentan

Salzsaure

Schwefelsédure
Stickstoff (fliissig)

Wasserstoffperoxid

Aldrich 20,561-3

Fluka 02308

Fluka 15574
Fluka 15176

Riedel-de Haen 12074

Fluka 27490

Riedel de Haén 24102

Sasol 33/1155

Riedel de Hiaen 24102

Fluka 52780
Merck 5082
Fluka 63136
Fluka 65979
Fluka 67500
TCI M0964
Merck 1.06404
Fluka 71691
Merck 1.06649
Merck 6657
Merck 8.41102
Fluka 75702
Th.Geyer 8685
Acros Organics
124620025
Merck 1.00748
Linde

Fluka 95300

Die zur Extraktion verwendeten Losungsmittel (Diethylether und n-Pentan) wurden vor

Gebrauch tiber Fiillkorperkolonnen destilliert.
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3.1.2.3 Synthese von Referenzsubstanzen
3.1.2.3.1 4-Methylhexanol

Racemisches 4-Methylhexanol wurde in Anlehnung an Lane (1974) durch Hydroborierung
aus 4-Methyl-1-hexen erhalten. In einem trockenen 100 ml Kolben mit Tropftrichter wurden
unter Np-Einleitung 2,5 ml 4-Methyl-1-hexen (17,95 mmol) unter Rithren in 10 ml
Diethylether gelost. Unter Kithlung in Eis-Wasserbad wurden 0,6 ml Boran-dimethylsulfid-
Komplex-Losung in Tetrahydrofuran (6,58 mmol) tropfenweise dazugegeben. Nach
beendetem Zutropfen wurde das Eis-Wasserbad entfernt und die Reaktionsmischung bei
Raumtemperatur eine Stunde weitergeriihrt. Dann wurden 2,2 ml einer 3 N NaOH-Losung
(6,58 mmol) unter Eiskiithlung zugetropft. AnschlieBend wurden 0,6 ml einer 30 %igen H,O,
Losung (19,74 mmol) dazugegeben und bei Raumtemperatur eine Stunde weitergeriihrt. Nach
der Zugabe von Eiswasser (50 ml) und Diethylether (50 ml) sowie nach weiterem Riihren
(15 min) wurde die wéssrige Phase abgetrennt. Die organische Phase wurde mit gesattigter
NaCl-Losung (2 x 50 ml) ausgeschiittelt und tiber MgSO4 getrocknet. Nach der Filtration

wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

3.1.2.3.2 4-Methylhexansaure / (S)-4-Methylhexansaure

Die Synthese von 4-Methylhexansdure erfolgte durch Oxidation von 4-Methylhexanol mit
KMnO, [Organikum, 1996]. (S)-4-Methylhexansdure wurde entsprechend aus (S)-4-Methyl-
1-hexanol erhalten.

In einem 100 ml Rundkolben mit Riithrer wurden zu einem Gemisch aus 0,5 ml (S)-4-
Methylhexanol (3,54 mmol), 15 ml CH,Cl, und 5 ml destilliertem Wasser 0,14 ml Aliquat
336 portionsweise hinzugegeben. AnschlieBend wurde eine Losung von 7,1 mmol KMnO4
(1,12 g) gelost in destilliertem Wasser (15 ml) und unter kraftigem Riihren zugetropft. Die
Temperatur wurde durch Kiithlung mit Eiswasser 3 Stunden unter 10 °C gehalten. Danach
wurde 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Permanganatfarbe verschwunden war.
Der gebildete Braunstein wurde mit wassriger Natriumsulfit-Losung aufgelost und die
Mischung mit verdiinnter Schwefelsdure angesduert. Die abgetrennte organische Phase
wurde iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung und Anreicherung fliichtiger Verbindungen

Zur Isolierung fliichtiger Inhaltsstoffe des Untersuchungsmaterials wurde als
Losungsmittel eine Mischung aus n-Pentan-Diethylether (1:1, v/v) benutzt. Die
gewonnenen Extrakte wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, schonend an einer Vigreux
Kolonne (300 mm x ID 19 mm) eingeengt und anschlieBend fiir die kapillargas-

chromatographischen und massenspektrometrischen Untersuchungen verwendet.

3.2.1.1 Vakuum Headspace Technik (VHS)

Die Analyse wurde in der in Abbildung 3.2.1 dargestellten Anlage durchgefiihrt. 500 g
Rhabarberstiele wurden in Stiicke (2 cm) geschnitten und 1 Min. in einem Mixer
zerkleinert. Das Homogenat wurde in einen 2 L Rundkolben eingefiillt, der wiahrend der
Isolierung mit Hilfe eines Wasserbads (Gerhardt, Typ SV 24) bei etwa 35°C temperiert
wurde. Nach Zugabe des Standards (75 pg 1-Octanol; in Ethanol gelost, 0.15 ml) erfolgte
die Isolierung unter einem Vakuum von 1-10 mbar (Leybold-Heraus Vakuumpumpe, Typ
D4A) fiir 3 Stunden. Das wéssrige Destillat wurde in 3 gekiihlten Fallen aufgefangen. Zwei
Kiihlfallen wurden mit Wasser-Eis und die dritte mit fliissigem Stickstoff gekiihlt. Nach
dem Abtauen und Erwédrmen der Kiihlfallen wurden die Destillate gesammelt und mit der

Losungsmittelmischung (3 x 50 ml) ausgeschiittelt.

—> Vakuum
Untersuchungsmaterial ‘ ‘ ‘ ‘ Kondensations-
\ Vorlagen
T KiihlgefaB3e
Wasserbad

Abbildung 3.2.1 Vakuum Headspace Technik
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3.2.1.2 Flussig-Flussig Extraktion (LLE)

Die Fliissig-Fliissig Extraktion erfolgte in dem in Abbildung 3.2.2 dargestellten Kutscher-
Steudel Extraktor (Gattermann und Wieland, 1972). Der Extrakt wurde in einem bei etwa
40°C siedenden Rundkolben gesammelt, der 150 ml der Losungsmittelmischung enthielt.

Dieser Vorgang wurde iiber einen Zeitraum von 24 Stunden durchgefiihrt.

Extraktionsmittelblasen

Glasfritte
Extraktionsmittel
\u Untersuchungsmaterial
Wasserbad

Abbildung 3.2.2. Fliissig-Fliissig Extraktion

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Frischer Rhabarber: Die Stiele (jeweils 500 g) wurden in Stiicke (2 cm) geschnitten und 2
Min. in einem Mixer mit 800 ml Wasser zerkleinert. Das erhaltene Homogenat wurde
zentrifugiert (8000 g, 15 min) und der Uberstand nach Zugabe des Standards (15 ng 1-

Decanol; in Ethanol geldst, 0.15 ml) der Fliissig-Fliissig Extraktion unterworfen.

Extraktion nach Erhitzen unter Riickfluss: Der Uberstand des zentrifugierten Homogenats
aus 300 g zerkleinerten Stiele und 600 ml Wasser wurden nach Zugabe des Standards am
Riickflusskiihler fiir 15 Min erhitzt, anschlieBend gekiihlt und der Fliissig-Fliissig

Extraktion unterworfen.
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Rhabarber-Konzentrat: 25 g Konzentrat wurde mit 600 ml Wasser verdiinnt und nach
Zugabe des Standards (15 pg 1-Decanol, in Ethanol geldst, 0.15 ml) der Fliissig-Fliissig

Extraktion unterworfen.

3.2.1.3 Simultane Destillation-Extraktion (SDE)

Die Simultane Destillation-Extraktion wurde in der von Schultz et al., (1977) entwickelten
Apparatur durchgefiihrt (Abb. 3.2.3). Das vorbereitete Untersuchungmaterial wurde in den
2 L Rundkolben eingefiillt und in einem Heizpilz (Heraeus Wittman, Typ GSB) erhitzt.
150 ml der Lésungsmittelmischung n-Pentan-Diethylether (1:1) wurden in einem 250 ml
Rundkolben vorgelegt und bei etwa 40 °C im Wasserbad (Gerhardt, Typ SV 24) erhitzt.
Die SDE wurde fiir 2 Stunden durchgefiihrt.

Riickflusskiihler

N

Untersuchungsmaterial

~

1‘ Extraktionsmittel

Heizpilz

Abbildung 3.2.3 Simultane Destillation-Extraktion

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Frischer Rhabarber: Die Sticle (jeweils 500g) wurden in Stiicke (2 cm) geschnitten und 2
Min. in einem Mixer mit 800 ml Wasser zerkleinert (gemischt). Das erhaltene Homogenat
wurde zentrifugiert (8000 g, 15 min) und der Uberstand nach Zugabe des Standards (15 pg

1-Decanol, in Ethanol geldst, 0.15 ml) der Simultanen Destillation-Extraktion unterworfen.
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3.2.1.4 Isolierung unter enzyminhibierenden Bedingungen

Die Stiele (jeweils 300 g) wurden in Stiicke (2 cm) geschnitten (1 Min.) und 1 Min. in
einem Mixer zerkleinert. Nach Stehenlassen (1 Min.) wurden die zerkleinerten Stiele zur
Inhibierung der Enzyme 10 Sek. mit gesittigter CaCl,-Lésung (300 ml) gemischt. Das
erhaltene Homogenat wurde zentrifugiert (8000 g, 15 min) und der Uberstand der SDE und
LLE unterworfen. Zur VHS wurde das gesamte Homogenat (ohne Zentrifugieren)
eingesetzt.

Als Kontrolle (ohne Enzyminhibierung) wurden die zerkleinerte Stiele 10 Sek. mit 300 ml
H,O gemischt. Bei der Isolierung der fliichtigen Verbindungen mittels VHS wurde

zusitzlich ein Experiment ohne Zugabe von H,O durchgefiihrt.

3.2.2 Ildentifizierung flichtiger Verbindungen

Die Identifizierung fliichtiger Verbindungen erfolgte mit Hilfe von Referenzsubstanzen
sowie durch Vergleich der kapillargaschromatographischen (Retentionszeit—Kovats-Index)

und massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben.
3.2.2.1 Bestimmung des Retentionsindex
Zur Bestimmung der Retentionsindices wurden n-Alkane als Standards [Kovats, 1958]

verwendet, wobei die Retentionszeit der unbekannten Verbindung auf die Retentionszeiten

der Serie der n-Kohlenwasserstoffe bezogen wird.

RI=100 '|:C+ﬁ} [1]
RT Retentionszeit der unbekannten Verbindung
RT, Retentionszeit des n-Alkans
RT, Retentionszeit des n+1 Alkans
C Anzahl der Kohlenstoffatome des n-Alkans
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3.2.3 Quantifizierung flichtiger Verbindungen

Die quantitative Bestimmung der Komponenten beruhte auf der vor der
Probenaufarbeitung  zugesetzten  Standardverbindung.  Die  Peakflichen  der
gaschromatographisch getrennten Komponenten wurden mit der Peakflache des Standards

verglichen und nach folgender Formel ausgewertet:

P -Rf -M,-Wf
Gehalt an Komponente (x) = =—>—— s

[2]

P -Rf -M-Wf_
P, Peakfldche der zu quantifizierenden Verbindung
P, Peakfldache des Standards
M Zugesetzte Menge an Standard
M Eingesetzte Menge an Rhabarber
Rf, Korrekturfaktor fiir gaschromatographisches Verhalten des Standards
Rf Korrekturfaktor fiir gaschromatographisches Verhalten der Verbindung
Wt Wiederfindungsfaktor des Standards
Wi Relativer Wiederfindungsfaktor der zu quantifizierenden Verbindung

Als Standardverbindungen wurden 1-Octanol bzw. 1-Decanol verwendet. Vorversuche
hatten gezeigt, dass diese Verbindungen keine Bestandteile von Rhabarber und Rhabarber-

Konzentrat sind.

3.2.3.1 Bestimmung der FID Response-Faktoren

Die FID Response-Faktoren wurden mit Losungen der Referenzsubstanzen (0.1 pg/ulL in

Diethylether) im Vergleich zu 2-Heptanol (0.1 pug/uL in Diethylether) bestimmt.

P
Rf =— 3
"y [3]
Rfy Response-Faktor der Verbindung
Py Peakfldche der Verbindung
P, Peakfldache von 2-Heptanol
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3.2.4 Wiederfindungsversuche

Die Wiederfindungsfaktoren ausgewihlter Komponenten wurden in Modellversuchen
bestimmt. Aus Referenzsubstanzen wurden Modell-Losungen hergestellt: jeweils 10 pl
oder 10 mg der Substanzen wurden in 2 ml Hexan gel6st und mit Ethanol auf 10 ml
aufgefiillt (Stammlosung: 1 pg/ul). Im Fall von polaren Substanzen wie Maltol, 5-
Methylfurfural, Vanillin und 1,2 Ethandiol wurden die Konzentrationen auf 2 pg/pl erhdht.
Die Losung der Sduren wurde nach Methylierung zur kapillargaschromatographischen
Untersuchung verwendet.

Fir jede Verbindung wurden 7 Analysen durchgefiihrt. Die Substanzen wurden auf
mehrere Losungen verteilt, um Uberlappungen bei der gaschromatograpischen Analyse zu
vermeiden. Zu den Losungen, die in frischem Rhabarber mittels VHS nachgewiesene
Verbindungen enthalten, wurde 1-Octanol zugesetzt. Zu den Losungen der mittels SDE
und LLE nachgewiesenen Verbindungen wurden 1-Decanol zugesetzt.

Die Wiederfindungen der Standardverbindungen wurden bei Berechnung der relativen
Wiederfindungen der Substanzen beriicksichtigt. Bei den Wiederfindungsversuchen wurde
eine bestimmte Menge der Referenzlosung (100 pl bei der SDE und KS; 250 ul bei der
VHS) in die Pufferlosung (600 ml Na-citrat/HCI Puffersysteme, pH=3,5) eingesetzt.

Die Wf-Werte der untersuchten Verbindungen wurden mit Wf-Werten des Standards

korrigiert und nach folgender Formel ausgewertet:

Wf — xi Ls0 [4]

Wit Relativer Wiederfindungsfaktor der Verbindung
Px;  Peakfliche der Verbindung nach der Isolierung
Pxy  Peakfliche der Verbindung in der Originallésung
Ps; Peakflache des Standards nach der Isolierung

Psy  Peakflache des Standards in der Originallosung
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3.2.4.1 Na-citrat / HCI Pufferldsung

Die Modell-Versuche erfolgten in Na-citrat/ HCl Pufferlosung (pH 3.5): 0,1 N Na-citrat
Losung (46,8 ml) und 0,1 N HCI (53,2 ml) /Rauen, 1965/

3.2.4.2 Methylierung von Fettsauren

Fiir die Séduren wurden die Wiederfindungen nach Methylierung mit BF;-Methanol Losung
(~10 %) bestimmt [Metcalfe et al, 1966; Blau und Halket, 1993]. Der nach der Isolierung
erhaltene Extrakt wurde an einer Vigreux Kolonne auf ein Volumen von 1 ml eingeengt.
Das verbleibende Losungmittel wurde anschlieBend mit N, entfernt. Zur Methylierung
wurde 1 ml BF3;-Methanol Losung dazugegeben, 2 Min. geschiittelt und fiir 30 Min. ins
Wasserbad bei 60 °C gestellt. Nach dem Abkiihlen wurden die Fettsduremethylester mit 1
ml Hexan extrahiert und die Hexanschicht abgetrennt. 1 pl aus der Hexanphase wurde

gaschromatographisch analysiert.

3.2.4.3 Wiederfindung von Fruchtsduren

Aus Referenzsubstanzen (Apfelsdure, Oxalsdure und Zitronensdure) wurde eine wassrige
Losung mit Konzentrationen von jeweils 1mg/ml hergestellt. 6 ml dieser Stammlosung
wurden mit Na-citrat/HCl Puffer (pH 3.5) verdiinnt und die Losungen zur Isolierung
eingesetzt. Bei der VHS-Technik wurde auch die Extraktionsausbeute der Fruchtsduren aus
dem wissrigen Kondensat untersucht. 4 ml der Stammldsung wurden zum Kondensat
zugegeben, ausgeschiittelt und konzentriert. Nach der Konzentrierung (etwa 300 pl)
wurden die Extrakte silyliert. Das Losungsmittel wurde mit N, entfernt und der verbliebene
Riickstand in 100 pl Acetonitril gelost. AnschlieBend wurde nach Zugabe von 50 ul N-
Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid unter Argonbegasung fiir 60 Min im Olbad bei
70 °C syliliert. 1 ul der erhaltenen Losung wurde zur gaschromatographischen Analyse
eingesetzt.

Zur Berechnung wurden die Peakflichen der gaschromatograpisch getrennten

Komponenten auf die Peakflachen der Komponenten der Originallésung bezogen.
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3.2.5 Untersuchung flichtiger Verbindungen kommerzieller Rhabarber-Aromen

Die kommerziellen Rhabarber-Aromen wurden mit Losungsmittel (Diethylether oder
Ethanol) 1:10 verdiinnt. Jeweils 1 pl der hergestellten Ldsungen wurden zur

gaschromatographisch-massenspektrometrischen Untersuchung verwendet.

3.2.6 Kapillargaschromatographie (HRGC)

GC-System 1

Gerdit: Carlo Erba Mega I1 8575 (C.E. Instruments)

Kapillarsdule: DBWAX (60 m, 0.32 mm [.D., 0.25 um F.); J&W Scientific
Temperaturprogramm: 40 °C /5 min//4 °C/min//230 °C/25min

Trigergas: H, 105 kPa

Injektor: 215 °C; Splitinjektion;

Splitfluss 30 ml/min; Splitverhéltnis ~ 1:10
Detektoren: FID (230 °C) und FPD (140 °C);
Effluentsplit via press-fit T-Stiick ca.1:1

Die gaschromatographische Trennung der silylierten Fruchtsduren wurden an einem Carlo

Erba HRGC 5160 Mega (ThermoFinnigan, C.E. Instruments, Egelsbach) durchgefiihrt.

GC-System 2
Gerdit: Carlo Erba Mega II 8575 (C.E. Instruments)
Kapillarsdule: DB-1 (60 m, 0.32 mm L.D., 0.25 um F.); J&W Scientific
Temperaturprogramme: 100 °C //4 °C/min//320 °C/30 min
Tragergas: H, 100 kPa
Injektor: 280 °C; Splitinjektion;
Splitfluss 30ml/min; Splitverhiltnis ~ 1:10
Detektor: FID (320 °C)

3.2.7 Massenspektrometrie (HRGC/MS)

Gerit: GC 8000™"-Voyager (ThermoFinnigan)
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Kapillarsdule: DB-WAXETR (30 m, 0.25 mm I.D., 0.5 um F.);
J&W Scientific

Temperaturprogramm: 40 °C /5 min//4 °C/min//240 °C/25 min

Tragergas: He 75 kPa

Injektor: 220 °C; Splitinjektion;

Splitfluss 30ml/min; Splitverhdltnis ~1:10
Quadrupol-Massenfilter in EI-Modus
Ionisationsenergie: 70 eV
MS-Source Temperatur: 200 °C
MS-Interface Temperatur: 240 °C

3.2.8 Sensorische Bewertung fltichtiger Verbindungen
3.2.8.1 Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA)

Zur kapillargaschromatographisch-olfaktometrischen Bewertung wurde eine Aroma-
extraktverdiinnungsanalyse [Ullrich und Grosch, 1987; Schieberle, 1995] mit einem
vereinigten VHS-Extrakt durchgefiihrt. Diese Probe wurde aus 15 VHS-Extrakten
hergestellt. Nach dem Vereinigen der Extrakte wurde der Gesamtextrakt mit Hilfe von N,
auf 150 pl konzentriert. Der Aromaextrakt wurde schrittweise im Verhiltnis 1:1 (v/v) mit
einer Mischung aus Pentan-Diethylether (1:1, v/v) verdiinnt. Die hergestellten
Verdiinnungsstufen wurden analysiert (abgerochen), bis am Sniffing-Port kein Aromastoff

mehr sensorisch wahrgenommen werden konnte.

3.2.8.2 Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (HRGC/O)

GC-System 3
Gerdit: Carlo Erba Fractovap 4200 (C.E. Instruments)
Kapillarsaule: DBWAX (55 m, 0.32 mm [.D., 0.25 um F.); J&W Scientific
Temperaturprogramm: 60 °C /5 min//4 °C/min//230 °C/25 min
Trigergas: H, 100 kPa
Injektor: 215 °C; Splitinjektion,
Splitfluss 30ml/min; Splitverhiltnis ~ 1:10
Detektor: FID und Sniffingport (220 °C-220 °C)
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Sniffing-Port: passiv geheizte Verlangerung der Detektorbasis, zusdtzliche

Einspeisung von N als Make up-Gas (50 kPa)

GC-System 4

Gerdit: Carlo Erba Fractovap 4200 (C.E. Instruments)

Kapillarsdule: 33% Heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-B-Cyclodextrin in OV-
1701-vi
30 mx 0.25 mm [.D., 0,25 um F.

Temperaturprogramm: 60 °C/2 min//1 °C/min//160 °C

Trigergas: 75 kPa

Injektor: 200 °C; Splitinjektion,
Splitfluss 30ml/min; Splitverhiltnis ~ 1:10

Detektor: FID und Sniffingport (200 °C - 200 °C)

Sniffing-Port: passiv geheizte Verldngerung der Detektorbasis, zusitzliche

Einspeisung von N, als Make up-Gas (50 kPa)

Das Cyclodextrinderivat wurde nach Schmarr (1992) synthetisiert und charakterisiert. Die
verwendete Kapillarsdule wurde in Analogie zu den von Grob (1986) beschriebenen

Verfahren hergestellt.

3.2.8.3 Bestimmung der Geruchsschwellenwerte von Aromastoffen in Wasser

Die Bestimmung der Geruchsschwellenwerte erfolgte mit einer Priifgruppe bestehend aus
12 Teilnehmern (7 ménnlichen und 5 weiblichen im Alter 23-60 Jahren) nach der von
Guadagni et al (1963) beschricbenen Methode. Wissrige Losungen der Referenz-
substanzen (250 ml) wurden in geruchlosem Wasser gelost und die hergestellten Losungen
(250 ml) in eine Sensorikflasche aus Teflon (500 ml) eingefiillt. Die Geruchsschwelle
wurde in abnehmender Konzentration durch Vergleich mit einer Nullprobe (Wasser)

bestimmt.
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3.2.8.4 Sensorische Bewertung ausgewahlter Rhabarberaromastoffe in wassrigen

Losungen

Zur sensorischen Bewertung wurden Stammldsungen der Aromastoffe in Triacetin
hergestellt (Tabelle 3.2.1). Aliquote dieser Stammlosungen wurden zu 1 L Wasser bzw.
Fruchtsdurelosung gegeben, so dass die resultierenden Konzentrationen der Aromastoffe
den unter inhibierenden Bedingungen in Rhabarber ermittelten Gehalten entsprachen.
200 ml der hergestellten Losungen wurden in die Sensorikflaschen aus Teflon (500 ml)
gefiillt und zur Sensorik verwendet.

Die Fruchtsdurelosung wurde aus verschiedenen Sduren des Rhabarbers [Souci et al, 2000]
hergestellt: (g/L), Apfelsiure 12.5, Oxalsiure 4.6, Zitronensdure 1.3, Essigsdure 0.59,

Gallussdure 0.03, Protocatechussiure 0.01, Kaffesdure 0.001, p-Cumarsaure 0.005.

Tabelle 3.2.1 Zusammensetzung der zur sensorischen Bewertung eingesetzten Stamm-

16sungen
1 2 3

Verbindung mg/ml

Hexanal 4.0 2.3 2.5
(Z)-3-Hexenal 32.7 40.6 58.7
(Z2)-2-Hexenal 0.3 0.2 0.2
(E)-2-Hexenal 27.2 17.8 10.3
Hexanol 0.1 0.2 0.2
(Z)-3-Hexenol 0.4 2.2 2.7
(E)-2-Hexenol 4.0 3.8 24
2-Methylbutanol 8.8 5.6 34
Hexanséure 0.7 0.7 0.5
(E)-3-Hexensdure 4.1 15.6 12.6
(E)-2-Hexenséure 8.6 7.5 3.2
2-Methylbutterséure 9.1 3.5 3.3

3.2.9 Untersuchung chiraler Aromastoffe
3.2.9.1 Multidimensionale Gaschromatographie (MDGC)

Das fiir die Analyse verwendete ,,multidimensionale* Gaschromatographiesystem bestand

aus zwei gekoppelten GC 8000 Series Gaschromatographen und war mit einem Moving

Column Stream Switching System (MCSS) ausgestattet (Abb. 3.2.4). Der Hauptteil des
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Sdulenschaltsystems MCSS [Sulzbach, 1991; 1996], ist der Glasdom, in den verschiedene
Kapillaren (Kapillare zum ersten Detektor [Monitordetektor] sowie Restriktionskapillare)
und Sdulen (achirale Vorsdule und chirale Hauptsdule) eingebaut sind. Die Umschaltung
des Eluatstroms der Vorsédule auf die Hauptsdule erfolgt durch eine Verschiebeeinrichtung
(Bewegungsmechanismus). Wenn die Hauptsdule in der Phase der Entkopplung ist, flief3t
der Triagergasstrom des Injektors groBtenteils zum Monitordetektor (Vorsdulendetektor) ab
und der Eluat der Vorsdule wird auf den Monitordetektor geleitet. In der Kopplung (wenn
die Vorsdule in der Ndhe des Hauptsduleneinganges eingeschoben ist —“Cut”-Zeit)

gelangt das Eluat der Vorsdule auf die Hauptséule.

Saulenofen 1 Saulenofen 2
SSL
Injektor Glasdom
P1 Monitordetektor P2 Hauptdetektor
@ FID FID
P3
Nadel- Bewegungs- i
ventil mechanismus
Press-Fit Press-Fit
Vorséule Hauptséule

Abbildung 3.2.4. Schematischer Aufbau des gekoppelten GC 8000 Series Gaschromato-
graphen mit MCSS System als Multidimensionaler Gaschromatograph

Saulenofen 1

Vorsdulen:

a, DB-5(27mx 0.25 mm I. D., 0.25 um F.; J&W Scientific) b, DB-5 (30 m x 0.25 mm .
D., 0.25 um F.; J&W Scientific) c, DBWAX (30 m x 0.32 mm I. D, 0.25 um F.; J&W

Scientific)

Tragergas: H, 165 kPa
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Injektor:

Monitordetektor:

Temperaturprogramm:

Cut-Fenster (Min):

215 °C; Splitinjektion,

Splitfluss 30ml/min; Splitverhiltnis ca. 1:15
FID 260 °C (a und b) bzw. 230°C (c)

40 °C /5 min//4 °C/min//230 °C min

Vorsaule | 2-Methylbutanol

2-Methylbuttersaure | 4-Methylhexanol | 4-Methylhexansaure

a 2.9-3.1 7.3-7.8 10.4-10.8 15.3-15.9
b 3.5-3.7 8.2-8.7 11.6-12.0 16.5-17.0
c 8.4-8.55 23.8-23.95 16.4-16.55 30.85-31.0
Séulenofen 2
Hauptsdule: 33% Heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-B-Cyclodextrin in OV-
1701-vi
30mx 0.25 mm L.D., 0,25 pm F.
Trégergas: H, 98 kPa
Hauptdetektor: FID (150 °C)
Temperaturprogramm: 37 °C /10 min//2 °C/min//160 °C (a und b)

47 °C /10 min//2 °C/min//160 °C (c)

Das Cyclodextrinderivat wurde nach Schmarr (1992) synthetisiert und charakterisiert. Die

verwendete Kapillarsdule wurde in Analogie zu den von Grob (1986) beschriebenen

Verfahren hergestellt.

3.2.9.2 Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des MDGC-Transfers von 2-Methylbutanol, 2-

Methylbuttersidure, 4-Methylhexanol und 4-Methylhexansdure wurden in Analogie zu der

von Hadrich und Vogelgesang (1999 a, b) beschricbenen Methode bestimmt und

berechnet. Die Regressionsgeraden wurden durch Analytik von Referenzsubstanzen

(8 Gehaltsstufen im Bereich von 0.5 bis 100 pg/kg) erstellt.
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4, ERGEBNISSE UND DISKUSSION
4.1  Isolierung flichtiger Verbindungen von Rhabarberstielen mittels VHS
4.1.1 Einleitung

Erste Untersuchungen der fliichtigen Komponenten von Rhabarber wurden von Frattini et
al (1974, 1976) durchgefiihrt. Im Wurzelstock chinesischen Rhabarbers (Rheum sinensis
radix) konnten sie 43 Verbindungen identifizieren. Unter den Komponenten waren o-
Terpineol, verschiedene Naphthaline (Methyl-/Dimethylnaphtalin), Ester (Fettsdauremethyl-
ester, Zimtsduremethylester, Phthalate) sowie Fettsduren. Eine umfassende
Zusammenstellung fliichtiger Verbindungen des Wurzelstocks von Rheum palmatum L.
gaben Miyazawa et al (1996). Von den 108 isolierten Komponenten konnten 98
Verbindungen gaschromatographisch und massenspektrometrisch identifiziert werden,
wobei Terpene und Benzol-Derivate dominierten. Die quantitativ wichtigsten fliichtigen
Bestandteile waren Hexadecansédure, Paenol, a-Copaen, Methyloctadecanoat, 6-Cadinen
und Methyleugenol. Ein dhnliches Spektrum an fliichtigen Inhaltsstoffen wurde im Extrakt
des Wurzelstocks von Rheum tanguticum Maxim. ex. Balf nachgewiesen [Wang et al,
1995].

Daten iiber die Aromastoffe der Blattsticle von Gemiiserhabarber lagen bisher nicht vor.
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es daher, fliichtige Inhaltsstoffe der Stiele zu
identifizieren und zu quantifizieren.

Zur Isolierung fliichtiger Verbindungen ungekochter Rhabarberstiele wurde die Vakuum
Headspace Technik angewandt. Die gewonnenen Extrakte wurden mit Hilfe von Kapillar-
gaschromatographie (HRGC) wund Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie
(HRGC-MS) untersucht. Die aromawirksamen Komponenten wurden mittels Gas-

chromatographie/Olfaktometrie (GC/O) charakterisiert.

4.1.2 Isolierung fluchtiger Verbindungen mittels Vakuum Headspace Technik

Fliichtige Verbindungen ungekochter Rhabarberstiele wurden mittels Vakuum Headspace
Technik (VHS) isoliert. Vom Prinzip her ist die VHS eine Wasserdampfdestillation im
Vakuum; sie wurde in verschiedenen Variationen erfolgreich zur Isolierung von
Aromastoffen aus Bliiten [Surburg et al, 1993; Joulain, 1986], aus Friichten, wie z. B.
Papaya [ldstein und Schreier, 1985 a], Guava [ldstein und Schreier, 1985 b], Kiwi

37



Ergebnisse und Diskussion

[Takeoka et al, 1986] und Quitten [Winterhalter et al, 1987] sowie aus Vanille [Werkhoff
und Guntert, 1997] und Saffran [Tarantillis und Polissiou, 1997] eingesetzt. Es handelt
sich um ein schonendes Isolierverfahren, da das Untersuchungsmaterial thermisch nicht
belastet wird und dadurch keine Kochnoten auftreten. Bei dem von Guntert et al (1998)
durchgefiihrten Methodenvergleich zeigte sich, dass die Vakuum Headspace Technik bei
Erdbeere, Maracuja, Pfirsich, Aprikose, Kirsche zu Extrakten mit typischen und
ausgepragten Aromanoten der reifen Friichte fiihrte. Pennarun et al (2002) stellten bei der
Untersuchung fliichtiger Verbindungen von Austern auch fest, dass die Vakuum
Headspace Methode sensorisch typischere Extrakte lieferte als das ebenfalls als schonende
Technik beschriebene Dynamische Headspace Verfahren.

Die Isolierung und Anreicherung der fliichtigen Inhaltsstoffe von Rhabarberstielen erfolgte
in Analogie zu dem von Werkhoff et al (1998) beschriebenen Verfahren. Die quantitative
Bestimmung der Komponenten beruhte auf der vor der Probenaufarbeitung zugesetzten
Standardverbindung (1-Octanol) unter Beriicksichtigung von Korrekturfaktoren des
gaschromatographischen Verhaltens (FID Response) und der Wiederfindung der
Komponenten. Die FID Response-Faktoren wurden mit Losungen der Referenzsubstanzen
(0.1 pg/ul Diethylether) im Vergleich zu 2-Heptanol bestimmt. Die Wiederfindungen

wurden aus wissriger Losung (pH 3.5) der Referenzsubstanzen ermittelt.

Die erhaltenen Extrakte wurden kapillargaschromatographisch (HRGC) und
kapillargaschromatographisch-massenspektrometrisch ~ (HRGC-MS) untersucht. Ein
typisches HRGC-Chromatogramm ist in Abbildung 4.1.1 dargestellt. In Tabelle 4.1.1 sind
die identifizierten Komponenten nach Stoffklassen geordnet.

Die Zusammenstellung in Tabelle 4.1.1 umfasst quantitative Daten von zwei Chargen (I,
I), die in der Saison 2001 untersucht wurden. Das Material wurde aus Ortlichen
Supermirkten bezogen, Informationen zu Sortenreinheit lagen nicht vor. Spalte III zeigt
die Daten eines Extraktes, welcher durch Vereinigen aliquoter Anteile von 15 Extrakten

verschiedener Chargen gewonnen wurde.

Insgesamt 78 Komponenten wurden identifiziert, von denen 59 Substanzen erstmals in
Rhabarber beschrieben wurden. 23 Alkohole, 8 Aldehyde, 15 Ester, 4 Ketone, 16 Sduren,
und 12 Verbindungen aus anderen Stoffklassen wurden erfasst. Die Gesamtmenge der

isolierten fliichtigen Verbindungen betrug etwa 5 mg/kg.
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Tabelle 4.1.1 Quantitative Verteilung der mittels VHS aus Rhabarberstielen isolierten
fliichtigen Komponenten

Konzentration (ug/kg) 2

Charge °
Nr.” Verbindung Kl | I i
(DBWAX)
Alkohole
5  1-Propanol 1040 319 + 48 214 £ 10 137 d
7  2-Methylpropanol 1093 5+ 1 50 £ 04 4 d
12 1-Butanol 1145 9 £ 2 5+0.1 4 d,g
16  2-Methylbutanol 1213 358 + 52 328 + 53 304 d
18  1-Pentanol 1253 29 + 0.2 2.0 £<0.1 3 d
9  2-Pentanol 1121 27 £03 23 £03 3 d
8  3-Pentanol 1101 1.0 + 04 14 +£0.2 1 d
13 1-Penten-3-ol 1162 35 £ 4 23 + 1 24 d
23 (Z)-2-Pentenol 1322 12 + 1 7+ 1 9 e
24 3-Methylpentanol 1325 <1 <1 <1 d
22 4-Methylpentanol 1317 30 £ 3 21 £ 2 32 d
31 4-Methyl-3-penten-1-ol 1390 9 £+ 1 7+ 1 7 f
28  Hexanol 1358 89 + 14 63 £+ 7 74 d,g
33 (E)-2-Hexenol 1414 1711 £170 1194 +180 1241 d
34  (Z)-2-Hexenol 1418 32 £ 04 2.1 £ 0.2 3 d
29  (E)-3-Hexenol 1365 10 £ 1 6.4 + 04 10 d
30 (Z)-3-Hexenol 1385 79 £ 12 61 £ 6 139 d
32 Cyclohexanol 1403 70 £ 21 3.1 £ 0.2 22 d
35  4-Methylhexanol 1434 24 £ 5 18 £+ 2 30 d
40  2-Ethylhexanol 1490 1.1 £ 0.1 1.2 + 0.1 <1 d
69  Hexadecanol 2383 11+ 2 20 + 4 11 d
55 Benzylalkohol 1874 10 £ 1 8 £ 1 9 d,g
56  2-Phenylethanol 1910 10 + 1 8 + 1 11 d,g
Aldehyde

10 (E)-2-Pentenal 1134 24 + 0.1 24 +£ 0.2 2 d
6  Hexanal 1077 132 + 25 122 + 36 6 d,g
17  (E)-2-Hexenal 1216 1077 +158 989 +160 916 d
15 (Z)-2-Hexenal 1196 7+ 2 43 £ 03 6 e
11 (Z)-3-Hexenal 1138 27 + 8 29 + 11 11 d
43 (E)-2-Nonenal 1533 <1 <1 <1 d
45 (E,Z)-2,6-Nonadienal 1592 <1 <1 <1 e
41  Decanal 1496 17.2 £ 04 11+ 1 6 d.g
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Tabelle 4.1.1 (Fortsetzung)

Konzentration (ug/kg) 2

Charge °
Nr.” Verbindung Kl | I i
(DBWAX)

Ester
1 Ethylformiat 814 18 + 16 + 1 19 d
2 Ethylacetat 856 20 + 17+ 2 22 d,g
19  Hexylacetat 1271 1 £0.1 <1 <1 d
20  2-Methylbutyl-

2-methylbutanoat 1276 <1 <1 <1 e
21  Methyl-(E)-2-hexenoat 1284 1.8 + 0.4 1.1 £ 0.1 <1 d
27  Ethyl-(E)-2-hexenoat 1345 <1 <1 <1 d
25 (E)-2-Hexenylacetat 1333 4 £ 1 32 £ 04 8 d
38 (E)-2-Hexenylbutanoat 1475 17 £ 2 16 + 12 d
46  (E)-2-Hexenylhexanoat 1663 2.7 £ 0.2 3+ 5 d
37 (E)-3-Hexenylbutanoat 1452 1.8 £ 0.3 1.2 £ 0.1 2 e
50 (E)-2-Hexenyl-

(E)-2-hexenoat 1805 9+ 5 4+ 2 14 e
62  Isopropylmyristat 2040 <1 <1 2 d
72 Diisobutylphthalat 2592 39 £+ 04 3+ 1 3 f,h
73  Dibutylphthalat 2693 44 £ 0.5 2.0 £ 0.2 2 d,h
80  Di(2-ethylhexyl)phthalat 3160 56 £+ 5 119+ 5 73 d

Ketone
4  3-Pentanon 956 6 + 1 35+ 04 3 e
26  6-Methyl-5-hepten-2-on 1341 <1 <1 <1 e
54  (E)-Geranylaceton 1853 1.2 £ 04 2.2 £<0.1 4 d
39 2,6,6-Trimethyl-2-vinyl-

tetrahydropyran-3-on 1478 42 £+ 0.3 34 £ 0.1 4 f

Sauren
36  Essigsdure 1449 14 + 3 9+ 1 4 d
47  2-Methylbuttersdure 1670 43 £ 19 96 £ 26 187 d
51  4-Methylpentansiure 1813 15+ 1 14+ 1 56 d
53  Hexansdure 1846 33 £+ 13 54+ 1 18 d,g
57  4-Methylhexanséure 1936 1.3 £0.2 1.3 £ 0.1 2 d
60 (E)-2-Hexensdure 1967 142 + 69 351 + 48 516 d
59  (E)-3-Hexensdure 1948 29 + 4 17+ 2 27 d
63  Octansdure 2056 3.1 £0.2 1.5+ 03 3 d,g
64  Nonansiure 2165 24 £ 0.2 2+ 1 2 d,g,h
67 Decansiure 2286 24 £ 04 22+ 04 3 d,g,h
71  Dodecansdure 2480 22 + 0.2 1.9 = 0.1 3 d,g
74  Tetradecansédure 2706 19 £ 5 38+ 9 33 d,g
75  Pentadecansdure 2819 38 + 8 52+ 7 54 d,g
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Tabelle 4.1.1 (Fortsetzung)

Konzentration (ug/kg) 2

Charge °
Nr.” Verbindung Kl | I "
(DBWAX)
76  Hexadecansdure 2913 196 = 41 340 £ 62 359 d,g
77  9-Hexadecensdure 2957 1.1 £ 0.2 3+ 1 4 f
79  Octadecanséure 3132 24 + 0.3 3+ 1 2 d
Sonstige

14  Limonen 1192 22+ 04 1.5+ 04 5 d
44  Linalool 1548 <1 <1 <1 d
65  Sesquiterpen (MW:204) 2180 3+ 1 5+ 1 3 f
68  Sesquiterpen (MW:204) 2201 1.9+ 04 7+ 3 4 f
78  Squalen 3058 136 £ 28 276 +128 127 d
58  B-lonon 1943 <1 <1 <1 d
52 Anethol 1820 1.3 £<0.1 1.1 £ 0.1 <1 d.g
68  p-Allylphenol 2338 14 £ 0.2 12+ 1 10 e
61  Methyleugenol 2013 7+ 1 3+ 1 4 d,g
48  1,2-Dimethoxybenzol 1721 1.1 £<0.1 1.7 £ 0.1 3 d
49  1,4-Dimethoxybenzol 1728 2.1+ 0.2 1.4 £<0.1 1 d
70  Indol 2336 1.7 £ 0.2 20+ 03 <1 d

“ Mittelwerte aus 3 Bestimmungen pro Charge + Standard Fehler. ® Die Nummern entsprechen
den Verbindungen in Abbildung 4.1.1. Nummer 42 (ein nicht-identifiziertes und nicht-
reproduzierbares Artefakt) und Nummer 3 Ethanol (Losungsmittel fiir den internen Standard),
sind nicht aufgefiihrt. © Untersuchungsmaterial aus 2001, IIT Vereinigter Extrakt (hergestellt aus
Aliquoten von 15 Extrakten). Die Identifizierung der Verbindungen erfolgte 4 mit Hilfe von
Referenzsubstanzen; ©durch Vergleich der kapillargaschromatographischen (Retentionszeit—
Kovats-Index) und massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben; " durch Vergleich der
massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben. Verbindungen identifiziert im
Waurzelstock von Rhabarber von & Miyazawa et al (1996). " Frattini et al (1974). KI: Kovats
Indices.
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Cs-Komponenten

Im Gegensatz zu den Rhizomen (Rheum palmatum L. und Rhei sinensis radix), in denen
Sesquiterpene, Terpene und Benzol-Derivate die wichtigsten fliichtigen Verbindungen
darstellen [Frattini et al, 1974, 1976; Miyazawa et al, 1996], gehoren ca. 65% der mittels
VHS aus Rhabarberstielen isolierten fliichtigen Inhaltsstoffe zu den Cs-Komponenten.

Die Stoffgruppe umfasst iiberwiegend ungesittigte Komponenten, wobei Aldehyde wie (E)-2-
Hexenal, (Z)-2-Hexenal und (Z)-3-Hexenal sowie die entsprechenden Alkohole (E)-2-
Hexenol, (E)-3-Hexenol und (Z)-3-Hexenol dominieren. Dariiberhinaus wurden die in
pflanzlichen Systemen seltener vorkommenden Ce¢-Sduren ((E)-2- und (E)-3-Hexenséure) als
relativ konzentrationsstarke Komponenten nachgewiesen.

Bei den Cs-Verbindungen handelt es sich um Produkte der enzymatisch-oxidativen Spaltung
ungesittigter Fettsduren. Vorstufen sind Linol- und Linolensiure, die durch Hydrolasen aus
den Triglyceriden freigesetzt und unter Einwirkung von Lipoxygenase mit Sauerstoff in
Hydroperoxide {iberfiihrt werden. Aus den Fettsdure-Hydroperoxiden werden durch
Hydroperoxid-Lyasen Aldehyde gebildet, die durch nachfolgende Reduktionen zum Teil in
Alkohole tberfiihrt werden [Hatanaka, 1999; Shahidi, 2000; Schwab und Schreier, 2002].
Diese enzymatisch-hydrolytischen und -oxidativen Vorginge laufen mit hoher
Geschwindigkeit nach der Zerstérung des Gewebes ab, wobei aromaintensive Komponenten
in wesentlichen Mengen gebildet werden [Drawert et al, 1973; Hatanaka und Harada, 1973;
Buttery et al, 1987; Bartley und Schwede, 1989; Takeoka et al, 1990].

Diese “sekunddren Aromastoffe” sind in pflanzlichen Systemen weit verbreitet und tragen mit
ihrem frischen, griinen und teilweise fruchtigen Geruch [Hatanaka et al, 1992] zum typischen
Charakter vieler Obst- und Gemiisearten bei. AuBlerdem sind die C¢-Verbindungen nicht nur
als Aromakomponenten von Bedeutung sondern zeigen auch andere Effekte, wie z.B.
antimikrobielle Wirkung [Deng et al, 1993; Andersen et al, 1994; Hamilton-Kemp et al,
1995] oder Inhibierung der Pollen-Keimung [Gardner et al, 1990; Hamilton-Kemp et al,
1991; Hamilton-Kemp et al, 1995]. Die Aldehyde und Alkohole spielen eine besondere Rolle
als Abwehr- und Lockmittel verwundeter Pflanzen fiir Insekten sowie als Bestandteile von
Pheromonen [Hansson et al, 1999; Reddy und Guerro, 2000].

Die in Stielen nachgewiesenen ungeséttigten Cg-Sduren kommen in pflanzlichen Systemen
selten vor. (E)-2-Hexensdure wurde unter anderem in der Rambai Frucht [Wong et al, 1994],
in einer weillen Weintraubensorte [Rocha et al, 2000], in Kiefersprossen-Tee [Kim und

Chung, 2000], in gekochtem Darjeeling-Schwarztee [Kawakami et al, 1995], in Orangensaft
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[Naf et al, 1996] und in dem Ol griiner Minze [Tsuneya et al, 1998] identifiziert. Berichte
iiber das Vorkommen der (E)-3-Hexensdure sind in der Literatur noch seltener. Sie wurde in
schwarzem Tee [Mick et al, 1984], in Brotfriichten [Iwaoka et al, 1994] und in Fisch-Sof3e
[Peralta et al, 1996] nachgewiesen.

Neben den Cg-Akoholen und Sduren wurden auch entsprechende Ester (Hexylacetat, (E)-2-
Hexenylacetat, (E)-2-Hexenylbutanoat, (E)-2-Hexenylhexanoat, (E)-2-Hexenyl-2-hexenoat
und (E)-3-Hexenylbutanoat) nachgewiesen. Mit Ausnahme von (E)-2-Hexenylbutanoat und
(E)-2-Hexenyl-2-hexenoat liegen die Ester in Konzentrationen <5 ppb vor. Dieser geringe
Gehalt an Estern palit zu der Tatsache, dass Rhabarber von botanischen Standpunkt in die
Gruppe der Gemiise gehort, obwohl er aufgrund seines Geschmacks eher als Obst verwendet
wird.

Die Cg-Komponenten, besonders die ungesittigten Aldehyde, sind als reaktionsfreudige
Verbindungen bekannt, die auf verschiedenen Wegen (Autoxidation, Isomerisierung, Retro-
Aldol Kondensation) in zahlreiche Verbindungen tiberfiihrt werden [Schieberle und Grosch,
1981; Fischer und Grosch, 1988 und 1991; Grein et al, 1993]. Takeoka et al (1986) konnten
zeigen, dass eine rasche Verdnderung (iiberwiegend durch Oxidation) in der
Zusammensetzung eines Kiwi-Extraktes widhrend der dreimonatigen Lagerung bei —10°C
stattfindet. Die Rhabarber-Extrakte wurden deshalb nach der Konzentrierung moglichst
schnell, innerhalb von 6 Stunden untersucht und bis zur gaschromatographischen (GC)
Analyse bei -18°C gelagert.

Um die chemische Bildung von (E)-2- und (E)-3-Hexensdure wéhrend der Isolierung
auszuschlieBen, wurden Modellversuche mit wéssriger Losung (pH 3.5) von (E)-2-Hexenal
unter den gleichen VHS-Bedingungen durchgefiihrt. In den Extrakten wurden keine der
typischen Abbau-Produkte von (E)-2-Hexenal detektiert, weder die ungeséttigten Ce-Sduren
noch Hydroxy-Aldehyde [Grain et al, 1993].

Cy-Komponenten

Neben den Cg-Verbindungen wurden mit den ungesittigten Co-Aldehyden (E)-2-Nonenal und
(E,Z)-2,6-Nonadienal zwei Vetreter einer anderen Gruppe von Lipidoxidationsprodukten
gefunden. Sie sind als aromaintensive Komponenten zerkleinerter Gurken bekannt und weisen
einen griinen, Olartigen, talgigen ((E)-2-Nonenal) bzw. einen griinen, frischen, typischen
Gurkengeruch ((E,Z)-2,6-Nonadienal) auf [Forss et al, 1962; Schieberle et al, 1990]. Sie

wurden im Spurenbereich (<1 pg/kg) detektiert. Eine aussagekréftige Quantifizierung dieser
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Minorkomponenten ist mit der im Rhamen dieser Arbeit eingesetzten Methodik nicht zu
erzielen. Hier wére es notwendig, andere Methoden, wie z.B. die Isotopenverdiinnunganalyse
einzusetzen [Schieberle, 1995; Blank und Milo, 1999]. Diese Methode stellt ein ideales
Verfahren zur Quantifizierung labiler Verbindungen im Spurenbereich dar [Schieberle und
Grosch, 1987; Minch und Schieberle, 1998; Majcenovic et al, 2002].

Methylverzweigte Komponenten

Eine weitere wichtige Gruppe fliichtiger Inhaltsstoffe von Rhabarberstielen stellen
methylverzweigte Verbindungen dar. 2-Methylbutanol und 2-Methybuttersdure sind die
konzentrationsstarksten Vertreter. Sie gehen aus der Aminosaure Isoleucin hervor [Rowan et
al, 1996; Perez et al, 2002] und wurden oft zusammen mit anderen 2- oder 4-
methylverzweigten Verbindungen in pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln nachgewiesen
[Kimland et al, 1973; Idstein et al, 1985; Brennand und Lindsay, 1992; Molimard und
Spinnler 1996; Shimoda et al, 1996; Young et al, 1996; Schumacher et al, 1998].
4-Methylhexanol ist seltener als fliichtiger Inhaltsstoff von Pflanzen und Lebensmitteln zu
finden. Bisher wurde diese Verbindung in der Tabak-Pflanze [Kandra und Wagner, 1998;
Loughrin et al, 1990], in Fisch-Sof3e [Shimoda et al, 1996], in Schalen von Zedratzitronen
[Fleischer und Fleischer, 1991] sowie in Annatto [Galindo-Cuspinera et al, 2002]
beschrieben. Die entsprechende Séure (4-Methylhexansdure) wurde ebenfalls im Extrakt
identifiziert. Sie ist bisher nur in Tabak [Chuman und Noguchi, 1977; Kimland et al, 1973;
Ha und Lindsay, 1991] nachgewiesen worden. Sie kommt hingegen in vielen Lebensmitteln
tierischer Herkunft vor, z.B. in Hammelfleisch [Wong et al, 1975], in Kuhmilch [Ha und
Lindsay, 1990] oder in Ziegenkdse [Le Quere et al, 1998]. Zusammen mit 4-
Methylpentansdure wurde sie in Fischsofle [Sanceda et al, 1999], in italienischer Provolone
und in Romano Kése [Ha und Lindsay, 1991] nachgewiesen. Die methylverzweigten Sduren
sind oft flir unangenehme und negative Geriiche von Lebensmitteln verantwortlich. Sie
verursachen zusammen mit anderen kurzkettigen Fettsduren z.B. den késeartigen Geruch von

Fischsof3e [Sanceda et al, 1999] oder von gelagertem Hopfen [Tressl et al, 1978].

Sauren
Neben den erwéhnten ungesittigten Co-Sduren und den methylverzweigten Sduren wurde die
homologe Reihe geradzahliger (Ausnahmen: Nonansdure und Pentadecansdure) Fettsduren

1soliert.
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Wie im Kapitel Grundlagen diskutiert, spielen die Fruchtsduren eine wichtige Rolle fiir den
Geschmack von Rhabarber [Vogel, 1996; Derndorfer und Elmadfa, 2000]. Die wichtigsten
Vetreter Apfelsiure, Oxalsiure und Zitronensiure konnten in den mittels VHS gewonnenen
Extrakten auch nach Silylierung und kapillargaschromatographischer Untersuchung an einer
DB-1 Trennsédule nicht detektiert werden. Modellversuche mit Referenzsubstanzen zeigten,
dass Apfelsiure, Oxalsiure und Zitronensiure aus wissriger Losung (pH 3.5) weder withrend
des Destillationsschritts (Wiederfindung <0,01 %) noch durch Extraktion (Wiederfindung

<0,1%) erfasst werden.

Sonstige Komponenten

6-Methyl-5-hepten-2-on, (E)-Geranylaceton sowie [B-lonon wurden im Spurenbereich
(<1 pg/kg) nachgewiesen. Sie sind bekannt als Abbau-Produkte von Carotinoiden [Weeks,
1986; Buttery und Ling, 1993], die in Rhabarber in kleiner Menge (z.B. a-Carotin 0.001mg,
B-Carotin 0.031 mg und Lutein 0,131 mg/100 g) vorhanden sind [Muller, 1997].

Squalen wurde u.a. in der fliichtigen Fraktion von SiiBkartoffeln [Wang und Kays, 2000], in
Orangensaft [Naf et al, 1996], in Apfelkern [Lu und Foo, 1998] und in Pekea Fruchtpulpe
[Marx et al, 1997] beschricben. Besonders reich an dieser Verbindung sind bestimmte
Seetierdle, Amaranthol sowie Oliven- und Reisole [He et al, 2002; Jahaniaval et al, 2000].
Von den im Wurzelstock beschriebenen Benzol-Derivaten [Miyazawa et al, 1996] wurden
Benzylalkohol, 2-Phenylethanol, Anethol und Methyleugenol gefunden.

Die identifizierten Phthalsdureester (Diisobutylphthalat, Dibutylphthalat und Di(2)-
Ethylhexylphthalat) wurden in Extrakten verschiedener pflanzlicher und tierischer Materialien
nachgewiesen [Ramarathnam et al, 1993; Umano et al, 1999; Chung et al, 2001; Lamikanra
und Richard 2002]. Dibutylisobutylphthalat, Diisobutylphthalat und Dibutylphthalat sind
auch in den ersten Arbeiten {iber die fliichtigen Inhaltsstoffe der Rhizome von Medizinal-
Rhabarber identifiziert worden [Frattini et al, 1974]. Aufgrund ihrer Rolle als Weichmacher
bei der Herstellung von Plastikmaterialien werden sie meist als Kontaminationsprodukte
diskutiert [Di Bella et al, 1999; 2001]. Es wurde auch beschrieben, dass sie als
Hautausscheidungsprodukte bei der Aufarbeitung der Proben in die Extrakte gelangen kdnnen
[Spiteller, 1973].

Die sensorische Bewertung schwefelhaltiger Komponenten hatte gezeigt, dass Vertreter von
Mercaptoalkoholen und Mercaptoketonen Rhabarbergeruch besitzen [Schellenberg, 2002;
Vermeulen et al, 2003]. Unter Verwendung eines flammenphotometrisches Detektors (FPD)
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konnten jedoch keine schwefelhaltigen Komponenten in den VHS-Extrakten detektiert
werden. Um auszuschliessen, dass dieser negative Befund hinsichtlich des Vorkommens
schwefelhaltiger Aromastoffe in Rhabarbersticlen auf die angewandte Isolierungstechnik
zuriickzufiihren ist, wurden mit 3-Mercaptohexanol als Referenzsubstanz Wiederfindungs-
versuche durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass mittels VHS ca. 60 % der eingesetzten

schwefelhaltigen Verbindung wiedergefunden wurden.

4.1.3 Sensorische Bewertung des Vakuum Headspace Extraktes

Die aromaaktiven Komponenten ungekochter Rhabarberstiele wurden mittels Aromaextrakt-
verdiinnungsanalyse (AEVA) ermittelt [Ullrich und Grosch, 1987; Schieberle, 1995]. Als
Ausgangsmaterial wurde der in Tabelle 4.1.1 aufgefiihrte VHS-Extrakt III verwendet, d.h. ein
Extrakt, der durch Vereinigen aliquoter Anteile von 15 Extrakten verschiedener Chargen
gewonnen worden war. Der einen typisch griinen, an frisch geschilte Rhabarberstiele
erinnernden Geruch aufweisende Extrakt wurde schrittweise mit Pentan-Diethylether
(1:1, v/v) im Verhéltnis 1:1 (v/v) verdiinnt und jede Verdiinnung gaschromatographisch-

olfaktometrisch untersucht.

Intensive Aromastoffe von Rhabarberstielen

Bei der Untersuchung mittels GC/O wurden 18 geruchsaktive Substanzen detektiert
(Tabelle 4.1.2). Die hochsten FD-Faktoren wurden fiir die beiden Cs-Verbindungen (Z)-3-
Hexenal (FD: 2048) und (Z)-3-Hexenol (FD: 512) ermittelt. Auch andere Vetreter dieser
Stoffklasse, wie Hexanal, (E)-2-Hexenal und Hexanol, erwiesen sich mit einem FD-Faktor
von 256 als aromaintensive Komponenten.

Die GC/O-Bewertung dieser Cg-Komponenten im unverdiinnten Extrakt (Beschreibungen
siche Tabelle 4.1.2) ergab, dass alle einen typischen griin-grasartigen Geruch aufwiesen. In
Abhangigkeit von der funktionellen Gruppe und der Position der Doppelbindung wurde diese
Grundrichtung durch spezifischere Noten iiberlagert. So iiberwog bei Hexanal, (Z)-3-Hexenal
und (Z)-3-Hexenol die grasige Note, wiahrend (E)-2-Hexenal eine leicht fruchtige Apfelnote
aufwies, die am Peakende in einen bittermandelartigen Geruch iiberging. Der Geruch von
Hexanol konnte als fruchtig, zitronenartig beschrieben werden. Solche Unterschiede im
“griinen Charakter” der Ce-Verbindungen, z.B. grasartig-griin, blétterartig-griin, fruchtig-griin,

wiirzig-griin, fettig-griin sind in vielen Studien zu finden [Whitehead et al, 1995; Reiners und
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Grosch, 1998; Luning et al, 1994]. In der als letzten zitierten Arbeit, in der die C¢-Aldehyde
und Alkohole als wesentliche Bestandteile von Paprika gefunden wurden, wurden
beispielweise Hexanal mit “griin, pflanzlich, griine Paprika”, (Z)-3-Hexenal mit “grasartig,
griin, griine Paprika, fruchtig”, (E)-2-Hexenal mit “fruchtig, Mandel, wiirzig, si}”” und (E)-2-
Hexenol mit “Mandel, fruchtig, wiirzig” beschrieben. Diese unterschiedlichen Geruchsnoten
bestdtigen die systematischen Untersuchungen von Hatanaka et al (1992) zum
Zusammenhang zwischen Struktur und griiner Geruchsqualitit der Cgs-Aldehyde und
Alkohole. Sie beschrieben die Position der Doppelbindung als wichtigstes Kriterium fiir den
ausgepragten frisch-fruchtig siiBen und weniger griinen Geruch. Die Verbindungen mit
Doppelbindung in Position 2 wurden am stdrksten mit den Attributen fruchtig, sii8lich
bewertet. Die Verbindungen mit der Doppelbindung in Position 4 oder 5 besitzen hingegen
einen mehr oOlig-fettigen, herben, insektenartig-griinen Geruch. Die funktionelle Gruppe
erwies sich als verantwortlich fiir einen stirker ausgepragten griinen-wiirzigen Geruch. Die
Alkohole zeigen im Vergleich zu den Aldehyden eine fruchtig-siillichere, griine Note.

Neben den Cs-Verbindungen wurden mit (E,Z)-2,6-Nonadienal und (E)-2-Nonenal
(jeweils FD: 256) zwei weitere Lipidoxidationsprodukte als sensorisch  wichtige
Komponenten der Rhabarberstiele detektiert. Fruchtig-blumige Noten zeigten [-Ionon,
Linalool und 2-Phenylethanol, wobei B-lonon den hdchsten FD-Faktor (256) aufwies. Als
weitere aromarelevante Komponenten erwiesen sich die methylverzweigten Komponenten 4-
Methylhexanol (FD: 128; nussartig, rostig, kratzend) und 2-Methylbuttersdure (FD: 64;
stechend, Kédse) sowie als Vertreter der Sduren Hexansdure (FD: 32; stechend, sduerlich) und

das ungesittigte Homologe (E)-2-Hexenséure (fruchtig, sauer).

Beurteilung der Aromarelevanz

Zur Beurteilung der Aromarelevanz einer fliichtigen Verbindung dient der sogenannte
Aromawert, das Verhéltnis aus Konzentration und Geruchsschwelle [Rothe und
Thomas, 1963; Guadagni et al, 1963]. Da Rhabarber einen Wassergehalt von 92-95 %
aufweist [Souci et al, 2000], wurden nasale Schwellenwerte in Wasser zur Berechnung
herangezogen. Fiir 4-Methylhexanol und (E)-2-Hexensdure wurden die Geruchs-
schwellenwerte selbst bestimmt. Die anderen in Tabelle 4.1.2 aufgefiihrten Geruchsschwellen
wurden der Literatur entnommen.

Hohe Aromawerte ergaben sich fiir die Vertreter der Cs-Komponenten, wie (E)-2-Hexenal

(54), (Z2)-3-Hexenal (44), Hexanal (17) und (E)-2-Hexenol (12), die dadurch als potentielle
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Komponenten, die fiir das Aroma von Rhabarberstielen verantwortlich sind, angesehen
werden konnen. Hohe Aromawerte von 43 bzw. 40 wurden auch fiir die nur als
Spurenkomponenten detektierten B-lonon und (E,Z)-2,6-Nonadienal berechnet. Zur
endgiiltigen Bewertung des Beitrags dieser Verbindungen zum Rhabarberstielaroma wére
jedoch eine exakte Quantifizierung z.B. mittels Isotopenverdiinnungsanalyse erforderlich.

Auf keiner der Verdiinnungsstufen konnte eine Geruchsnote detektiert werden, die darauf
hindeutete, dass die in der Literatur mit Rhabarbernoten in Verbindung gebrachten
Mercaptoalkanole und -alkanone [Schellenberg, 2002; Vermeulen et al, 2003] in dem Extrakt

enthalten waren.
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Tabelle 4.1.2 Sensorische Bewertung fliichtiger Inhaltsstoffe von Rhabarberstielen mittels GC/O *

No.”  Verbindung Geruch ® FD-Faktor 9  Geruchsschwelle Konzn. ! AW K
(ug/L in Wasser) (ng/kg)

6 Hexanal griin, Gras 256 45°¢ 76 17

11 (Z)-3-Hexenal griin, Gras 2048 0.25° 11 44

13 1-Penten-3-ol griin 4 400 © 24 0.1

16 2-Methylbutanol bitter, medizinisch, muffig 16 320" 304 1

17 (E)-2-Hexenal griin, Gras, Apfel, Bittermandel 256 17 ¢ 916 54

28 Hexanol griin, fruchtig, Zitrusfucht 256 2500 & 74 0.03

30 (Z)-3-Hexenol griin, Gras 512 70 ¢ 139 2

33 (E)-2-Hexenol griin, fruchtig 16 100" 1241 12

35 4-Methylhexanol griin, nussig, rostig, 6lig, Karotten 128 2000 30 0.02

41 Decanal Karotten, Zitrusfrucht 16 28 6 3

43 (E)-2-Nonenal Karotten, fettig 256 0.08 ¢ 0.4 5

44 Linalool Zitrusfrucht, Zitrone, sif3 128 6° 0.6 0.1

45 (E,Z)-2,6-Nonadienal Gurken, blumig 256 0.01° 0.4 40

47 2-Methylbuttersdure stechend, Kése, sauer 64 540 F 187 03

53 Hexanséiure stechend, sauer 32 3000 © 56 0.02

56 2-Phenylethanol bitter-blumig, Kamille 32 1100 © 11 0.01

58 B-Ionon stiff, blumig, Veilchen 256 0.007 ° 0.3 43

60 (E)-2-Hexenséure fruchtig, sauer 8 300 516 1.7

“ Material von 2001. ® Die Nummern entsprechen den Verbindungen in Abbildung 4.1.1. © Geruchsqualitét der Verbindung in unverdiinntem
Extrakt am Sniffing-Port. “Die FD-Faktoren der Verbindungen wurden mittels AEVA bestimmt (5. Material und Methoden). Die
Geruchsschwellenwerte stammen aus der Literatur: © Buttery et al, (1990) "Rychlik et al, (1998), ¢ Buttery et al, (1988), " Larsen und Poll
(1992). ' Konzentration bestimmt in einem vereinigten Extrakt (Aliquoten aus 15 Extrakten) “Die Aromawerte wurden aus den

Konzentrationen der Aromastoffe im vorliegenden Lebensmittel geteilt durch ihre Geruchsschwellenwerte berechnet.
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4.1.4 Einfluss enzymkatalysierter Reaktionen auf das Spektrum von Cg-Verbindungen

Ce-Verbindungen werden bei Zerstorung pflanzlichen Gewebes durch enzymkatalysierte
Fragmentierung ungesittigter Fettsduren sehr schnell gebildet. Dieses origindre Spektrum
kann jedoch durch nachfolgende Reaktionen (Reduktion, Isomerisierung) rasch verdndert
werden.

Nachdem die Cs-Verbindungen sich als wichtig fiir das Aroma ungekochter Rhabarberstiele
erwiesen hatten, stellte sich die Frage, inwiefern das nach Zerkleinern freigesetzte Spektrum
an Ce-Verbindungen durch nachfolgende enzymkatalysierte Reaktionen modifiziert wird.
Daher wurde die Isolierung mittels VHS zusétzlich unter enzym-inhibierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Durch Inhibierung enzymkatalysierter Reaktionen nach 3 Min. sollte versucht
werden, das C¢-Spektrum frisch geschélter Rhabarberstiele zu ,,fixieren®.

Verschiedene Varianten der Enzyminhibierung sind erfolgreich bei Friichten und Gemiisen
eingesetzt worden. Gesittigte NaCl-Losung wurde u.a. bei der Untersuchung fliichtiger
Aromastoffe von Brotfrucht [Iwaoka et al, 1994] und von Aloe Blittern [Umano et al, 1999]
verwendet. In Kiwi-Friichten wurden die Enzyme mit Hilfe von 0.01M SnCl, inhibiert
[Bartley und Schwede 1989]. (NH4),SO4 wurde bei Aprikosen [Guichard und Souty 1988]
und bei Oliven [Ridolfi et al, 2002] und CaCl, bei Kirschen [Girard und Kopp, 1998] benutzt.
CaCl, zeigte sich auch fiir Tomaten am besten geeignet, da im Gegensatz zu NaCl keine
Isomerisierung von (Z)-3-Hexenal zu (E)-2-Hexenal bei der Verwendung dieses Inhibitors
nach 3 h beobachtet wurde [Buttery et al, 1987]. In Analogic zu dieser bei Tomaten
angewandten Strategie wurden die nach Zerkleinerung des pflanzlichen Materials
einsetzenden enzymkatalysierten Reaktionen beim Rhabarber nach 3 Min. durch Zusatz

gesittigter CaCl,-Losung inhibiert.

In Abbildung 4.1.2 sind typische HRGC-Chromatogramme der unter inhibierenden bzw.
nicht-inhibierenden Bedingungen gewonnenen VHS-Extrakte dargestellt. Die Gehalte und

prozentualen Verteilungen der Cs-Komponenten sind in Tabelle 4.1.3 zusammengestellt.
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Abbildung 4.1.2 C¢-Komponenten isoliert mittels VHS aus Rhabarber
(a)  unter inhibierenden Bedingungen (mit CaCl,-Losung)

(b)  unter nicht-inhibierenden Bedingungen (mit Wasser)

1. Hexanal, 2. (Z)-3-Hexenal, 3. (Z)-2-Hexenal, 4. (E)-2-Hexenal, 5. (E)-2-Hexenylacetat,
6. Hexanol, 7. (E)-3-Hexenol, 8. (Z)-3-Hexenol, 9. (E)-2-Hexenol, 10. (E)-2-

Hexenylbutanoat, 11. Hexanséure, 12. (E)-3-Hexensdure, 13. (E)-2-Hexensédure.
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Tabelle 4.1.3 Konzentrationen und prozentuale Verteilungen von Cs-Komponenten in Rhabarber *

inhibiert ° nicht-inhibiert °
mit Wasser ohne Wasser
(ng/kg) % (ng/kg) % (ng/kg) %
Verbindung
Aldehyde
Hexanal 217+ 9 4.8 323+ 27 8.6 131+ 16 4.4
(Z)-3-Hexenal 1785+ 457 39.8 31+ 3 0.8 38t 9 1.3
(Z)-2-Hexenal 18+ 2 0.4 8+ 3 0.2 5+ 2 0.2
(E)-2-Hexenal 1484+ 50 33.2 2077 = 74 55.0 922 +106 31.0
>:78.2 >:64.6 >:36.9
Alkohole
Hexanol 8+ 1 0.2 39+ 2 1.0 78+ 9 2.6
(Z2)-3-Hexenol 24+ 2 0.5 32+ 1 0.8 59+ 1 2.0
(E)-3-Hexenol <1 0.02 3+ 0.1 0.1 6+ 0.1 0.2
(E)-2-Hexenol 215+ 31 4.8 890 + 21 23.6 1412+ 46 47.6
>:55 >:255 >:52.4
Sauren
Hexansidure 39+ 5 09 53 + 8 1.4 53+ 8 1.8
(E)-3-Hexenséure 225+ 13 5.0 36+ 7 1.0 28 7 0.9
(E)-2-Hexensdure 466+ 49 10.4 282 £ 47 7.5 239+ 53 8.0
>:16.3 >:9.9 >:10.7

“Material aus 2002. ® Mittelwerte aus drei Bestimmungen + Standard Fehler.
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In dem durch Enzyminhibierung nach 3 Min. erhaltenen Spektrum fliichtiger Verbindungen
dominieren die ungesittigten Aldehyde [(Z)-3- und (E)-2-Hexenal] und die ungesittigten Ce-
Sduren [(E)-3- und (E)-2-Hexensdure]. Werden die enzymkatalysierten Reaktionen nicht
unterbunden, so wird dieses zundchst biosynthetisierte Spektrum durch komplexe
Folgereaktionen verdndert. Wie aus Tabelle 4.1.3 ersichtlich, nehmen die Gehalte an (Z)-3-
Hexenal und (E)-3-Hexensédure drastisch ab, wihrend die Anteile an (E)-2-Hexenal und (E)-2-
Hexenol deutlich ansteigen. Die Verdnderungen sind offensichtlich auf eine Kombination von
Isomerisierungen und Reduktionen zuriickzufiithren. Eine auf der Basis der beobachteten

Konzentrationsdnderungen postulierte Reaktionssequenz ist in Abbildung 4.1.3 dargestellt.

/\/\)(J)\ Isomerisierung 9
\ —— /
OH OH
[ Reduktion
o Isomerisierung . H
WLH M\n/
(0]
l Reduktion l Reduktion
X /E/\/OH
/\/\/\OH

Abbildung 4.1.3 Mogliche Folgereaktionen von ungesittigten Ce-Verbindungen

Der unter nicht-inhibierenden Bedingungen beobachtetete signifikante Anstieg der
Konzentration an (E)-2-Hexenal kann durch Isomerisierung von (Z)-3-Hexenal erklirt
werden. Die Konzentrationsabnahmen von (E)-2-Hexensdure und (E)-3-Hexensdure sowie die
deutliche Verschiebung des Verhiltnisses dieser beiden Sauren deuten darauf hin, dass die
Isomerisierung von (E)-3-Hexensdure zu (E)-2-Hexensdure und die nachfolgende Reduktion
ebenfalls zur Bildung von (E)-2-Hexenal beitragen. In  Anwesenheit von
Alkoholdehydrogenasen stellt dieser Aldehyd jedoch nur ein Intermediat dar und wird
zumindest teilweise zum entsprechenden Alkohol (E)-2-Hexenol weiter reduziert. Dieser
hypothetische Ablauf steht im Einklang mit den fiir die Stoffgruppen Aldehyde, Alkohole und
Séuren beobachteteten prozentualen Verhiltnissen. Wie aus Tabelle 4.1.3 ersichtlich, stimmt
die Summe der fiir die C¢-Aldehyde und Cs-Sduren ermittelten prozentualen Abnahmen mit

dem fiir die Cs-Alkohole bestimmten Zuwachs sehr gut iiberein.
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Die reduktive Kapazitit des Rhabarberhomogenats erwies sich als stark abhingig von den
Milieubedingungen. Um die Aufarbeitungen unter inhibierenden Bedingungen und nicht-
inhibierenden Bedingungen moglichst vergleichbar durchzufiihren, wurden bei der Isolierung
der fliichtigen Verbindungen ohne Inhibierung die zerkleinerten Rhabarberstiele mit einem
der CaCl,-Losung dquivalenten Volumen an Wasser gemischt (Spalten “nicht inhibiert, mit
Wasser” in Tabelle 4.1.3). Da diese Vorgehensweise sich von der in Kapitel 4.1
beschriebenen Versuchsfithrung, d.h. VHS-Isolierung aus Homogenat ohne Zugabe von
Wasser, unterschied, wurde ein entsprechender Versuchsansatz in die vergleichende
Untersuchung mit aufgenommen (Spalten “nicht inhibiert, ohne Wasser” in Tabelle 4.1.3).

Es zeigte sich, dass die Abwesenheit/Anwesenheit des Wassers offensichtlich stark die
Aktivitit der Alkohol-Dehydrogenase(n) beeinflusst. In den ohne Zugabe von Wasser
homogenisierten Proben stellte (E)-2-Hexenol den mengenméBig starksten Vertreter aus der
Gruppe der Cs-Verbindungen dar. Der prozentuale Anteil der Cg-Aldehyde war deutlich

zugunsten der Cg-Alkohole gesunken.

Die beschriebenen Phdnomene hinsichtlich der Bildung und Verdnderung des Spektrums an
Ce-Verbindungen konnten fiir andere Chargen bestétigt werden. Wie aus Abbildung 4.1.4
ersichtlich, unterschieden sich Rhabarber-Chargen in den Verteilungen der unter
inhibierenden Bedingungen erfassten Cg-Komponenten. Die unter nicht-inhibierenden

Bedingungen ablaufenden Verdnderungen sind jedoch vergleichbar.

A inhibiert (CaCl,)
B nicht-inhibiert

Hexanal
(2)-3-Hexenal

M (2)-2-Hexenal
(E)-2-Hexenal
Hexanol

M (E)-3-Hexenol

M (Z)-3-Hexenol

M (E)-2-Hexenol
Hexansaure

M (E)-3-Hexensaure
(E)-2-Hexensaure

Abbildung 4.1.4 Prozentuale Verteilungen von Ce-Verbindungen in unterschiedlichen
Rhabarberchargen (Material aus 2002)
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Um die unterschiedlichen sensorischen Beitrige von Cg-Verbindungen zu dem Aroma von
frisch geschilten bzw. durch nachfolgende Reaktionen ,gealterten Rhabarberstielen zu
ermitteln, wurden die unter inhibierenden und nicht-inhibierenden Bedingungen berechneten

Aromawerte verglichen (Tab. 4.1.4).

Tabelle 4.1.4
Aromawerte ausgewdhlter Cg-Komponenten, die mittels VHS unter inhibierenden

Bedingungen bzw. nicht-inhibierenden Bedingungen bestimmt wurden

Aromawert ?

inhibiert nicht-inhibiert
(nach 3Min.)

Verbindung

Hexanal 48 72
(Z2)-3-Hexenal 7140 124
(E)-2-Hexenal 87 122
Hexanol 0.003 0.02
(2)-3-Hexenol 0.3 0.6
(E)-2-Hexenol 2.2 8.9
(E)-3-Hexensdure 0.4 0.06
(E)-2-Hexenséure 1.6 0.9

* Der Aromawert wurde als Quotient aus dem Gehalt (Mittelwert, Tabelle
4.1.3) und der Geruchschwelle in Wasser [Tabelle 4.1.2; (E)-3-Hexensédure:
600 pg/L] berechnet.

Wie aus Tabelle 4.1.4 ersichtlich, wird aufgrund der hohen Konzentration an (Z)-3-Hexenal
und seiner geringen Geruchsschwelle das aus zerkleinertem Rhabarber isolierte
Aromaspektrum durch diesen ungesittigten Aldehyd beherrscht. Werden nachfolgende
Reaktionen nicht inhibiert, nimmt die Bedeutung dieser Komponente drastisch ab. Die
Beitrdge des isomeren Aldehyds (E)-2-Hexenal sowie dessen Reduktionsprodukts (E)-2-

Hexenol zum Rhabarber-Aroma nehmen zu.

4.1.5 Sensorische Bewertungen ausgewahlter Verbindungen in wassrigen Lésungen

Der sensorische Beitrag der Ce-Verbindungen sowie der beiden Hauptverteter der
methylverzweigten Verbindungen, 2-Methylbuttersdure und 2-Methylbutanol, zum
Rhabarber-Aroma wurde in wéssrigen Losungen bewertet. Stammlosungen der Aromastoffe

wurden in neutraler wissriger Losung sowie in einer wissrigen Losung, welche die fiir
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Rhabarber typischen organischen Sduren enthielt [Souci et al, 2000], so verdiinnt, dass die
Mengen den in Rhabarberstielen unter inhibierenden Bedingungen bestimmten Gehalten
entsprachen. Die Konzentrationsverhéltnisse wurden so gewéhlt, dass sie die in verschiedenen

Chargen ermittelten Unterschiede in den Verteilungen der Cs-Komponenten exemplarisch

widerspiegelten.
Tabelle 4.1.5 Sensorische Bewertung ausgewihlter Rhabarberaromastoffe in wiassrigen
Losungen
Konzentration (ug/l)
1 2 3
Verbindung
Aldehyde
Hexanal 217 184 258
(Z2)-3-Hexenal 1785 3244 5979
(Z)-2-Hexenal 18 19 18
(E)-2-Hexenal 1484 1419 1047
Alkohole
Hexanol 8 17 18
(Z2)-3-Hexenol 24 177 280
(E)-2-Hexenol 215 302 243
2-Methylbutanol 479 449 347
Sauren
Hexansaure 39 58 50
(E)-3-Hexenséure 225 1246 1281
(E)-2-Hexensédure 466 599 324
2-Methylbuttersdure 497 277 338
Sensorik
Medium Geruchsbeschreibung
Wasser intensive Apfel-Note; griin, grasig, intensiv griin-grasig,
(neutral) fruchtig, griin fruchtig, sauer leicht fruchtig, sauer
Wasser + Apfel-Note, vorherrschend;  griin, grasig, intensiv griin-grasig,
Fruchtsduren®  fruchtig, griin, fruchtig-sauer; fruchtig-sauer
(pH: 1.5) zusitzlich saure Note an geschilte

Rhabarberstiele erinnernd

* (g/L), Apfelsdure 12.5, Oxalsiure 4.6, Zitronensiure 1.3, Essigsiure 0.59, Gallussiure 0.03,
Protocatechussdure 0.01, Kaffesdure 0.001, p-Cumarsiure 0.005.
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Die sensorische Bewertung der neutralen wéssrigen Losungen zeigte, dass alle einen griin-
fruchtigen Charakter aufwiesen. Die Losungen 2 und 3 zeigten zusétzliche saure Noten, die
sich durch die hoheren Gehalte an ungesittigten Ce-Sduren erkldren lassen. Losung 1, in der
(E)-2-Hexenal und (Z)-3-Hexenal in einer gleichen Gréenordnung vorlagen, war durch eine
vorrherschende Apfelnote gekennzeichnet. In den Losungen 2 und 3 wurde diese Note
aufgrund der hoheren Gehalte an (Z)-3-Hexenal durch einen griin-grasartigen Geruch
verdrangt.

Die Rhabarber-typische saure Note war bei keiner der neutralen wéssrigen Losungen zu
beobachten. Diese war erst wahrzunehmen, nachdem die Fruchtsdurelosung als Basis zur
Verdiinnung der Aromastoffe herangezogen wurde. Diese Losungen wiesen sowohl einen
runden, griin-fruchtigen als auch fruchtig-sauren Charakter auf. Losung 2 erinnerte dabei am

meisten an den Geruch frisch geschélter Rhabarberstiele.

4.1.6  Zusammenfassung

Nach Isolierung fliichtiger Verbindungen ungekochter Rhabarberstiele mittels Vakuum
Headspace Technik und kapillargaschromatographisch-massenspektrometrischer Unter-
suchung der Extrakte wurden 78 Komponenten identifiziert, von denen 59 erstmals in
Rhabarber beschrieben wurden. In dem Spektrum fliichtiger Verbindungen iiberwogen die Ce-
Komponenten mit einem Anteil von etwa 65 %. Neben ungesittigten Aldehyden [(Z)-3-
Hexenal, (E)-2-Hexenal] sowie den entsprechenden Alkoholen [(E)-2-Hexenol, (Z)-3-
Hexenol] wurden auch die in pflanzlichen Systemen weniger hdufig anzutreffenden
ungesittigten Sduren [(E)-3-Hexensdure, (E)-2-Hexensdure] nachgewiesen. Als weitere
charakteristische Stoffgruppen erwiesen sich methylverzweigte Séuren und Alkohole. Neben
den in Pflanzen weit verbreiteten 2-methylverzweigten Vertretern (2-Methylbuttersaure, 2-
Methylbutanol) wurden auch die ungewdhnlicheren 4-methylverzweigten Komponenten (4-
Methylhexansdure, 4-Methylhexanol) detektiert.

Die VHS-Extrakte besaflen einen griinen, an frisch geschdlte Rhabarberstiele erinnernden
Geruch. Die Untersuchung geruchsaktiver Komponenten mit Hilfe der Gaschromatographie-
Olfaktometrie unter Verwendung der Aromaextraktverdiinnungsanalyse sowie die
Bestimmung der Aromawerte zeigten, dass die Ce-Verbindungen nicht nur quantitativ sondern
auch sensorisch eine wichtige Rolle fiir das Aroma frischer, ungekochter Rhabarberstiele

spielen.
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Untersuchungen zum Einfluss enzymkatalysierter Reaktionen zeigten, dass das nach
Zerkleinerung des pflanzlichen Gewebes freigesetzte Spektrum an Cg-Verbindungen durch
komplexe Folgeraktionen (Isomerisierungen und Reduktionen) rasch verdndert wird. Wurden
die enzymkatalysierten Reaktionen nach 3 Min. durch Zusatz von CaCl,-Losung inhibiert,
dominierten die ungesittigten Aldehyde (Z)-3- und (E)-2-Hexenal sowie die ungeséttigten Ce-
Sduren (E)-3- und (E)-2-Hexensdure das Spektrum fliichtiger Verbindungen. Ohne
Enzyminhibierung wurden (E)-2-Hexenal und (E)-2-Hexenol zu den mengenmaBig
wichtigsten Komponenten. Die aus diesen quantitativen Verschiebungen resultierenden
unterschiedlichen sensorischen Beitrdge von Cs-Verbindungen zu dem Aroma frisch
geschélter bzw. durch nachfolgende Reaktionen ,.gealterter Rhabarberstiele wurden durch
Berechnung von Aromawerten aufgezeigt.

Der sensorische Beitrag von Cg-Verbindungen und 2-methylverzweigten Verbindungen zum
Rhabarber-Aroma wurde in wissrigen Losungen bewertet, wobei die Mengen den in
Rhabarberstielen unter inhibierenden Bedingungen ermittelten Gehalten entsprachen. Die
Rhabarber-typische saure Note war nur wahrzunehmen, wenn als Basis zur Verdiinnung eine

wissrige Losung mit den in Rhabarber enthaltenen Fruchtsduren verwendet wurde.
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4.2 Einfluss anderer Isolierungsverfahren auf das Spektrum fliichtiger
Verbindungen
4.2.1 FEinleitung

Die Isolierung der fliichtigen Verbindungen stellt einen kritischen Schritt in der
Aromaanalyse dar, da die eingesetzten Methoden in unterschiedlichem Malle zu
qualitativen und quantitativen Verdnderungen des origindren Aromaspektrums des
Ausgangsmaterials fithren konnen. Vergleichende Untersuchungen fliichtiger Inhaltsstoffe
unter Einsatz unterschiedlicher Isolierungstechniken wurden an verschiedenen Beispielen,
z.B. Dill [Huopalahti et al, 1981], Weintraubensaft [Blanch et al, 1990/, Paprika
[Guadayol et al, 1997] oder Passionsfrucht [Werkhoff et al, 1998] durchgefiihrt. Sie
zeigten, dass die Techniken hinsichtlich Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und
Extraktionsausbeute signifikante Unterschiede aufwiesen und dadurch zu unterschiedlichen
Aromazusammensetzungen flihrten. Sie bestdtigten, dass flir die Charakterisierung
fliichtiger Bestandteile eines Ausgangsmaterials parallel mehrere Methoden eingesetzt und
miteinander verglichen werden sollten.

Zur Isolierung fliichtiger Verbindungen von Rhabarberstielen sollten daher neben der
VHS-Technik zwei weitere Methoden angewandt werden: die Fliissig-Fliissig Extraktion
(LLE) nach Kutscher-Steudel [Gattermann und Wieland, 1972] und die Simultane
Destillation-Extraktion (SDE) in einer nach Schultz et al (1977) modifizierten Apparatur
unter atmosphidrischen Bedingungen. Die LLE ist ein schonendes Verfahren, da die
Isolierung  der fliichtigen Verbindungen ohne thermische Belastung des
Untersuchungsmaterials ablduft. Bei der SDE dagegen erfolgt ein Kochprozess in der
wissrigen Phase, der zur Bildung von thermischen Artefakten und zur Ausbildung bzw.
Verstarkung der typischen Kochnote fithren kann [Nuiiez et al, 1984; Tatsuka et al, 1990,
Maignial et al, 1992; Chaintreau, 2001]. Da die Rhabarberstiele iiberwiegend in
blanchiertem oder gekochtem Zustand verzehrt wird, diente diese Technik zur Erfassung
von Aromastoffen aus thermisch behandeltem Rhabarber. Zur Charakterisierung der
fliichtigen Inhaltsstoffe gekochten Rhabarbers wurde auflerdem ein Kochprozess
modelliert, wobei die Isolierung mittels LLE nach Erhitzen unter Riickfluss (15 min)

durchgefiihrt wurde.
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4.2.2 Isolierung fliichtiger Verbindungen mittels Fliissig-Fliissig Extraktion und

Simultaner Destillation-Extraktion

Wihrend die Aufarbeitung mittels VHS zu Extrakten mit typisch griinem, an frisch
geschilte Rhabarberstiele erinnernden Geruch gefiihrt hatte, wiesen die LLE-Extrakte
einen zwar auch griinen jedoch weitaus stechenderen Charakter auf. Die SDE-Extrakte
zeigten dariiber hinaus eine Kochnote.

In Tabelle 4.2.1 sind die Verbindungen gegeniibergestellt, die mittels LLE, SDE und VHS
durch Analyse derselben Charge erfasst wurden. Analog zur VHS erfolgte auch bei LLE
und SDE die quantitative Bestimmung der Komponenten durch Vergleich mit der vor der
Probenaufarbeitung zugesetzten Standardverbindung (1-Decanol) unter Beriicksichtigung
von FID-Responsefaktoren und Wiederfindungsraten. Die mit Hilfe wéssriger Losungen
(pH 3.5) der Referenzsubstanzen ermittelten Wiederfindungsraten fiir LLE und SDE sind
im Anhang zusammengestellt.

Der Kutscher-Steudel Perforator ermdglicht lediglich die Untersuchung fliissiger Proben.
Daher konnte nur der Uberstand des zentrifugierten Rhabarberstiel/Wasser-Homogenats
zur Isolierung eingesetzt werden. Auch bei der SDE ergaben sich bei Einsatz des
kompletten Homogenats experimentelle Schwierigkeiten durch extreme Schaumbildung
und Auftreten von Siedenverziigen. Bei dieser Technik wurde daher ebenfalls die nach
Zentrifugieren des Homogenats erhaltene wéssrige Phase zur Isolierung der fliichtigen
Verbindungen verwendet. Da bei der Aufarbeitung der VHS-Technik das komplette
Stielmaterial eingesetzt wurde, sind die Absolutgehalte der mit Hilfe von VHS und LLE
bzw. SDE isolierten fliichtigen Verbindungen nicht direkt miteinander vergleichbar. Trotz
der Unterschiede in den Gesamtmengen (VHS: 6006 ng/kg, LLE: 3167 ug/kg, SDE: 3042
ug/kg) zeigte sich jedoch, dass die Anteile der Hauptstoffgruppen iibereinstimmen. Die
herausragende Rolle der Cs-Verbindungen wurde in allen Extrakten bestétigt (VHS: 73 %,
LLE: 80 %, SDE: 75 %). Ungesittigte C¢-Komponenten iiberwogen, wobei (E)-2-Hexenal,

(E)-2-Hexenol und (E)-2-Hexenséure die konzentrationsstiarksten Vetreter waren.
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Tabelle 4.2.1 Quantitative Verteilung der mittels VHS, LLE und SDE aus Rhabarber

isolierten fliichtigen Komponenten

Konzentration (ug/kg) 2

Charge IV °
Nr.” Verbindung Kl LLE SDE VHS
(DBWAX)

Alkohole
45 1,2-Ethandiol 1620 24 £ 5 31 £+ 4 nd d
5  1-Propanol 1040 34 £ 12 68 £+ 3 179 + 48 d
7  2-Methyl-1-propanol 1093 2 +04 2 +04 4 + 1 d
12 1-Butanol 1145 1 £02 1 £ 0.1 6 +£0.3 d.g
16  2-Methyl-1-butanol 1213 116 = 13 254 + 7 367 + 57 d
23 3-Methyl-1-pentanol 1325 <l <1 1 £0.1 d
21  4-Methyl-1-pentanol 1317 19 £ 2 28 £ 2 43 £ 3 d
18  1-Pentanol 1253 3 £05 3 £02 3 £03 d
9  2-Pentanol 1121 2 +£05 3 £05 5+ 1 d
8  3-Pentanol 1101 1 £0.2 <l 1 £03 d
13 1-Penten-3-ol 1162 12 + 2 16 + 2 30 £ 1 d
22 (Z)-2-Penten-1-ol 1322 12 + 2 16 £ 1 12 + 04 e
29  4-Methyl-3-penten-1-ol 1390 8 £ 1 8 £ 2 7+ 1 f
26  Hexanol 1358 20 £ 3 28 + 4 92 + 6 d.g
32 (E)-2-Hexenol 1414 253 + 33 315 £ 73 1938 + 131 d
33 (Z)-2-Hexenol 1418 <l 1 £0.1 1 £03 d
27  (E)-3-Hexen-1-ol 1365 2 £04 2 £03 12 + 1 d
28  (Z)-3-Hexen-1-ol 1385 22 + 7 28 + 4 327 + 16 d
31  Cyclohexanol 1403 I £ 0.1 1 £ 0.1 8 £ 1 d
34  4-Methyl-1-hexanol 1434 19 + 3 22 + 1 40 = 3 d
41  2-Ethyl-1-hexanol 1490 nq nq <1 d
65 Hexadecanol 2383 3 +£04 3 +£05 7+ 2 d
52 Benzylalkohol 1874 5+ 1 6 £ 1 8 £ 04 d,g
53 2-Phenylethanol 1910 5 £0.1 6 £ 1 7 £ 1 d.g
30 2-Butoxyethanol 1401 1.5 + 0.2 3 £05 nd e
47  1-(2-Butoxyethoxy)-

ethanol 1780 3 +04 3 +£04 nd e

Aldehyde
10 (E)-2-Pentenal 1134 1 £02 3 £02 3 +£04 d
6  Hexanal 1077 51 £ 6 53 £ 6 163 = 40 d,g
17  (E)-2-Hexenal 1216 1896 +227 2286 + 123 1092 + 171 d
15 (Z)-2-Hexenal 1196 9+ 1 33 £ 2 4 £ 1 e
11 (Z)-3-Hexenal 1138 4 £05 4 £ 0.5 26 £+ 6 d
- (E)-2-Nonenal 1533 nd nd <1 d
- (E,Z)-2,6-Nonadienal 1592 nd nd <1 e
42  Decanal 1496 nq nq 10 £ 1 d,g
37  Furfural 1450 nd 33 £ 1 nd d

62



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.2.1 (Fortsetzung)

Konzentration (ug/kg) 2

Charge IV ¢
Nr.® Verbindung Kl LLE SDE VHS
(DBWAX)

Ester
1 Ethylformiat 814 15 £ 1 23 £ 3 19 £ 2 d
2 Ethylacetat 856 63 + 10 58+ 3 22 + 2 d,g
19  Hexylacetat 1271 <1 <1 2 £03 d
20  2-Methylbutyl-

2-methylbutanoat 1276 <1 <1 <1 e
- Methyl-(E)-2-hexenoat 1284 nd nd 1 £ 0.1 d
- Ethyl-(E)-2-hexenoat 1345 nd nd <1 d
24 (E)-2-Hexenylacetat 1333 2 +£03 2 +£0.5 13 £ 03 d
39 (E)-2-Hexenylbutanoat 1475 3 +£0.5 3+£0.5 9 =+ 1 d
- (E)-2-Hexenylhexanoat 1663 nd nd I + 0.3 d
38 (E)-3-Hexenylbutanoat 1452 1 £ 0.1 2 +0.5 3 £0.2 e
48 (E)-2-Hexenyl-

(E)-2-hexenoat 1805 3+ 1 2 +03 6 = e
58  Isopropylmyristat 2040 2 £02 2 +£0.2 3+ 1 d
68  Diisobutylphthalat 2592 5+ 1 2+ 02 2 £03 f,h
69  Dibutylphthalat 2693 2 +£02 2 +£02 1 £ 03 d,h
76  Di(2-ethylhexyl)phthalat 3160 nq nq 74 + 4 d

Ketone
4  3-Pentanon 956 4 + 1 2+ 02 6 £ 0.2 e
25  6-Methyl-5-hepten-2-on 1341 <1 <1 <1 e
- (E)-Geranylaceton 1853 nd nd 2 £ 0.1 d
40  2,6,6-Trimethyl-2-vinyl-

tetrahydropyran-3-on 1478 3+ 1 3+0.5 4 + 03 f

Sauren
36  Essigsdure 1449 15+ 2 17+ 1 18 £ 3 d
46  2-Methylbuttersdure 1670 116 + 11 179 + 25 250 £ 29 d
49  4-Methylpentansiure 1813 4 +£03 3+£03 9 +£03 d
51 Hexanséure 1846 24 + 1 32+ 2 77 £ 3 d,g
54 4-Methylhexanséure 1936 1 £03 2+ 05 2 £ 0.2 d
55 (E)-3-Hexensdure 1948 30 £ 3 40 + 8 31 £ 8 d
56  (E)-2-Hexensdure 1967 211 £ 17 181 + 33 574 £ 73 d
59  Octansdure 2056 5+ 1 11+ 2 3+ 04 d,g
60 Nonansdure 2165 5+ 1 4+ 1 1 £ 0.1 d,g,h
63  Decansdure 2286 3 +£0.5 10+ 3 1 £ 0.1 d,g,h
67 Dodecansédure 2480 4 = 0.1 2+ 0.5 2 £ 0.1 d,g
70  Tetradecansiure 2706 7+ 1 7+ 1 26 £+ 1 d,g
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Tabelle 4.2.1 (Fortsetzung)

Konzentration (ug/kg) 2

Charge IV °
Nr.” Verbindung Kl LLE SDE VHS
(DBWAX)
71  Pentadecansiure 2819 4 £0.5 6+ 1 42 + 2 d,g
72  Hexadecansdure 2913 31+ 3 125 + 26 241 = 19 d,g
73 9-Hexadecenséure 2957 7+ 1 5+ 1 2 +£0.1 e
75  Octadecansdure 3132 nq nq 2 £03 d
Sonstige

43 Pyrrol 1511 nd 122 + 35 nd d
14  Limonen 1192 <1 <1 6 £ 1 d
44  Linalool 1548 <l 3+£0.1 2 £03 d
35 Linalooloxid 1440 nd 6 £l nd d
61  Sesquiterpen (MW:204) 2180 <1 5+0.3 I +0.1 f
62  Sesquiterpen (MW:204) 2201 3 +£1 3+£05 1 £ 0.1 f
74  Squalen 3058 10+ 1 5+ 1 141 + 63 d
- B-lonon 1943 nd nd <1 d
50  Anethol 1820 <1 <1 1 £02 d,g
64  p-Allylphenol 2338 54+ 3 21+ 4 6 £ 1 e
57  Methyleugenol 2013 2+ 04 2+ 04 2 +£04 d,g
- 1,2-Dimethoxybenzol 1721 nd nd 2 + 0.1 d
- 1,4-Dimethoxybenzol 1728 nd nd <l d
66 Indol 2336 1+ 0.1 <1 3+ 1 d

* Mittelwerte aus 3 Bestimmungen fiir alle Methoden + Standard Fehler. ® Die Nummern
entsprechen den Verbindungen in Abbildung 4.2.1. Nummer 3 Ethanol (Lésungsmittel fiir den
internen  Standard), sind nicht aufgefiihrt. © Untersuchungsmaterial aus 2001. Die
Identifizierung der Verbindungen erfolgte “mit Hilfe von Referenzsubstanzen; ©durch
Vergleich  der  kapillargaschromatographischen  (Retentionszeit—Kovats-Index)  und
massenspektrometrischen ~ Daten  mit  Literaturangaben;  "durch ~ Vergleich  der
massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben. Verbindungen identifiziert im
Waurzelstock des Rhabarbers von & Miyazawa et al (1996). " Frattini et al (1974). KI: Kovats
Indices. VHS: Vakuum Headspace Technik. LLE: Fliissig-Fliissig Extraktion. SDE: Simultane
Destillation-Extraktion. nd: nicht detektiert. nq: nicht quantifiziert.
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Abbildung 4.2.1
Kapillargaschromatographische Trennung (DBWAX) der mittels Fliissig-Fliissig Extraktion (a) und Simultaner Destillation-Extraktion (b)

isolierten fliichtigen Komponenten von Rhabarberstielen
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Auch die Klasse der methylverzweigten Verbindungen war mit 12 % (VHS), 9 % (LLE)
und 12 % (SDE) zu ungefihr gleichen Anteilen in den Extrakten vertreten. 2-
Methylbutanol und 2-Methylbuttersdure wurden als Hauptkomponenten dieser Stoffgruppe
nachgewiesen.

Die in den LLE- und SDE-Extrakten identifizierten Muster fliichtiger Verbindungen
stimmten gut iiberein. Wie aus den in Abbildung 4.2.1 dargestellten Chromatogramme
ersichtlich, waren in den LLE-Extrakten jedoch deutlich hohere Mengen an Essigsdure
(Peak Nr. 36) und (E)-2-Hexensdure (Nr. 56) enthalten. Demgegeniiber zeigten die SDE-
Extrakte die fiir eine thermische Belastung des Untersuchungsmaterials typischen
Merkmale. SDE unter Normaldruck fiihrte zur Bildung von Furfural (Peak Nr. 37), Pyrrol
(Nr. 43) und Linalooloxid (Nr. 35). Furane, Pyrazine, Pyridine und Pyrrole kommen oft in
SDE-Extrakten vor [Umano et al, 1986, Tatsuka et al, 1990; Shimoda et al, 1995]. Viele
dieser Verbindungen besitzen einen karamelartigen, rostigen, malzigen und gekocht
riechenden Charakter [Fors, 1983]. Sie sind Produkte einer Vielzahl von Folge- und
Parallelreaktionen (Maillard-Reaktion) zwischen Aminoverbindungen und reduzierenden
Zuckern [Tressl and Rewicki, 1999, Kerler und Winkel, 2001].

In den SDE-Extrakten wurden dariiber hinaus auch hohere Mengen an 2-Methylbutanol, 2-
Methylbuttersdure, Hexadecansdure und Linalool gefunden. 2-Methylbutanol, 2-
Methylbuttersdure und Linalool sind bekannt als glykosidisch gebundene Aromastoffe
[Buttery et al, 1990 (Tomaten); Schwab und Schreier, 1988 (Apfel); Wang et al, 2000
(Tee)]. Takeoka et al (1992) haben die glykosidisch gebundenen Aromastoffe von
Nektarinen (Prunus persica nectarine) untersucht. Sie zeigten, dass zur Freisetzung solcher
Aromastoffe (u.a. Benzaldehyd, Benzylakohol, 2-Phenylethanol, 2-Methylbutanol, -
Ionon) nicht nur die enzymatische Hydrolyse (B-Glucosidase) sondern auch die chemische
Hydrolyse (pH 3.0) wihrend der Simultanen Destillation-Extraktion entscheidend
beitragen kann. Die Untersuchung von griinem Tee [Shimoda et al, 1995] bestitigte
ebenfalls die Bedeutung der chemischen Hydrolyse bei der Freisetzung glykosidisch
gebundener Aromastoffe wihrend der SDE.
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4.2.3  Einfluss des Isolierungsverfahrens auf das Spektrum von Cs—Verbindungen

Analog zu den mittels VHS durchgefiihrten Untersuchungen sollte auch unter den
Bedingungen der LLE und SDE der Einfluss enzymkatalysierter Reaktionen auf das
Spektrum von Cg-Komponenten untersucht werden. Tabelle 4.2.2 zeigt die unter nicht-
inhibierenden Bedingungen sowie nach Zugabe von CaCl,-Losung ermittelten Gehalte und
prozentualen Anteile an Cq-Aldehyden, -Alkoholen und -Séuren.

Ein Vergleich der unter nicht-inhibierenden Bedingungen mittels LLE und SDE erhaltenen
prozentualen Verteilungen (7ab. 4.2.2) mit den unter Zugabe von Wasser mittels VHS
ermittelten Werten (Tab. 4.1.3) zeigt, dass mit allen Methoden nahezu identische Muster
von Ce-Aldehyden (65 %), Cs-Alkoholen (23-25 %) und Ce¢-Séuren (10-12 %) erhalten
wurden. Analog zu den Reaktionen unter VHS-Bedingungen wird auch unter Bedingungen
der LLE und SDE bei Nicht-Inhibierung von Enzymaktivititen der Gehalt an (Z)-3-
Hexenal und (E)-2-Hexenol verringert. Zusétzlich nimmt der Gehalt an ungeséttigten Ce-
Séuren ab und deren Verhiltnis verschiebt sich zugunsten von (E)-2-Hexenséure.

Unter inhibierten Bedingungen wurden Unterschiede zwischen den Techniken deutlich.
Die nach Inhibierung nahezu gleichen prozentualen Anteile an (Z)-3-Hexenal und (E)-2-
Hexenal in den VHS-Extrakten werden unter den Bedingungen der LLE zugunsten des
trans-konfigurierten Alkohols verschoben. Dies ist moglicherweise durch die verlédngerte
Extraktionsdauer (24 h gegeniiber 3 h) zu erkldren. Dieser Effekt wird durch die
thermische Belastung im Zuge der SDE noch verstirkt. Unterschiede in den Verhéltnissen
in Abhingigkeit von Isolierungsverfahren sind auch fiir (E)-2- und (E)-3-Hexensdure zu
beobachten.

Wie Abbildung 4.2.2 veranschaulicht, konnten trotz quantitativer Unterschiede in den
Spektren an Cg-Verbindungen fiir andere Chargen dhnliche Phdnomene hinsichtlich der

Bildung und Verinderung des Spektrums beobachtet werden.

67



Tabelle 4.2.2 Konzentrationen und prozentuale Verteilungen von Cs-Komponenten in Rhabarber

I a

LLE SDE
inhibiert nicht-inhibiert inhibiert nicht-inhibiert
(ng/kg) % (ng/kg) % (ng/kg) % (ng/kg) %
Verbindung
Aldehyde
Hexanal 30+ 4 2.2 64+ 15 3.6 32+ 7 1.7 58 £ 18 2.6
(Z)-3-Hexenal 177 £ 79 13.0 7+ 2 0.4 73 + 15 3.9 7+ 1 0.3
(Z)-2-Hexenal 8+ 1 0.6 4+ 1 0.2 24 + 1 1.3 15+ 2 0.7
(E)-2-Hexenal 790 + 148 58.1 1083 + 228 60.5 1033 + 59 55.1 1378 £192 61.3
>:73.9 >:64.7 >:62.0 >:73.9
Alkohole
Hexanol 6+ 1 04 19+ 5 1.0 7+ 1 0.3 25+ 5 1.1
(Z)-3-Hexenol 17+ 2 1.2 21+ 3 1.2 18+ 2 1.0 25+ 4 1.1
(E)-3-Hexenol <1 <0.1 <] <0.1 <1 <0.1 2+ 0 0.1
(E)-2-Hexenol 124 + 10 9.1 379+ 70 21.2 139+ 9 7.4 470 +£107 20.9
>:10.8 >:23.5 >:8.8 >:23.2
Sauren
Hexansaure 15+ 1 1.1 28+ 5 1.6 33+ 7 1.8 30+ 6 1.3
(E)-3-Hexensédure 43+ 5 3.2 21+ 6 1.2 142 + 30 7.6 29 + 3 1.3
(E)-2-Hexensaure 149 + 12 11.0 162+ 14 9.0 371 + 93 19.8 210 + 34 9.3
3:15.3 >:11.8 3:29.2 3:11.9

“Material aus 2002. ® Mittelwerte aus drei Bestimmungen + Standard Fehler. LLE: Fliissig-Fliissig Extraktion, SDE: Simultane Destillation-
Extraktion.
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LLE SDE LLE SDE

% A inhibiert (CaCl,)
B nicht-inhibiert

Hexanal
(2)-3-Hexenal

M (Z)-2-Hexenal

. (E)-2-Hexenal

Hexanol

M (E)-3-Hexenol

M (Z)-3-Hexenol

M (E)-2-Hexenol
Hexansaure

M (E)-3-Hexenséaure
(E)-2-Hexensaure

Abbildung 4.2.2 Prozentuale Verteilungen von Ce-Verbindungen in unterschiedlichen

Rhabarberchargen (Material aus 2002)

4.2.4 Isolierung fliichtiger Verbindungen mittels Fliissig-Fliissig Extraktion nach

Erhitzen unter Riickfluss

Zur Erfassung fliichtiger Verbindungen gekochten Rhabarbers wurde neben der SDE eine
Fliissig-Fliissig  Extraktion  von  zentrifugiertem  Rhabarber/Wasser-Homogenat
durchgefiihrt, welches 15 Min unter Riickfluss erhitzt worden war.

Die erhaltenen LLE-EH Extrakte zeigten ebenfalls griine Noten, die aber weniger intensiv
waren als in den LLE-Extrakten, die ohne Erhitzungschritt gewonnen worden waren. Es
war auch eine leichte Kochnote wahrzunehmen, die jedoch deutlich weniger ausgeprigt
war als in den SDE-Extrakten.

In Abbildung 4.2.3 sind die ohne Erhitzung (LLE) und nach Erhitzung (15 Min.) unter
Riickfluss (LLE-EH) erhaltenen Chromatogramme dargestellt. Die Profile der fliichtigen
Verbindungen erwiesen sich als dhnlich. Quantitative Daten fiir ausgewihlte Vertreter, u.a.
die Ce-Komponenten und die methylverzweigten Verbindungen, sind in Tabelle 4.2.3

zusammengestellt.
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Abbildung 4.2.3 Kapillargaschromatographische Trennung (DBWAX) der mittels

Fliissig-Fliissig Extraktion isolierten fliichtigen Komponenten von

Rhabarberstielen.
(a) Flissig-Fliissig Extraktion ohne Erhitzen (LLE)
(b) Flussig-Fliissig Extraktion nach Erhitzen unter Riickfluss (LLE-EH)

(Die angegebenen Nummern entsprechen den Verbindungen in Tabelle 4.2.3; fiir

Bedingungen siche Material und Methoden; ST: Internal Standard, 1-Decanol)
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Tabelle 4.2.3

Quantitative Verteilung ausgewdhlter fliichtiger Verbindungen, die mittels Fliissig-Fliissig
Extraktion aus nicht erhitztem (LLE) bzw. 15 Min. unter Riickfluss erhitztem (LLE-EH)
Rhabarberhomogenat (zentrifugiert) isoliert wurden

Konzentration (pg/kg) 2

Kl Charge A °

Nr.® Verbindung (DBWAX) LLE LLE-EH

Ce-Verbindungen
4  Hexanal 1077 131 + 16 42 + 4 d,g
9 (E)-2-Hexenal 1216 1423 + 97 580 + 54 d
7  (Z)-2-Hexenal 1196 7+ 1 8+ 1 e
5 (Z)-3-Hexenal 1138 4 £04 4+ 02 d
12 Hexanol 1358 15+ 2 11+ 2 d,g
14 (E)-2-Hexenol 1414 283 + 30 290 £+ 29 d
13 (Z)-3-Hexen-1-o0l 1385 14+ 1 19+ 3 d
22  Hexanséure 1846 19 £+ 1 26+ 2 d,g
23 (E)-3-Hexenséure 1948 36 £ 2 30 6 d
24 (E)-2-Hexensdure 1967 104 £ 14 131 £ 8 d

Methylverzweigte Verbindungen
8  2-Methyl-1-butanol 1213 8 + 7 79 + 4 d
10 4-Methyl-1-pentanol 1317 14+ 1 12+ 1 d
15  4-Methyl-1-hexanol 1434 14 £ 1 13+ 2 d
21  2-Methylbuttersiure 1670 98 + 16 126 £ 15 d

Sonstige
1 Ethylformiat 814 20 £ 2 39+ 2 d
2 Ethylacetat 856 45 £ 2 40 + 8 d,g
6 1-Penten-3-ol 1162 13 £ 1 11+ 1 d
11 (Z)-2-Penten-1-ol 1322 12 £ 1 12+ 1 e
16  Essigsdure 1449 34 + 2 97+ 5 d
18  Linalool 1548 1 +£02 1+ 0.1 d
19  1,2-Ethandiol 1620 33+ 2 41+ 6 d
20  Phenylacetaldehyd 1627 3.1 £ 0.4 42 + 0.2 d
25 Unbekannt (MW:112) 1980 nd 340 £ 10
26  p-Allylphenol 2338 25 £ 1 29 £+ 4 e
27  2-Furoinsdure 2420 nd 5+ 1 f
28 Hexadecansiure 2913 98 £ 17 148 + 58 d,g

“ Mittelwerte aus 3 Bestimmungen + Standard Fehler.® Die Nummern entsprechen den
Verbindungen in Abbildung 4.2.3 Nummer 3 Ethanol (Ldsungsmittel fiir den internen
Standard) und Nummer 17 (ein nicht-identifiziertes und nicht-reproduzierbares Artefakt),
sind nicht aufgefiihrt. “ Untersuchungsmaterial aus 2000. Die Identifizierung der
Verbindungen erfolgte “ mit Hilfe von Referenzsubstanzen; ©durch Vergleich der
kapillargaschromatographischen  (Retentionszeit—-Kovats-Index) und massenspektro-
metrischen Daten mit Literaturangaben; ' durch Vergleich der massenspektrometrischen
Daten mit Literaturangaben. Verblndungen identifiziert im Wurzelstock des Rhabarbers
von & Miyazawa et al (1996). " Frattini et al (1974). KI: Kovats Indices. LLE: Fliissig-
Fliissig Extraktion. LLE-EH: Fliissig-Fliissig Extraktion von unter Riickfluss erhitzem
Untersuchungsmaterial. nd: nicht detektiert.
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Die Cs-Komponenten stellten in beiden Extrakten die Hauptstoffgruppe dar. Die nach
Erhitzen unter Riickfluss detektierte Gesamtmenge an Cg-Verbindungen (1141 pg/kg)
betrug jedoch nur noch ca. 50 % des ohne Erhitzen ermittelten Gehaltes (2036 pg/kg). Dies
ist insbesondere auf die in den LLE-EH Extrakten weitaus niedrigeren Mengen an (E)-2-
Hexenal und Hexanal zuriickzufiihren. Die enzymkatalysierte Bildung dieser Aldehyde

wird durch den Erhitzungsprozess offensichtlich stark inhibiert.

Die nach Anwendung der SDE aufgetretenen typischen Artefakte (Furfural, Pyrrol und
Linalooloxid) wurden nach 15-minutigen Kochen unter Riickfluss nicht detektiert. Als
Komponente, die auf thermische Belastung des Materials hindeutet, wurde im LLE-EH
Extrakt lediglich 2-Furoinsiure (Peak Nr. 27) nachgewiesen.

Die Spektren methylverzweigter Komponenten waren in beiden Extrakten vergleichbar.
Fiir Essigsdure und Hexadecansdure wurden nach Erhitzen unter Riickfluss erhdhte

Gehalte bestimmt.

Als entscheidender Unterschied erwies sich die Anwesenheit einer neuen Verbindung
(Peak Nr. 25), die nach Erhitzen unter Riickfluss in einer Konzentration von 340 pg/kg
(berechnet mit Responsefaktor 1) vorhanden war. Die Identitdt dieser Verbindung konnte
nicht endgiiltig aufgeklédrt werden. Auf der Grundlage des in Abbildung 4.2.4 dargestellten
Massenspektrums wurde als mogliche Struktur 5-Hydroxyfurfural (4bb. 4.2.5) postuliert.
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Abbildung 4.2.4 El-Massenspektrum der Verbindung Nr. 25 (4bb. 4.2.3 bund Tab. 4.2.3)
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Abbildung 4.2.5 Strukturvorschlag fiir die unbekannte Verbindung Nr. 25
(Abb. 4.2.3 b; Tab. 4.2.3)

Aus der tautomeren Form (II) dieser Verbindung koénnte im Zuge des
massenspektrometrischen Zerfalls nach CO-Abspaltung 3-Butenal-2-on gebildet werden.
3-Butenal-2-on wurde als Produkt der thermischen Degradierung von Holz detektiert /Faix
et al, 1991 a, b]. Sein Massenspektrum [MG: 84; m/z (relative Intensitdt) 84 (100), 55
(56), 56 (27), 43 (13), 53 (13), 83 (12), 37 (9), 38 (8), 39 (7), 54 (7)] stimmt mit dem nach
Abspaltung von M - 28 verbleibenden Fragmentierungsmuster (4bb. 4.2.4) gut iiberein.
5-Hydroxyfurfural ist bisher nicht als natiirlich vorkommend beschrieben worden. Die im
Zuge einer Literaturrecherche gefundenen Hinweise auf ein Vorkommen in Wein /De la
Calle Garcia et al, 1998], Abwiéssern [Porschmann et al, 1996] und Taubenorchis
(Peristeria elata) [Jirovetz et al, 1992] erwiesen sich nach Kontaktaufnahme mit den
Autoren als Fehler. In allen Fillen war irrtlimlicherweise 5-Hydroxyfurfural anstatt des
tatsdchlich detektierten 5-Hydroxymethylfurfural angegeben worden.

Die Tatsache, dass die Verbindung erst nach Erhitzen in saurem Millieu unter Riickfluss
nachweisbar ist, konnte dadurch erkldrt werden, dass die tautomere Lactonform II
(4bb. 4.2.5) erst durch intermolekulare Wasserabspaltung aus der entsprechenden
Hydroxysdure entsteht oder die tautomere Form (I) (4bb. 4.2.5) in glykosidisch

gebundener Form vorliegt und erst durch Sdurekatalyse freigesetzt wird.
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4.2.5 Zusammenfassung

Fliichtige Inhaltsstoffe  von  Rhabarbersaft (Uberstand des  zentrifugierten
Rhabarberstiel/Wasser Homogenats) wurden durch Simultane Destillation-Extraktion
(SDE) bzw. Flissig-Fliissig Extraktion (LLE) isoliert und mittels kapillar-
gaschromatographisch-massenspektrometrischer ~ Untersuchungen  identifiziert und
quantifiziert. Die LLE-Extrakte wiesen einen zwar auch griinen jedoch stechenderen
Charakter auf als die VHS-Extrakte; nach Anwendung der SDE war dariiber hinaus eine
Kochnote erkennbar.

Die Anteile der Hauptstoffgruppen (Ce-Komponenten, Methylverzweigte Alkohole und
Sduren) stimmten mit den in den VHS-Extrakten beobachteten Verteilungen iiberein. In
den LLE-Extrakten waren jedoch deutlich hohere Mengen an Essigsdure und (E)-2-
Hexensdure enthalten. Nach Einsatz der SDE wurden Komponenten, die auf Freisetzung
fliichtiger Verbindungen aus nichtfliichtigen Vorstufen hindeuten, sowie typische
Indikatorsubstanzen fiir thermische Belastung (Furfural, Pyrrol, Linalooloxid) detektiert.
Die Bedingungen der LLE und SDE fiihrten zu unterschiedlichen Bevorzugungen
enzymatisch/chemisch-katalysierter Isomerisierungen und Reduktionen, so dass die
Spektren an Cg-Komponenten sich in Abhédngigkeit von der eingesetzten Methode
unterschieden.

Nach Kochen eines Rhabarber/Wasser-Homogenats fiir 15 min. wurde mittels LLE eine

neue Verbindung nachgewiesen, deren Struktur als 5-Hydroxyfurfural postuliert wurde.
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4.3  Fluchtige Verbindungen von Rhabarber-Konzentrat
4.3.1 Einleitung

Der Einsatz von Konzentraten spielt in der Getrinkeindustrie eine wichtige Rolle
[Hansen, 1998]. Die Konzentrierung von Siften bewirkt eine Minderung des Transport-
und Lagervolumens durch selektiven Entzug des Wassers, dariiber hinaus fiihrt der erhdhte
Trockensubstanzgehalt zu einer gewissen chemischen und mikrobiologischen Stabilitét des
Konzentrates. AuBlerdem konnen Konzentrate helfen, Schwankungen von Menge und
Qualitdt der verschiedenenen Erntejahrginge auszugleichen [Schobinger, 1978; Krasovc
und Prislan, 1997; Hansen, 1998].

Obwohl  schonende  Verfahren, wie  Ultrafiltration, = Umkehrosmose sowie
Gefrierkonzentrierung fiir die Konzentratherstellung entwickelt wurden, wird heutzutage
noch immer die Konzentrierung mittels herkdmmlicher Verdampferanlagen fiir industrielle
Massenproduktion (z. B. Orangen-, Trauben-, Apfelsaft) bevorzugt [Loffler, 1996; Hansen,
1998]. Dabei handelt es sich um eine Methode, die unter mehr oder weniger erhdhten
Temperaturbedingungen arbeitet. Deswegen kann es im Laufe des Produktionprozesses zu
unerwiinschten Verdnderungen und Minderungen der Inhaltsstoffe kommen. Vor diesem
Hintergrund sind fliichtige Verbindungen, die die sensorischen Eigenschaften des
Endproduktes entscheidend beeinflussen, von besonderer Bedeutung.

Der Einfluss der thermischen Konzentrierung von fliissigen Siften und Piirees zu Saft-
oder Aromakonzentrat auf die Aromastoffzusammensetzung wurde bei einer Vielzahl von
Friichten und Gemiisen untersucht, z.B. bei Aprikosenpiiree [Nitz und Kollmannsberger,
1993], Erdbeersaft [Kollmannsberger und Berger, 1994], Johannisbeersaft [Boccorh et al,
1999] und Tomatensaft [Buttery et al, 1990].

Die thermische Konzentrierung von Aprikosenpiiree hatte einen deutlichen Anstieg im
Gehalt der Terpenalkohole sowie eine drastische Abnahme im Gehalt der Monoterpene
und kurzkettigen Ester im Konzentrat zur Folge [Nitz und Kollmannsberger, 1993].

In Grapefruitsaft fithrte eine Saftkonzentrierung (von 11.6 ° Brix auf 65 °Brix) zum Verlust
von mehr als 90 % der fliichtigen Verbindungen [Lin et al, 2002]. Wihrend die
griin/fettig/metallisch riechenden Verbindungen des frischen Grapefruitsaftes im
Konzentrat verblieben, waren die meisten der zum frisch/citrusartigen und

schweflig/grapefruitartigen Charakter beitragenden Verbindungen verloren gegangen.
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Die Verdnderungen in der Aromazusammensetzung von Guavasaft infolge von
Hochdruckbehandlung (600 Mpa, 25 °C, 15 Min) sowie Pasteurisierung (95 °C, 5 Min)
wurden von Yen und Lin (1999) untersucht. Thre Ergebnisse verdeutlichten, dass der
hochdruckbehandelte Saft sowohl quantitativ als auch quantitativ keine signifikanten
Aromaverdnderungen zeigte, wihrend die thermische Behandlung zu einem etwa 35 %-
igen Aromaverlust im Vergleich zu frischem Guavasaft fiihrte.

Eine Studie liber den Einfluss der Verarbeitung bei Tomatensaft zeigte, dass nicht nur eine
Konzentrierung sondern auch eine Anwendung von “Hot break” Bedingungen (82 °C,
15 s) oder Sterilisierung (121 °C, 42 s) zu Verdnderungen der Aromazusammensetzung des
pflanzlichen Ausgangsmaterials fiihrt [Sucan und Russel, 2002].

Thermische Prozesse bewirken Aromaverinderungen nicht nur bei Séften und
Saftkonzentraten sondern auch bei anderen Produkten. Die Aromastoffe
dosenkonservierter Pflaumen unterschieden sich sowohl qualitativ als auch quantitativ von
denen frischer Pflaumen. Benzaldehyd, Nonanal, 3-Hydroxybutan-2-on und Furfural

dominierten das Aromaspektrum [Ismail et al, 1980]

Als Material fiir die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen standen zwei industriell
hergestellte entoxalisierte Konzentrate (60 °Brix) zur Verfiigung. Die Produkte wiesen
sowohl im Geruch als auch im Geschmack saure, gekochte, karamelartige sowie an
Pflaumenmus erinnernde Noten auf. Der typische “grine Charakter” frischer
Rhabarberstiele fehlte bei den Konzentraten. Auch in der &uBleren Erscheinung
(dickfliissig, dunkelbraun-bernstein Farbe) zeigten die Konzentrate Ahnlichkeit mit einem

Pflaumenerzeugnis.
4.3.2  Ergebnisse und Diskussion

Die Isolierung fliichtiger Inhaltsstoffe der Rhabarberkonzentrate erfolgte durch Fliissig-
Flissig Extraktion. Die gewonnenen Extrakte wurden mittels HRGC und HRGC/MS
analysiert. Die quantitative Bestimmung der Komponenten erfolgte durch Vergleich mit
der vor der Probenaufarbeitung zugesetzten Standardverbindung (1-Decanol) unter
Berticksichtigung von FID-Responsefaktoren und Wiederfindungsraten. Die in den beiden
Konzentraten erfassten Verbindungen sind in Tabelle 4.3.1 zusammengestellt.
Abbildung 4.3.1 zeigt die kapillargaschromatographische Trennung der aus Konzentrat II
isolierten fliichtigen Inhaltsstoffe.
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Tabelle 4.3.1 Mittels Fliissig-Fliissig Extraktion (LLE) aus Rhabarberkonzentraten

isolierte fliichtige Komponenten

Konzentration (ug/kg) *

Konzentrat
Nr.” Verbindung Kl | I
(DBWAX)
Alkohole
30 1,2-Ethandiol 1620 1875 3595 d
4 1-Propanol 1040 3293 7378 d
5 2-Methyl-1-propanol 1093 499 373 d
8  1-Butanol 1145 45 63 d
10 2-Methyl-1-butanol 1213 1387 993 d
11 1-Pentanol 1253 35 18 d
7  2-Pentanol 1121 16 82 d
6  3-Pentanol 1101 286 153 d
9  1-Penten-3-ol 1162 11 10 d
13 (Z)-2-Penten-1-ol 1322 14 27 e
12 4-Methyl-1-pentanol 1317 26 59 d
14  Hexanol 1358 28 37 d
17  (E)-2-Hexenol 1414 28 47 d
15 (Z)-3-Hexen-1-ol 1385 41 53 d
18  4-Methylhexanol 1434 nqé® n.q d
45  Tetradecanol 2170 11 29 d
55  Octadecanol 2570 78 118 d
36  Benzylalkohol 1874 60 88 d
37  2-Phenylethanol 1910 59 20 d
16  2-Butoxyethanol 1401 6 49 e
34 1-(2-Butoxyethoxy)ethanol 1780 124 46 e
Aldehyde
21  Decanal 1496 59 77 d
23 Benzaldehyd 1515 34 54 d
31  Phenylacetaldehyd 1627 107 264 d
56  Vanillin 2585 163 180 d
Ester
1 Ethylformiat 814 3485 4877 d
2 Ethylacetat 856 8466 7988 d
28  Ethyl-2-furoat 1611 - 49 d
57  Diisobutylphthalat 2592 255 307 f
58  Dibutylphthalat 2693 156 71 d
62  Di(2-ethylhexyl)phthalat 3160 n.q n.q d
Sauren
19  Essigsdure 1449 233733 262825 d
25  Propansdure 1540 38 49 d
26  2-Methylpropansdure 1562 60 25 d
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Tabelle 4.3.1 Fortsetzung

Konzentration (ng/kg) ®
Konzentrat °

Nr.” Verbindung Kl | I
(DBWAX)
33 2-Methylbuttersdure 1670 314 342 d
35 Hexansdure 1846 123 19 d
49  Decansdure 2286 595 66 d
53  Dodecansédure 2480 404 35 d
59  Tetradecansiure 2706 314 289 d
60 Hexadecansédure 2913 2187 1853 d
51  o-Hydroxyzimtsdure 2410 432 75 f
52 2-Furoinsdure 2420 340 230 f
Furane, Pyrone, Pyrrole
20  Furfural 1455 11505 7555 d
27  5-Methylfurfural 1565 60 29 d
54  5-Hydroxymethylfurfural 2500 47343 22028 d
22 2-Acetylfuran 1498 324 157 d
41  2-(Hydroxyacetyl)-furan 1990 1746 1147 f
32 Furfurylalkohol 1653 244 124 d
39  Maltol 1943 544 85 d
47  5-Hydroxy-(5,6)-dihydromaltol 2251 1227 59 f
48  5-Hydroxymaltol 2277 743 362 f
42 2-Formylpyrrol 2010 6330 2773 d
40  Unbekannt, MG:112 1980 581 1064 -
Sonstige

29  2-Undecanon 1614 - 77 d
38  y-Octalacton 1914 883 1185 d
43  Pantolacton 2012 136 234 f
44  y-Decalacton 2140 267 188 d
46  Unbekannt, MG:150 2182 387 284 f
50 Isoeugenol 2340 145 53 d
61 Squalen 3058 n.q n.q d

* Mittelwert aus 3 Bestimmungen (Standardabweichung fiir alle Komponenten <15%).
® Die Nummern der Verbindungen entsprechen denen in Abbildung 1 (Nummer 24 ist ein
nicht-identifiziertes und nicht-reproduzierbares Artefakt; Nummer 3 ist Ethanol
(Losungsmittel fiir Internen-Standard), die in dieser Tabelle nicht aufgefiihrt sind).
¢ Untersuchungsmaterial aus 2000 (I) und 2001 (II). Die Identifizierung der Verbindungen
erfolgte  “mit  Hilfe von  Referenzsubstanzen; °durch  Vergleich  der
kapillargaschromatographischen  (Retentionszeit-Kovats-Index) und massenspektro-
metrischen Daten mit Literaturangaben; ' durch Vergleich der massenspektrometrischen
Daten mit Literaturangaben. KI: Kovats Indices. ®n.q.: nicht quantifizierbar, da
Uberlappung mit Essigsiurepeak.
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Mit Ausnahme von zwei Verbindungen (Ethyl-2-furoat und 2-Undecanon) wurden in
beiden Konzentraten die gleichen Komponenten identifiziert. Unterschiede waren lediglich
in den mengenméfigen Verteilungen zu erkennen. Die fliichtigen Inhaltsstoffe der
Konzentrate unterschieden sich deutlich von dem Spektrum an Verbindungen, welches
mittels LLE aus frischen Rhabarberstielen isoliert wurde. Die im frischen Rhabarber
dominierenden Cs-Verbindungen (Aldehyde, Alkohole und Sduren) waren im Konzentrat
nicht oder nur in Spuren vorhanden. Lediglich drei Alkohole (Hexanol, (E)-2-Hexenol und
(Z)-3-Hexenol) konnten in Mengen <50 ppb nachgewiesen werden. Dieses Phinomen
einer deutlichen Reduzierung des Gehaltes an Cs-Verbindungen war auch bei dem
Konzentrierungsprozess im Zuge der Herstellung von Tomatenmark beobachtet worden
[Buttery et al, 1990].

Als mengenmiflig vorherrschender fliichtiger Bestandteil der Konzentrate wurde
Essigsdure identifiziert. Daneben stellten Vertreter von Furanen, Pyronen und Pyrrolen die
konzentrationsstirksten Inhaltsstoffe dar. Einige der Strukturen sind in Abbildung 4.3.1
dargestellt. Diese Verbindungen sind typische Maillard-Produkte, die bei der thermischen
Behandlung und/oder Lagerung von Lebensmitteln gebildet werden konnen. Bei der
Maillard-Reaktion handelt es sich um eine Vielzahl von Folge- und Parallelreaktionen
zwischen Aminoverbindungen und reduzierenden Zuckern bzw. deren Abbauprodukten.
Vorkommen, Bildung und Bedeutung zahlreicher Maillard-Komponenten fiir das Aroma
thermisch behandelter Lebensmittel wurden in einer Reihe von Ubersichtsartikeln
zusammengefasst [Parliment, 1989; Ho, 1996; Tressl and Rewicki, 1999; Kerler und
Winkel, 2001].

In Rhabarber-Konzentrat wurden 5-Hydroxymethylfurfural und Furfural als mengenméaBig
wichtigste Maillard-Reaktionsprodukte nachgewiesen, deren Bildung sich iiber
Cyclisierung und Dehydratisierung aus der Amadori-Verbindung (I-Amino-1-
desoxyketose) ableitet. Sie sind die bekanntesten Zerfallprodukte der 3-Desoxyosone, die
aus Hexosen und Pentosen hervorgehen [Vernin und Parkanyi, 1982; Tressl und Rewicki,
1999]. 5-Hydroxymethylfurfural, aber auch Furfural, werden in der Regel als Indikator der
Qualitdtverschlechterung eines Lebensmittels im Verlauf der Hitzebehandlung
(Wiarmeschéddigung) oder Lagerung angesehen [Mijares et al, 1986; Gomis et al, 1991;
Akalin und Gonc, 1997; Luz Sans et al, 2003].
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Das Interesse an 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) ist gewachsen, nachdem die
karzinogene und mutagene Potenz dieser Verbindung nachgewiesen wurde [Ulbrich et al,
1994; Surh und Tannenbaum, 1994].

Eine umfassende Studie von Bachmann et al (1997) zum Gehalt an HMF in rund 500
Lebensmitteln aus verschiedenen Produktgruppen zeigte, dass in karamelhaltigen
Produkten (110-9500 mg/kg), Trockenpflaumensiften (510-2850 mg/L) und Dorrobst
(Pflaumen, Apfel, Birnen; 26-3500 mg/kg) hohe Mengen enthalten sind. Der HMF-Gehalt
in anderen Produkten, z. B. in Marmeladen (0.1- 3.8 mg/kg, Luz Sanz et al, 2003; 0.7-34
mg/kg, Bachmann et al, 1997) oder Honig (5.1-18.5 mg/kg, Rada-Mendoza et al, 2002;
<0.1-57 mg/kg, Bachmann et al, 1997) ist vergleichsweise geringer. Die HMF-Gehalte in
den untersuchten Rhabarberkonzentraten (47.4 und 22.0 mg/kg) liegen ebenfalls in diesen
GroBenordnungen und sind auch vergleichbar mit den in Birnendicksiften gefundenen
Werten (4.8-38 mg/L, Bachmann et al, 1997). Beriicksichtigt man, dass Konzentrate
rickverdiinnt werden, liegen die dann zu erwartenden Werte in der gleichen
GroBenordnung wie die in pasteurisierten Fruchtséften (<0.1-10 mg/L, Bachmann et
al, 1997).

Neuere Ergebnisse von in vitro Untersuchungen von Janzowski et al (2000) deuten darauf
hin, dass die durchschnittliche Aufnahme von HMF durch Verzehr von Lebensmitteln kein

Gesundheitsrisiko darstellt.

Neben den Furan-Verbindungen konnte 2-Formylpyrrol als quantitativ wichtige
stickstofthaltige Komponente in den Konzentraten identifiziert werden. Es handelt sich um
eine Komponente, die in anderen Lebensmitteln, wie z.B. in Hopfen [Tressl et al, 1974],
Sesam Ol [Shimoda et al, 1996], Popcorn [Buttery et al, 1997] und Tomatenpulver
[Eichner et al, 1998] ebenfalls beschrieben wurde. Pyrrole sind bekannt als aromaaktive
Komponenten, von denen viele einen rdstigen, erdigen, malzigen Charakter besitzen
[Maga, 1981]. Besondere Bedeutung hat das rostig, cracker- und popcornartig riechende 2-
Acetylpyrrolin, das mit dem niedrigsten Geruchschwellenwert (0.1 ppb) aus der Gruppe
der Pyrrol-Verbindungen entscheidend zum charakteristischen Aroma von Popcorn, Reis

und Crakern beitragt [Schieberle, 1991; Buttery et al, 1983; Buttery et al, 1994].

Wihrend substituierte Furane, Pyrrole, Thiophene und Pyridine im Verlauf der Maillard-

Reaktion iiblicherweise aus dem 3-Desoxyaldoketose-Weg gebildet werden, sind
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substituierte Cyclopentenone, Pyrone, Furanone, und Reduktone die bekannten Produkte
des 1-Desoxy-2,3-diketose Weges [Vernin und Parkanyi, 1982; Tressl und Rewicki, 1999].
In Rhabarberkonzentraten konnten als Beispiele fiir solche y-Pyrone Maltol, 5-
Hydroxymaltol  [3,5-Dihydroxy-2-methyl-4(H)-pyran-4-on] und  5-Hydroxy-(5,6)-
dihydromaltol [2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4(H)-pyran-4-on] identifiziert
werden. Der Bildungsweg von Maltol wurde schon in den 50-er Jahren von Patton (1950)
untersucht. Sie erkldrten diese Komponente als Folgeprodukt beim Erhitzen von Glycin
mit Maltose oder Lactose. Die Untersuchungen von Kim und Baltes (1996) zeigten, dass
der thermische Abbau von 5-Hydroxy-(5,6)-dihydromaltol zur Bildung verschiedener
Produkte, u.a. zu Maltol und 5-Hydroxymaltol fiihrt. 5-Hydroxy-(5,6)-dihydromaltol
wurde erstmals von Mills et al (1970) identifiziert. Diese Verbindung wurde in vielen
erhitzten Lebensmitteln (z.B. in Gemiisen, Fleisch, Karamelprodukten, gebrannten
Mandeln und Brotkruste) nachgewiesen [Ledl et al, 1976]. Dariiberhinaus wurde gezeigt,
dass Pyrone mit ihren karamelartigen, rostigen, getoasteten, malzigen und gekocht
riechenden Noten entscheidend zum Aroma vieler Lebensmittel beitragen, wie z.B. Soja
Sauce [Nonomura et al, 1980], Malz [Fickert und Schieberle, 1998] und Siilkartoffeln
[Sun et al, 1995]. Pyrone (5-Hydroxymaltol und 5-Hydroxy-(5,6)-dihydromaltol) und
Furane (2-Acetylfuran, Furfural und 5-Hydroxymethylfurfural) wurden auch in
Erdbeermarmelade nachgewiesen [Barron und Etiévant, 1990].

Die in den unter Riickfluss erhitzten Rhabarberhomogenaten aufgetretene unbekannte
Verbindung (Nr. 40 in Tab. 4.3.2 bzw. Abb. 4.3.1, MG: 112) wurde in den Konzentraten
ebenfalls detektiert. Wie bereits diskutiert, konnte diese Verbindung nicht eindeutig

identifiziert werden.

Die in frischen Rhabarberstielen nachgewiesenen methylverzweigten Verbindungen waren
auch in den Konzentraten vorhanden. Aus der Klasse der 2-methylverzweigten
Komponenten konnten 2-Methylbutanol und 2-Methylpropanol sowie ihre entsprechenden
Sduren identifiziert werden. Aus der Gruppe der 4-methylverzweigten war 4-
Methylhexanol nachweisbar, wihrend 4-Methylhexansdure in den Konzentraten nicht
gefunden werden konnte.

Die sensorischen Eigenschaften der Konzentrate korrelierten mit dem Spektrum der
identifizierten fliichtigen Verbindungen. Wie gezeigt, stellten Essigsdure und die Maillard-

Reaktionsprodukte die Hauptkomponenten dar. Wihrend Essigsdure einen sauren und
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stechenden Geruch besitzt, weisen die nachgewiesenen Maillard-Produkte eine
karamelartig-rostige, gekochte Note auf [Fickert und Schieberle, 1998; Cutzach et al,
1997]. Diese tragen moglicherweise zum Gesamtgeruchseindruck des Konzentrates bei.
Die auch in thermisch behandelten Pflaumenprodukten (Trockenpflaumensaft, Dorrobst,
gekochte Pflaumen) in bedeutenden Mengen vorhandenen Furane (Furfural und 5-
Hydroxymethylfurfural) [Ismail et al, 1980; Sabarez et al, 2000; Luz Sanz et al, 2003;
Vernin et al, 1986] konnten fiir den an Pflaumenmus erinnernden Geruch der Konzentrate
verantwortlich sein. Zur Ermittlung des tatsdchlichen Beitrags einzelner Komponenten
zum Aroma der Rhabarberkonzentrate miisste eine GC/O-Bewertung gekoppelt mit einer
Aromaextraktverdiinnungsanalyse durchgefiihrt werden, wie sie in Kapitel 4.1.3 fiir die

VHS-Extrakte von Rhabarberstielen beschrieben wurde.

4.3.3 Zusammenfassung

Die fliichtigen Verbindungen industriell hergestellter Rhabarber-Konzentrate wurden
mittels Fliissig-Fliissig Extraktion isoliert und kapillargaschromatographisch/massen-
spektrometrisch untersucht.

Die in frisch geschnittenen Rhabarberstielen vorherrschenden Cq-Verbindungen spielten in
den Konzentraten nur eine untergeordnete Rolle; es waren lediglich Spuren von Hexanol,
(E)-2-Hexenol und (Z)-3-Hexenol nachweisbar. Aus der Klasse der methylverzweigten
Komponenten wurden 2-Methylbutanol, 2-Methylpropanol und ihre entsprechenden
Sdauren sowie 4-Methylhexanol identifiziert. Neben Essigsdure wurden als
Hauptinhaltsstoffe Verbindungen nachgewiesen, deren Bildung durch thermisch
katalysierte Reaktionen im Zuge der Konzentrierung erkldrt werden kann. Neben den
quantitativ dominierenden Furanen (5-Hydroxymethylfurfural und Furfural) wurden als
weitere typische Maillard-Produkte y-Pyrone (Maltol, 5-Hydroxymaltol und 5-Hydroxy-
(5,6)-dihydromaltol) sowie 2-Formylpyrrol nachgewiesen.

Die Unterschiede in den Spektren fliichtiger Verbindungen von frischem Rhabarber und
Rhabarber-Konzentrat stimmten mit den sensorischen Bewertungen iiberein. Die fiir frisch
geschnittene Rhabarberstiele typische “griine” Note fehlte in den Konzentraten. Die
Hauptkomponenten (Essigsdure und Maillard-Produkte) tragen méglicherweise zum sauren
sowie gekochten, karamelartigen und an Pflaumenmus erinnernden

Gesamtgeruchseindruck bei.
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4.4 Fluchtige Verbindungen kommerzieller Rhabarber-Aromen
4.4.1 Einleitung

Auf der Basis naturidentischer Aromastoffe wird kommerziell ein breites Spektrum von
Aromen hergestellt, die zur Aromatisierung insbesondere verarbeiteter Lebensmittel
eingesetzt werden. Auch fiir die Geruchsnote “Rhabarber” werden Aromen angeboten, die an
Rhabarberkuchen oder -kompott erinnernde Geruchsnoten aufweisen. Drei solcher auf der
Basis naturidentischer Aromastoffe aufgebaute Aromen standen zur Verfiigung; ihre
Zusammensetzungen sollten mit den in Rhabarber identifizierten Komponenten verglichen

werden.

4.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Die durch kapillargaschromatographisch/massenspektrometrische Untersuchungen der
Aromen ermittelten prozentualen Verteilungen der Aromastoffe sind in Tabelle 4.4.1
zusammengestellt.

Es ist ersichtlich, dass die Aromen sich hinsichtlich Zahl und Art der Komponenten deutlich
unterscheiden. Eine Schliisselkomponente, die in allen Aromen enthalten war, ist 1-
Phenylethylacetat. Aroma 1 bestand fast vollstindig (98,5 %) aus diesem Ester. Im Rahmen
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen von Rhabarber konnten weder 1-
Phenylethylacetat noch der in allen drei Aromen ebenfalls enthaltene Alkohol 1-
Phenylethanol nachgewiesen werden. Lediglich der in Aroma 3 ebenfalls anwesende isomere
Alkohol 2-Phenylethanol war auch in Rhabarberstielen detektierbar.

Die in den ungekochten Rhabarberstielen dominierenden ungesittigten Cg-Aldehyde und
-Alkohole spielen in den Rhabarber-Aromen nur eine untergeordnete Rolle, lediglich in
Aroma 2 liegen diese Komponenten mit einem Anteil von ca. 12 % vor. Auch aus der Gruppe
der 2- bzw. 4-methylverzweigten Alkohole und Sauren ist nur 2-Methylbuttersdure vertreten.
Im Gegensatz zu den Rhabarberstielen zeichnen sich die Aromen 2 und 3 durch relativ hohe
Gehalte an Estern aus. In Aroma 2 stellen neben den Estern der Cg-Alkohole der
schwefelhaltige Ester Methyl-3-(methylthio)-propanoat und Ethylbutanoat die Hauptvertreter
dieser Stoffklasse dar. Hauptkomponente in Aroma 3 ist das in Rhabarber nicht detektierte

Vanillin.
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Tabelle 4.4.1 Zusammensetzungen kommerzieller Rhabarber-Aromen

(%)
1 2 3

Ester
Ethylacetat 0,2 2.9
Ethylformiat 0,05 0,2
Ethylbutanoat 12,5 1,0
Ethylhexanoat 3,0 0,2
Ethyllactat 1,6
Ethyl-2-methylbutanoat 3,0
Ethyl-3-methylbutanoat 3,1
Ethylpropanoat 0,1
Ethyl-2-propenoat 0,1
Hexylacetat 0,05
(E)-2-Hexenylacetat 0,3
(Z)-3-Hexenylacetat 1,0 0,5
(Z)-3-Hexenyllactat 0,2
(E)-3-Hexenylbutanoat 0,1 *
(Z)-3-Hexenylhexanoat 0,1
Hexylbutanoat 0,4
Hexylformiat 0,2
Hexylhexanoat 0,5
Hexyl-2-methylbutyrat 0,1
3-Methylbutylacetat 1,0
3-Methylbutylbutanoat 0,6
(E)-Methyl-3-hexenoat 0,1
Methyltridecanoat 0,9 0,3
1-Phenylethylacetat 98,5 12,6 15,0
2-Phenylethylacetat 1,0
Propylbenzoat 9,2
Alkohole
3-Methylbutanol 0,3
Hexanol 4.8 *
(Z)-3-Hexenol 1,9 0.8 *
(E)-3-Hexenol 0,1 *
(E)-2-Hexenol 0,9 *
1-Phenylethanol 0,4 1,7 2,8
2-Phenylethanol 0,2 *
Linalool 0,1 *
Aldehyde, Acetale
Hexanal 0,1 *
Hexanal-PG-acetal 3.9
Vanillin 33 442
Vanillin-PG-acetal 0,2 6.8
Ketone
Acetoin 6,3
2,3-Butandion 0,9 0,1

85



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.4.1 (Fortsetzung)

(%)

1 2 3
1,3-Dihydroxy-2-propanon 0,7
Sauren
Buttersdure 0,6 0,5 *
Essigsdure 7,6 10,7 *
Hexansédure 2,3 0,7 *
2-Methylbuttersiure 3,7 *
Propanséure 0,2 *
Lactone
v-Decalacton 3,4 0,5 *
Schwefelverbindungen
Dimethyldisulfid 0,04
Hexyl-3-(methylthio)-propanoat 0,3
Methyl-3-(methylthio)-propanoat 13,5
Sonstige
Anethol 0,3 *
Losungsmittel ® PG PG,E, PGE

* Mittelwert aus Doppelbestimmung. ° PG (1,2-Propandiol), E (Ethanol).
nachgewiesen in Rhabarberstielen.

Neben der analytischen wurde auch eine sensorische Bewertung der Aromen durchgefiihrt
(Tab. 4.4.2). Aroma 1 zeigte kaum eine Verdnderung in der Geruchsnote in Abhéngigkeit von
der Verdiinnung. Demgegeniiber traten bei Verdiinnen der wesentlich komplexer aufgebauten
Aromen 2 und 3 die sich aus den Bausteinen ergebenden Einzelnoten deutlich zutage. Bei
Aroma 2 war eine schwefelige Kohl-Note erkennbar, wihrend Aroma 3 eine intensive siie

Vanille-Note aufwies.
Insgesamt besteht nur eine geringe Ahnlichkeit zwischen den in den Rhabarber-Aromen

enthaltenen Komponenten und dem im Rahmen dieser Arbeit in Rhabarber identifizierten

Spektrum fliichtiger Inhaltsstoffe.
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Tabelle 4.4.2 Sensorische Bewertung der Aromen

Stufe der Verdinnung (mit Wasser)

Aroma Original 1:20 1:100 1:1000
1 fruchtig, blumig, fruchtig,blumig,  fruchtig, blumig, fruchtig, blumig
Rhabarberkuchen/-  siif8lich, terpentinartig Rhabarberkuchen/-
kompott terpentinartig Rhabarberkuchen/- kompott
Rhabarberkuchen/ kompott
-kompott
2 fruchtig, esterig, fruchtig, malzig fruchtig, gekochter fruchtig, gekocht,
schwefelig, gekochter Kohl Kohl, schwefelig,  schwefelig, sahnig,
gekocht Rhabarberkuchen/ sahnig, Likornote,
Rhabarberkuchen/- -kompott Rhabarberkuchen/- Rhabarberkuchen/-
kompott kompott kompott
3 Rumtopf, fruchtig, fruchtig, blumig, fruchtig, blumig, fruchtig, blumig,
blumig, Vanille esterig, Rum, esterig, Rum, siillich
Rhabarberkuchen/- siillich-sduerlich, siillich-sduerlich, = Rhabarberkuchen/-
kompott Vanille Vanille, kompott
Rhabarberkuchen/ Rhabarberkuchen/-
-kompott kompott
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45 Chirale Aromastoffe in Rhabarber
4.5.1 FEinleitung

Wie in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt, stellen neben den Cg-Komponenten
methylverzweigte Verbindungen eine andere wichtige Gruppe fliichtiger Inhaltsstoffe von
Rhabarberstielen dar. Die 2-methylverzweigten Komponenten 2-Methylbutanol und 2-
Methylbuttersdure sind die konzentrationstérksten Vertreter. Diese 2-methylverzweigten
Verbindungen galten als typische Beispiele fiir chirale Aromastoffe, von denen in
Lebensmittelmatrices eines der beiden Enantiomeren ausschlieBlich oder zumindest mit
hoher optischer Reinheit vorliegt. Eine hohe optische Reinheit zugunsten der (S)-
Enantiomere (>94 %) wurde fiir 2-methylverzweigte Alkohole, Sauren und Ester in Apfeln
und in Apfelerzeugnissen (Apfelsaft, Apfelwein, Cider, Calvados) ermittelt /Rettinger et
al, 1990, Mosandl et al, 1990; Karl et al, 1992; Schumacher et al, 1998]. Es wurde
gezeigt, dass 2-Methylbuttersdure auch in anderen Lebensmitteln, z.B. in Friichten
(Erdbeeren, Papaya, Johannisbeeren, Ananas), alkoholischen Getrinken (Weilwein, Bier,
Cognac) sowie Kidse mit einer optischen Reinheit von mindestens 80 %, meist zu mehr als
95 % in der (S)-Konfiguration vorliegt /[Mosand! et al, 1990]. 2-Methylbutanol wurde in
fermentierten Produkten (z.B. aus Weintrauben, Kartoffeln, Apfeln und Stirke
verschiedener Pflanzen) ebenfalls bevorzugt als (S)-Enantiomer nachgewiesen
[Schumacher et al, 1999].

Bisher waren nur wenige Ausnahmen von dieser generellen Regel bekannt. So wurde in
Parmesankidse fiir 2-Methylbuttersdure lediglich ein Enantiomerenverhéltnis von 75 %
(S)/25 % (R) gefunden [Werkhoff et al, 1993]. In gerosteten Kaffeebohnen (Arabica)
wurde 2-Methylbuttersdure mit einem Anteil an (R)-Enantiomer von 72 % nachgewiesen
[Maier, 2003]. Es wurde gezeigt, dass dieses Enantiomer im griinen Kaffee in einer Menge
<0.95 mg/kg vorkommt. Erst der Rostprozess fiihrte zu erhohtem Gehalt an (R)-2-
Methylbuttersdure (2-3 mg/kg).

AuBlerdem zeigte sich ein Verhédltnis von etwa 2:1 zwischen (S)- und (R)-2-
Methylbuttersdure in einem hydrolysierten Extrakt einer Handelsprobe von Romischer
Kamille (Chamaemelum nobile (L.) ALLIONI syn. Anthemis nobilis L.) [Karl 1995].
Weitere Ausnahmen bilden einige Heilpflanzen, wie die Veratrum Arten. Die bei diesen
Pflanzen vorkommenden Alkaloide sind Esteralkaloide, die sich von den C,;-Alkaminen,

wie Germin, Proteverin, Veravicin und Zygadin ableiten. Diese stark hydroxyhaltigen
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Alkamine kommen in der Natur in mit 1-4 Carbonsduren veresterter Form vor, wobei (R)-
2-Methylbuttersdure eine der wichtigsten Sduren darstellt [Fieser und Fieser, 1976].
Weisenborn et al (1953) isolierten (R)-2-Methylbuttersdure aus Veratrum viride. In einer
homdopatischen Zubereitung von Germer (Veratrum album) wurde (R)-2-
Methylbuttersdure mit einer optischen Reinheit von 99 % nachgewiesen [Mosandl et al,
1990]. Der getrocknete Wurzelstock von Germer wurde in der Volksheilkunde bei Herz-
Rhythmusstérungen und -Beschwerden, zur Linderung von Kridmpfen, Erbrechen und
Durchfall sowie bei Fieber verwendet. Besondere Bedeutung hatte die Droge frither als
Bestandteil des “Schneeberger Schnupftabaks™ [Lexikon der Arzneipflanzen und Drogen,
2000].

Uber die natiirlichen Enantiomerenzusammensetzungen von 4-Methylhexanol und 4-
Methylhexansiure in Lebensmittelmatrices lagen bisher keine Daten vor. Rezanka und
Dembitsky (2002) zeigten, dass der aus Israel stammende SiiBwasser-Schwamm
(Cortispongilla barroist) (R)-4-Methylhexansdure produziert.

Ziel der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen war es, die in Rhabarberstielen
vorliegenden Enantiomerenverteilungen von 2-Methylbutanol, 2-Methylbuttersdure, 4-
Methylhexanol und 4-Methylhexansdure zu bestimmen. Die Untersuchung erfolgte mit
Hilfe der Multidimensionalen Gaschromatographie. Diese Analysenmethode ermdglichte
eine direkte Untersuchung der betreffenden Verbindungen, wobei die Auftrennung der
fliichtigen Fraktion der Rhabarberstiele an einer achiralen Phase und die nachfolgende
Stereodifferenzierung ausgewdihlter Verbindungen an einer chiralen Phase durchgefiihrt

wurden.

4.5.2 Kapillargaschromatographische Enantiomerentrennung methylverzweigter

Verbindungen

Bei dem fiir die Analyse verwendeten “multidimensionalen” Gaschromatographiesystem
erfolgte die Kopplung der Sdulen mit Hilfe eines Moving Column Stream Switching
Systems (MCSS). Als Saulenkombinationen wurden eine achirale DB-5 bzw. eine
DBWAX Kapillarsdule gekoppelt mit einer Kapillarsdule belegt mit 33% Heptakis(2,3,6-
tri-O-ethyl)-B-Cyclodextrin in OV-1701-vi [Perethyl-B-CD] als chiraler Phase verwendet.

Bicchi et al (1999) zeigten, dass modifizierte Cyclodextrin-Phasen (peralkylierte bzw.

alkylierte/acylierte Derivate von a-, -, y-Cyclodextrinen) vielseitig zur Analyse von
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Aromen und etherischen Ole eingesetzt werden kénnen. Von den peralkylierten P-
Cyclodextrinen wurden die meisten Trennungen an permethyliertem B-Cyclodextrin
durchgefiihrt /z.B. Ruiz Del Castillo und Dobson, 2002, Reinhardt et al, 1995; Kreis et al,
1991; Mosandl et al, 1991]. Uber die Anwendung perethylierten B-Cyclodextrins als
stationdre Phase zur chirospezifischen Analyse ist wenig in der Literatur bekannt. Auf
dieser Phase wurden direkte gaschromatographische Enantiomerentrennungen von
Linalool und a-Terpineol [Askari et al, 1991] sowie von 2-alkylverzweigten Aromastoffen
[Rettinger et al, 1991, Karl et al, 1991, Karl et al, 1992] durchgefiihrt. Die Phase ist,
dhnlich wie andere peralkylierte B-Cyclodextrine, thermisch stabil [Dai et al, 1995 a] und
wurde auch erfolgreich zur Trennung der Positionsisomere aromatischer Verbindungen
(Phenol-, Benzolderivate) eingesetzt [Dai et al, 1995 b, Jing et al, 1996].

Wie aus Abbildung 4.5.1 ersichtlich, konnten auf der Perethyl-B-CD Phase die
Enantiomere der in Rhabarberstielen identifizierten methylverzweigten Verbindungen
getrennt werden. Die Bestimmung der Elutionsreihenfolge mit Hilfe authentischer
Referenzsubstanzen definierter Chiralitit zeigte, dass bei 2-Methylbutanol das (R)-
Enantiomer vor dem (S)-Enantiomer eluiert. Im Vergeich dazu wurde fir 2-
Methylbuttersdure eine Umkehr der Reihenfolge festgestellt. Dies stimmt mit den von
Rettinger et al (1991) sowie Karl et al (1991, 1992) beschriebenen Ergebnissen iiberein.
Die Enantiomere von 4-Methylhexanol konnte mit Hilfe der Perethyl-B-CD Phase erstmals
kapillargaschromatographisch getrennt werden. Die Enantiomere der entsprechenden Saure
4-Methylhexansdure waren auf Heptakis(2,3-Dimethyl-6-tert-butyldimethylsilyl)-3-
Cyclodextrin als chiraler stationédrer Phase getrennt worden, wobei jedoch keine Angaben
zur Elutionsreihenfolge gemacht wurden [Maas et al, 1993]. Rezanka und
Dembitsky (2002) trennten 4-Methylhexansduremethylester auf Heptakis(2,6-Dimethyl-3-
pentyl)-B-Cyclodextrin. In Analogie zu den 2-methylverzweigten Verbindungen war auch
fiir die 4-methylverzweigten Komponenten 4-Methylhexanol und 4-Methylhexansiure

eine Umkehr in der Elutionsreihenfolge der Enantiomere zu beobachten.
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Abbildung 4.5.1 Trennung von 2-Methylbutanol (1), 4-Methylhexanol (2), 2-Methyl-
buttersdure (3) und 4-Methylhexanséure (4) auf Perethyl-B-CD

(a) racemische Referenzsubstanzen; (b) (S)-Enantiomere;
(¢) Racemische Referenzsubstanzen angereichert mit (S)-Enantiomeren
Bedingungen: Vorséule, DB-5; 40 °C/5 min isotherm//4 °C/min—230 °C
Hauptsdule, Perethyl-f-CD; 37 °C/10 min isotherm //2 °C/min—160 °C
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4.5.3 Enantiomerenverteilungen von 2- und 4-methylverzweigten Alkoholen und Séuren

in Rhabarber-Extrakten

Mittels Enantio-MGDC gelang es, die methylverzweigten Verbindungen direkt, d. h. nach
selektivem Transfer von der achiralen Vorsdule auf die chirale Hauptsdule (Perethyl-f-
CD), zu analysieren.

Abbildung 4.5.2 zeigt die Enantiomerenverteilung von 2-Methylbutanol (1), 4-
Methylhexanol (2), 2-Methylbuttersdure (3) und 4-Methylhexansdure (4), wie sie nach
MDGC-Analyse eines VHS-Extraktes unter Verwendung einer DB-5 als chirale Vorsaule

ermittelt wurden. Es ist ersichtlich, dass deutliche Uberschiisse an (R)-Enantiomeren

vorliegen.
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Abbildung 4.5.2 Enantioselektive MDGC-Analyse eines VHS-Extraktes auf Perethyl-B-CD

2-Methylbutanol (1), 4-Methylhexanol (2), 2-Methylbuttersdure (3), 4-Methylhexansdure (4),
(E)-2-Hexenol (5)
Bedingungen: Vorsiule, DB-5; 40 °C/5 min isotherm//4 °C/min—230 °C

Hauptsaule, Perethyl-f-CD; 37 °C/10 min isotherm //2 °C/min—160 °C

Um dieses tiberraschende Ergebnis zu bestédtigen und um auszuschlieBen, dass es bei den
“Cuts” zum Co-Transfer von Substanzen kommt, die auf der chiralen Phase mit einem der
getrennten Enantiomere koeluieren, wurde eine Kapillarsdule entgegengesetzter Polaritit

(DBWAX) als Vorsédule verwendet (4bb. 4.5.3).
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Abbildung 4.5.3 Enantioselektive MDGC-Analyse (a) eines VHS-Extraktes und (b) eines

mit (S)-Enantiomeren angereicherten VHS Extraktes

2-Methylbutanol (1), 4-Methylhexanol (2), 2-Methylbuttersiure (3), 4-Methylhexansiure (4),
(E)-2-Hexenol (6)
Bedingungen: Vorsdule: DBWAX; 40 °C/5 min isotherm//4 °C/min—230 °C

Hauptséule: Perethyl-8-CD; 47 °C/10 min isotherm//2 °/min—160 °C
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Wie in Abbildung 4.5.3 (a) darstellt, wurden auch nach der Uberfiihrung der Substanzen
von der DBWAX-Vorsdule auf die Perethyl-B-CD-Phase vergleichbare Anteile an (R)-
Enantiomeren nachgewiesen werden.

Ein Vergleich von Abbildung 4.5.2 mit Abbildung 4.5.3 (a) zeigt, dass sich die
Chromatogramme lediglich in den zwei zusédtzlichen Peaks (5) und (6) unterscheiden. Die
Retentions-Indices und der Transfer von Referenzsubstanzen bestétigten, dass es sich um
(E)-2-Hexenol (5) und (E)-2-Hexenal (6) handelt. Wéhrend der Transfer von 2-
Methylbuttersdure an der DB-5 Vorsdule (KI: 880) zum simultanen Transfer von (E)-2-
Hexenol (KI: 875) fiihrte, wurde der Transfer von 2-Methylbutanol an der DBWAX
Kapillarsdule (KI: 1206) von dem Transfer von (E)-2-Hexenal (KI: 1211) begleitet.

Die Identitit der enantiodifferenzierten Alkylverbindungen wurde durch MDGC-Analyse
eines VHS-Extraktes, zu dem die (S)-konfigurierten Referenzsubstanzen hinzugegeben
worden waren, bestitigt (4bb. 4.5.3 b).

Die in VHS-Extrakten aus dem Jahrgang 2001 ermittelten
Enantiomerenzusammensetzungen sind in Tabelle 4.5.1 zusammengestellt (Mittelwerte aus
jeweils drei Bestimmungen). Unter Anwendung des von Hddrich und Vogelsang (1999
a,b) beschriebenen Verfahrens wurden fiir den Schritt des MDGC-Transfers
Bestimmungsgrenzen von 1.5 pg/kg fiir 2-Methylbutanol und 4-Methylhexanol bzw. 12
ng/kg fiir 2-Methylbuttersdure ermittelt. Die mittels VHS ermittelten Konzentrationen
dieser Verbindungen [2-Methylbutanol: 328-367 pg/kg; 2-Methylbuttersdure 43-250
ng/kg; 4-Methylhexanol 18-40 pg/kg (Kapitel 4.1.2)] lagen deutlich {iber diesen Werten, so
dass quantitative Aussage liber die Enantiomerenverteilungen in allen Chargen mdglich
waren. Fiir 4-Methylhexansdure wurden eine Nachweisgrenze von 3 pg/kg und eine
Bestimmungsgrenze von 9 ng/kg ermittelt. Da die Konzentrationen in den VHS-Extrakten
aus 2001 (1-2 pg/kg) unter der Nachweisgrenze lagen, waren eine Quantifizierung der
Enantiomere und die Berechnung von Enantiomerenverhéltnissen nicht mdglich

[GDCh, 2001].
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Tabelle 4.5.1 Enantiomerenzusammensetzungen (%) von 2-Methylbutanol (1), 4-
Methylhexanol (2), 2-Methylbuttersdure (3) und 4-Methylhexansdure (4) in
VHS-Extrakten von Rhabarberstielen *

Enantiomerenzusammensetzung (%) b
1 2 3 4
®R) ©) ®R) © ®R) ©) R) (S

Charge A

VHSI 79 21 92 8 64 36 nd
VHS2 79 21 93 7 61 39 nd
Charge B

VHSI1 81 19 92 8 61 39 nd
VHS2 76 24 93 7 58 42 nd
Charge C

VHSI 79 21 88 12 69 31 nd
VHS2 81 19 84 16 70 30 nd
Mittelwert 79 21 90 10 64 36

? Untersuchungsmaterial aus 2001. ° Mittelwerte aus 3 Bestimmungen
(Standardabweichung: < + 1 fiir alle Komponente). ™ nicht nachweisbar.
VHS: Vakuum Headspace Technik.

Wie Tabelle 4.5.1 zeigt, wurden fiir 2-Methylbutanol und 4-Methylhexanol in allen
Extrakten hohe optische Reinheiten zugunsten der (R)-konfigurierten Enantiomere
nachgewiesen. Die Enantiomerenverhiltnissen variierten nur leicht zwischen
unterschiedlichen Chargen. Fiir 2-Methylbuttersiure war der Uberschuss an (R)-
Enantiomer weniger deutlich ausgepridgt; eine relativ enge Spannbreite mit einem
Mittelwert von 64 % (R)/ 36 % (S) war zu beobachten.

Um diese Ergebnisse fiir einen anderen Jahrgang zu bestéitigen und insbesondere einen
moglichen Einfluss des Isolierungsverfahrens auf die Enantiomerenverhiltnisse zu
iiberpriifen, wurden sowohl VHS- als auch LLE- und SDE-Extrakte von Rhabarberstielen
aus drei weiteren Chargen des Jahres 2002 untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5.2

zusammengestellt.
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Tabelle 4.5.2 Enantiomerenzusammensetzungen (%) von 2-Methylbutanol (1), 4-Methyl-
hexanol (2), 2-Methylbuttersdure (3) und 4-Methylhexansdure (4)in
Rhabarber-Extrakten *

; b
Enantiomerenzusammensetzung (%)

1 2 3 4

®R) () R) () ®R) () R) ()
Charge D
VHSI1 92 8 8 15 62 38 *
VHS2 92 8 94 6 66 34 R > S°
SDEI 90 10 82 18 74 26 R > S°
SDE2 90 10 >95 64 36 R > S°
LLEI 92 8 >95 66 34 nd
LLE2 93 7 >95 63 37 nd
Mittelwert 92 8 - 66 34
Charge E
VHS1 79 21 71 29 66 34
VHS2 81 19 75 25 56 44
SDEI 76 24 73 27 68 32 R > S°
SDE2 81 19 78 22 60 40 nd
LLEI 83 17 81 19 66 34 R > S°
LLE2 82 18 76 24 69 31 nd
Mittelwert 80 20 76 24 64 36
Charge F
VHSI1 8 15 8 15 67 33 R > S°
VHS2 83 17 82 18 60 40 nd
SDEI 87 13 87 13 76 24 R > S°
SDE2 88 12 87 13 65 35 nd
LLEI 87 13 88 12 69 31 nd
LLE2 82 18 8 15 59 41 *
Mittelwert 85 15 86 14 66 34

* Untersuchungsmaterial aus  2002. ® Mittelwert von 3 Bestimmungen
(Standardabweichung: < + 1 fiir alle Komponente). © sichtbarer Nachweis; keine
quantitative Aussage iiber das Enantiomerenverhiltnis moglich, weil die
Konzentrationen der Enantiomere unter der Bestimmungsgrenze lagen.
* nachgewiesen, erlaubt  keine quantitative Aussage  iiber  das
Enantiomerenverhiltnis, weil die Konzentrationen der Enantiomere unter der
Bestimmungsgrenze lagen. " nicht nachweisbar. VHS: Vakuum Headspace
Technik. SDE: Simultane Destillation-Extraktion. LLE: Fliissig-Fliissig
Extraktion.
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Das  Isolierungsverfahren  hatte  keinen  signifikanten  Einfluss auf  die
Enantiomerenzusammensetzungen. Insbesondere bei der SDE, bei welcher der
zentrifugierte Saft unter sauren Bedingungen (pH 3.5) fiir 2 Stunden erhitzt wurde, waren
keine Anzeichen fiir eine Racemisierung erkennbar. Dies entspricht auch dem Befund, dass
freie 2-Methylbuttersiure durch Wasserdampfdestillation racemisierungsfrei aus Apfeln
isoliert wurde [Rettinger et al, 1990]. Eine leichte Racemisierung war in Apfelmarmelade
[Mosandl et al, 1990] und bei der unter drastischen Bedingungen (iiber 110°C)
durchgefiihrten fraktionierten Destillation von (S)-2-Methylbuttersdure beobachtet worden
[Gatfield et al, 2000].

Die Enantiomerenverhéltnisse zeigten Unterschiede zwischen den Chargen. 2-
Methylbutanol und 4-Methylhexanol wurden jedoch immer mit hohen Reinheiten der (R)-
Enantiomere nachgewiesen. Fiir 2-Methylbuttersiure war der Uberschuss an (R)-
Enantiomer in Analogie zu den Daten aus 2001 deutlich kleiner als bei den Alkoholen. Die
Enantiomerenzusammensetzungen bewegten sich in einem Schwankungsbereich von 61-
71 % zugunsten des (R)-Enantiomers.

Die Konzentrationen von 2-Methylbutanol (68-358 ng/kg), 2-Methylbuttersdure (84-239
ug/kg) und 4-Methylhexanol (11-37 pg/kg) erlaubten eine Bestimmung der Enantiomeren-
verhéltnisse. Fiir 4-Methylhexansdure lag die identifizierte Menge (2-5 ug/kg) unterhalb
der Bestimmungsgrenze des MDGC-Transfersschritts, so dass auf die Angabe eines
Enantiomerenverhiltnisses verzichtet wurde. Bei einigen Proben war visuell ein
Uberschuss des (R)-Enantiomers zu erkennen (4bb. 4.5.4); dies wurde durch die Angabe
“R>S” zum Ausdruck gebracht.

mv 4

=
=

-
©n

-
)

47 51 47 51 min

Abbildung 4.5.4. Enantioselektive MDGC-Analyse von 4-Methylhexansdure aus
Rhabarber-Extrakten (Charge F) an Perethyl-B-CD.
(Bedingungen: wie bei Abbildung 4.5.1)
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4.5.4 Biogenetische Aspekte

Die Rolle von Aminosduren als Prekursoren fliichtiger Séuren, Alkohole und Ester ist in
Experimenten mit isotopenmarkierten Vorstufen in einer Vielzahl von Friichten gezeigt
worden [Yabumoto et al, 1977; Kandra und Wagner, 1990, Rowan et al, 1996, Kandra
und Wagner, 1998, Pérez et al, 2002]. Ausgehend von L-Isoleucin (2S,3S) 146t sich das
fast ausschlieBliche Vorliegen (S)-konfigurierter 2-methylverzweigter Verbindungen
plausibel erkliren. Die im Rahmen dieser Arbeit in Rhabarber aufgezeigten Uberschiisse
an (R)-Enantiomeren stehen im Widerspruch zu diesem Biogeneseweg. Als Erkldrung
kommen eine andere Vorstufe oder ein anderer Stoffwechselweg in Betracht.

In Saugetieren ist die Rolle von L-Alloisoleucin (2S,3R) als Vorstufe (R)-konfigurierter 2-
methylverzweigter Metabolite bekannt; die sogenannten (S)- und (R)-Wege (4bb. 4.5.5)
wurden kiizlich zusammenfassend dargestellt /[Mamer, 2001].

Die in den 50er Jahren postitulierte nicht-enzymatische Keto-Enol Tautomerie auf der
Stufe der 2-Oxo0-3-methylpentansédure wurde lange als Erklarung fiir die Bildung von (R)-
2-Methylbuttersdure herangezogen [Meister, 1951, Mamer und Tjoa, 1975; Mamer et al,
1976; Mosandl et al, 1990]. Mamer und Reimer (1992) erachteten die Bildung von
Alloisoleucin jedoch als unvermeidliche Folge der Transaminierung von Isoleucin und
schlugen als Mechanismus eine Ketimin-Enamin Tautomerie vor. Mamer und Lépine
(1996) konnten mit markiertem “N,"’C-Isoleucin bei Ratten bestitigen, dass L-
Alloisoleucin aus L-Isoleucin nicht durch Enolisierung auf der Stufe der a-Ketoséure,
sondern auf der Stufe der entsprechenden Ketimine gebildet wird (4bb. 4.5.6).

Im Gegensatz zu Isoleucin [Souci et al, 2000, Herrmann 1993; Hall et al, 1980] gibt es
zum Vorkommen von Alloisoleucin als natiirlichem Bestandteil von Pflanzen und Tieren
wenige Daten in der Literatur. Alloisoleucin wurde u.a in vergorenen Produkten, wie Milch
und Mohrensaft [Briickner und Hausch, 1989] sowie in der Haut der Gelbbauchunke
(Bombina variegata) [Mignogna et al, 1993] nachgewiesen. Dariiberhinaus fand man das
(R)-Enantiomer in Antibiotika /Epperson und Ming, 2000, Sitachitta et al, 2000] sowie in
Erdproben [Pollock et al, 1977].

Als weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die Bildung (R)-konfigurierter Verbindungen wére
auch eine enzymatische Bildung aus entsprechenden ungeséttigten Verbindungen méoglich.
Im Apfelgewebe ist z. B. die Bildung von (R)-Ethyl 2-methylbutanoat aus Ethyltiglat
beschrieben worden (A4bb. 4.5.7).
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Abbildung 4.5.6  Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Konversion von Isoleucin zu

Alloisoleucin [Mamer und Lepine, 1996]

Der Pyridoxalphosphat-Aminotransferase Enzym-Komplex (Py-Enz) reagiert mit der H,N-Gruppe

der Aminosdure (A, L-Isoleucin; A", L-Alloisoleucin) zu einem Aldimin (B und B"), d.h einer

Schiff-Base. Eine enzym-induzierte Isomerisation der Schiffbase fiithrt zur Bildung eines Ketimins

(C und C"). Das Ketimin kann leicht in Enolamin (D) umgeformt werden, das entweder L-

Alloisoleucin (durch B") oder (R)-2-Oxo-3-methylpentansdure (E") ergibt. Die Hydrolyse des

Ketimins ergibt (S)-2-Oxo-3-methylpentansiure (E) und (R)-2-Oxo-3-methylpentansiure (E").
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Abbildung 4.5.7 Ethyltiglat als Quelle fiir die Bildung von (R)-Ethyl-2-Methylbutanoat
[Hauck et al, 2000]

Die hohen Anteile an (R)-Enantiomeren der untersuchten methylverzweigten
Verbindungen im Rhabarberstiel lassen vermuten, dass dieses Phdnomen nicht nur
auschlieBlich auf die Racemisierungschritte von L-Isoleucin, sondern auf andere Vorlaufer
oder Biogenesewege zuriickzufiihren ist. Zur Kliarung dieses Sachverhaltes sind jedoch

weitere Untersuchungen mit isotopenmarkierten Vorstufen notwendig.

4.5.5 Sensorische Aspekte

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die Enantiomere methylverzweigter Aromastoffe in
thren sensorischen FEigenschaften unterscheiden [Boelens et al, 1993]. (S)-2-
Methylbutterséure riecht angenehm siil und fruchtig, wihrend (R)-2-Methylbuttersdure
einen unangenehmen, kiseartigen Charakter aufweist. (S)-2-Methylbutanol wurde als
frisch, etherisch charakterisiert, der Geruch des entgegengesetzten Enantiomers wurde
dagegen als vergoren, fettig beschrieben [Mosandl, 1992; Boelens et al, 1993;
Koppenhoefer et al, 1994].

Beide Enantiomere von 4-Methylhexansédure wurden als fettig und sauer (erinnernd an
Hexansdure) charakterisiert. Der Geruchseindruck der (R)-4-Methylhexansdure war jedoch
starker /Ohloff, 1972]. Die sensorische Bewertung von 4-Methylhexansidure mittels GC-O
(Geruchsbeschreibung an Perethyl-B-CD mit 200 ng/pro Enantiomer am Sniffing-port)
bestitigte, dass die (R)-Form einen intensiveren Geruch aufwies als das (S)-Enantiomer.
Zusitzlich zu der sauren, stechenden Note wies (S)-4-Methylhexansdure eine leicht griine
und buttersdureartige Note auf, wihrend das (R)-4-Enantiomer einen kiseartigen und
essigsdureartigen Charakter zeigte.

Uber die Geruchsqualititen der Enantiomere von 4-Methylhexanol waren aus der Literatur
keine Daten bekannt. Bei der GC-O Analyse (Geruchsbeschreibung an Perethyl-B-CD mit
200 ng am Sniffing-port) zeigte (S)-4-Methylhexanol eine wiirzige, nussartige sowie leicht
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griin-saure Note. (R)-4-Methylhexanol besall hingegen einen stirker ausgepriagten griinen,
oligen, nuss- und mohrenartigen Charakter.

2-Methylbutanol, 2-Methylbuttersdure und 4-Methylhexanol wurden als aromaaktive
Komponenten ungekochter Rhabarberstiele bei der GC-O Analyse wahrgenommen
(Kapitel 4.1.4). Die im Zuge der Aromaextraktverdiinnungsanalyse detektierten
Geruchsqualititen (Tab. 4.1.2) stehen im Einklang mit den ermittelten Uberschiissen an
(R)-Enantiomeren. Fiir die 2-methylverzweigten Verbindungen wurden unangenehme
Noten, wie bitter, muffig (2-Methylbutanol) und stechend, késeartig (2-Methylbuttersiure)
festgestellt, die frisch-fruchtigen Noten wurden jedoch nicht wahrgenommen. Trotz der
geringeren Unterschiede zwischen den Enantiomeren von 4-Methylhexanol deutet der
beim GC-Sniffing detektierte griine, 6lige, nuss- und mohrenartige Charakter ebenfalls auf

das (R)-Enantiomer hin.

4.5.6 Zusammenfassung

Die in Rhabarberstielen vorliegenden Enantiomerenverteilungen von 2-Methylbutanol, 2-
Methylbuttersdure, 4-Methylhexanol und 4-Methylhexansdure wurden mit Hilfe
Multidimensionaler Gaschromatographie (MDGC) untersucht. Unter Verwendung von
Heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-B-Cyclodextrin als chirale Phase konnten die Enantiomere von
4-Methylhexanol und 4-Methylhexansiure erstmals kapillargaschromatographisch getrennt
werden. Nach der Ermittlung der Elutionsreihenfolgen an der chiralen Phase wurden die in
VHS-Extrakten vorliegenden Enantiomerenverteilungen mittels MDGC unter Einsatz
achiraler Vorsdulen unterschiedlicher Polaritit bestimmt. Die methylverzweigten
Verbindungen lagen mit deutlichen Uberschiissen an (R)-Enantiomeren vor. Fiir 2-
Methylbutanol und 4-Methylhexanol wurden hohe optische Reinheiten zugunsten der (R)-
konfigurierten Enantiomere (>70%) nachgewiesen, die nur leicht zwischen
unterschiedlichen Chargen variierten. Fiir 2-Methylbuttersiure war der Uberschuss an (R)-
Enantiomer weniger ausgeprigt [66% (R)/ 34% (S)], wobei nur eine relativ enge
Spannbreite zu beobachten war.

Die Anwendung unterschiedlicher Isolierungstechniken hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die Enantiomerenzusammensetzungen der Komponenten; insbesondere in den mittels

SDE gewonnenen Extrakten waren keine Anzeichen fiir eine Racemisierung erkennbar.
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Die sensorische Bewertung von 4-Methylhexanol und 4-Methylhexansdure mit Hilfe von
GC/Olfaktometrie unter Verwendung von Perethyl-B-Cyclodextrin als chiraler stationdrer

Phase zeigte, dass die Enantiomere unterschiedliche Geruchsqualititen aufweisen.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Fliichtige Inhaltsstoffe von Rhabarber (Rheum rhabarbarum L.) wurden durch Vakuum
Headspace Technik (VHS) isoliert und mittels kapillargaschromatographisch/massen-
spektrometrischer Methoden untersucht. Die VHS-Extrakte besaflen einen griinen, an
geschilte Rhabarberstiele erinnernden Geruch. In dem Spektrum fliichtiger Verbindungen
iiberwogen die Cs-Komponenten mit einem Anteil >65 %. Neben ungesittigten Aldehyden
((Z)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal) sowie den entsprechenden Alkoholen ((E)-2-Hexenol, (Z)-
3-Hexenol) wurden auch die in pflanzlichen Systemen seltener vorkommenden Cg-Séuren
((E)-2-Hexensdure, (E)-3-Hexensdure) nachgewiesen. Geruchsaktive Komponenten
wurden mit Hilfe von Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O) und unter
Einsatz der Aromaextraktverdiinnungsanalyse ermittelt. Die Bestimmung von
Aromawerten zeigte, dass die Ce-Verbindungen eine wichtige Rolle fiir das Aroma
ungekochter Rhabarberstiele spielen.

Untersuchungen zum Einfluss enzymkatalysierter Reaktionen zeigten, dass das nach
Zerkleinerung des Gewebes freigesetzte Spektrum an Ce-Verbindungen durch komplexe
Folgeraktionen rasch verdndert wird. Isomerisierungen und Reduktionen fiihren zu
quantitativen Verschiebungen, woraus unterschiedliche sensorische Beitrige der Ce-
Komponenten zum Aroma frisch geschélter bzw. durch nachfolgende Reaktionen
“gealterter” Rhabarberstiele resultieren.

Eine weitere wichtige Gruppe fliichtiger Verbindungen von Rhabarberstielen stellten
methylverzweigte Verbindungen dar. Neben den 2-methylverzweigten Vertretern (2-
Methylbutanol und 2-Methylbuttersdure) wurden auch die ungewdhnlicheren 4-
methylverzweigten ~ Komponenten  (4-Methylhexanol und  4-Methylhexanséure)
nachgewiesen. Die Enantiomerenzusammensetzungen dieser chiralen Verbindungen
wurden mittels Multidimensionaler Gaschromatographie unter Verwendung von
Heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-B-Cyclodextrin als chirale stationdre Phase bestimmt. Die
methylverzweigten Verbindungen lagen mit deutlichen Uberschiissen an (R)-Enantiomeren
vor. Unterschiedliche Isolierungstechniken hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
Enantiomerenzusammensetzungen der Komponenten. Die sensorische Bewertung von 4-
Methylhexanol und 4-Methylhexansdure mittels GC/O zeigte, dass die Enantiomere

unterschiedliche Geruchsqualititen aufweisen.

104



Zusammenfassung

Als zusitzliche Methoden zur Isolierung fliichtiger Inhaltsstoffe aus Rhabarbersaft wurden
die Fliissig-Fliissig Extraktion (LLE) und die Simultane Destillation-Extraktion (SDE)
eingesetzt. Die LLE-Extrakte wiesen einen zwar auch griinen jedoch stechenderen
Charakter auf als die VHS-Extrakte; nach Anwendung der SDE war dariiber hinaus eine
Kochnote erkennbar. Die Anteile der Hauptstoffgruppen (Ce-Komponenten,
Methylverzweigte Alkohole und Sduren) stimmten mit den in den VHS-Extrakten
beobachteten Verteilungen iiberein. In den LLE-Extrakten waren jedoch deutlich hohere
Mengen an Essigsdure und (E)-2-Hexensdure enthalten. Nach Einsatz der SDE wurden
typische Indikatorsubstanzen fiir thermische Belastung (Furfural, Pyrrol, Linalooloxid)
detektiert. Die Bedingungen der LLE und SDE fiihrten zu unterschiedlichen
Bevorzugungen enzymatisch/chemisch-katalysierter Isomerisierungen und Reduktionen, so
dass die Spektren an Cs-Komponenten sich in Abhingigkeit von der eingesetzten Methode
unterschieden. Nach Kochen eines Rhabarber/Wasser-Homogenats (15 Min.) unter
Riickfluss wurde mittels LLE eine neue Verbindung nachgewiesen, deren Struktur auf
Grundlage der massenspektrometrischen Daten als 5-Hydroxyfurfural postuliert wurde.

Frischer Rhabarber und industriell hergestellte Rhabarber-Konzentrate unterschieden sich
signifikant in den Spektren fliichtiger Verbindungen. Die in frisch geschnittenen
Rhabarberstielen vorherrschenden Cs-Verbindungen spielten in den Konzentraten, die
einen sauren sowie gekochten, karamelartigen und an Pflaumenmus erinnernden Geruch
zeigten, nur eine untergeordnete Rolle. Aus der Klasse der methylverzweigten
Komponenten wurden 2-Methylbutanol, 2-Methylpropanol und ihre entsprechenden
Sauren sowie 4-Methylhexanol identifiziert. Neben Essigsédure wurden typische Beispiele
fir Verbindungen gefunden, die durch thermische Belastung des pflanzlichen
Ausgangsmaterials im Zuge der Konzentrierung gebildet wurden. Neben den
dominierenden Furanen (5-Hydroxymethylfurfural und Furfural) wurden andere
heterocyclische Verbindungen, wie y-Pyrone (Maltol, 5-Hydroxymaltol und 5-Hydroxy-
(5,6)-dihydromaltol) und 2-Formylpyrrol als typische Maillard-Produkte nachgewiesen.

In kommerziellen, auf der Basis naturidentischer Aromastoffe aufgebauten Aromen mit der
Geruchsnote “Rhabarber” stellten 1-Phenylethylacetat und 1-Phenylethanol, die in

Rhabarber nicht nachgewiesen wurden, die Hauptkomponenten dar.
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7. ANHANG

7.1  Abkirzungsverzeichnis

ADH
AEVA
API-MS
AW
CHARM
CD

E

El
EXOM

F
FD-Faktor
FID
FPD
FTIR
GC/O
HMF
HPLC

HRGC
HRGC/MS
I.D.
IRMS
IVA

Kl

LC
LLE
MCSS
MDGC
MG
MS

Alkohol-Dehydrogenase
Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Atmospheric Pressure lonization-Mass Spectrometry
Aromawert

Combined Hedonic Response Measurement
Cyclodextrin

Ethanol

Elektronenstolionisation (Electron Impact)

Exhaled Odorant Measurement

Filmdicke

Verdunnungsfaktor (Flavour Dilution Factor)
Flammenisonisationsdetektor
Flammenphotometrischer Detektor

Fourier Transformations-Infrarotspektroskopie
Kapillargaschromatographie-Olfaktometrie
5-Hydroxymethylfurfural
Hochruckflissigkeitschromatographie (High Pressure Liquid
Chromatography)

Kapillargaschromatographie (High Resolution Gas Chromatography)
Kapillargaschromatographie/Massenspektrometrie
Innendurchmesser

Isotopenmassenspektrometrie
Isotopenverdinnungsanalyse

Kovats Index

Flissigkeitschromatographie (Liquid Chromatography)
Flussig-Flussig Extraktion (Liquid-Liquid Extraction)
Mowing Column Stream Switching

Multidimensionale Gaschromatographie
Molekulargewicht

Massenspektrometrie (Mass Spectrometry)

126



Anhang

MW
NMR
PG
Press Fit
PTR-MS
RI

SF

SDE
SW
TLC
VHS

Ws

Mittelwert

Kernrezonanzspektroskopie

1,2-Propandiol

Glas-Verbinder

Proton Transfer Reaction-Mass Spectrometry
Retentionsindex

Standard Fehler

Simultane Destillation-Extraktion
Standardabweichung
Dunnschichtschromatographie (Thin Layer Chromatography)
Vakuum Headspace Technik

Wiederfindung
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7.2 Wiederfindungen bei VHS, SDE und LLE

Wiederfindung (%) 2

VHS SDE LLE

Substanz

Alkohole

1-Propanol 3 + 1 61 + 20 31 + 15
2-Methylpropanol 28 + 3 79 + 10 64 + 14
1-Butanol 2 + 2 82 + 9 74 + 12
2-Methylbutanol 62 + 3 9 + 6 100 + 12
3-Methylpentanol 81 + 3 98 + 5 102 + 9
4-Methylpentanol 91 + 3 93 + 4 106 + 6
1-Pentanol 60 + 3 93 + 3 106 + 7
2-Pentanol 47 + 3 90 + 8 102 + 11
3-Pentanol 53 + 2 0 + 3 97 + 6
1-Penten-3-ol 46 + 4 87 + 8 % + 11
Hexanol 90 + 3 94 + 5 114 + 11
(E)-2-Hexenol 78 + 3 97 + 3 106 + 7
(2)-2-Hexenol 69 + 3 97 + 6 9 + 9
(E)-3-Hexen-1-ol 72 + 4 92 + 6 9% + 8
(2)-3-Hexen-1-ol 69 + 3 92 + 5 106 £+ 7
Cyclohexanol 28 + 3 % + 6 103 + 10
3-Mercaptohexanol 60 + 3 - -
4-Methylhexanol 89 + 3 9 + 5 100 + 9
2-Ethylhexanol 103 + 1 101 + 3 114 + 10
Tetradecanol 33 £+ 5 97 + 4 88 + 3
Hexadecanol 13 + 2 101 = 7 79 £ 9
Octadecanol 10 + 1 100 =+ 2 90 + 16
Benzylalkohol 12 £ 1 43 + 3 116 £+ 9
Furfurylalkohol 3 +03 24 + 3 92 + 12
2-Phenylethanol 15 + 2 47 + 10 124 + 13
1,2-Ethandiol <1l 135 + 35 120 + 25
Aldehyde

(E)-2-Pentenal 89 + 6 120 + 10 123 + 12
Hexanal 41 + 3 100 + 14 84 + 14
(E)-2-Hexenal 89 + 6 82 + 4 82 + 7
(2)-3-Hexenal 37 £ 6 120 + 8 86 + 15
Nonanal - 66 + 6 48 + 5
(E)-2-Nonenal 101 £+ 5 121 + 4 119 + 5
Decanal 34 + 3 67 £ 6 47 + 5
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Wiederfindung (%) @

VHS SDE LLE
Substanz
Benzaldehyd 110 =+ 8 102 £ 6 120 =+ 13
Furfural 24 + 2 88 + 7 88 + 13
5-Methylfurfural 32 + 3 87 £+ 5 101 + 7
4-Methoxybenzaldehyd - 70 + 6 100 + 11
5-Hydroxymethylfurfural <1l <1l 15 + 5
Phenylacetaldehyd 4 +05 36 + 6 86 + 7
Pyrrol-2-carboxaldehyd 4 £05 7+ 1 100 £+ 20
Vanillin 1 £02 <1 107 + 32
Ester
Hexylacetat 72 + 3 71 £ 5 86 + 4
(E)-Methyl-2-hexenoat 98 + 4 87 + 6 9% + 6
(E)-Ethyl-2-hexenoat % + 6 86 + 5 92 + 5
(E)-2-Hexenylacetat 9% + 6 8 + 5 93 + 5
(E)-2-Hexenylbutanoat 77 + 8 82 + 7 87 + 3
(E)-2-Hexenylhexanoat 79 + 14 97 + 4 86 + 4
Methyl-2-furoat 72 + 3 9% + 6 102 + 9
Ethyl-2-furoat 83 + 3 100 + 5 104 + 9
Isopropylmyristat 66 + 11 92 + 9 95 + 10
Diethylphthalat 13 + 2 68 + 9 124 + 10
Dibutylphthalat 37 £+ 5 107 + 3 108 + 5
Di-(2-Ethylhexyl)phthalat 2 +04 104 = 7 65 + 11
Ketone
2-Acetylfuran 27 £ 2 87 £ 6 106 + 11
(E)-Geranylaceton 113 + 6 101 =+ 2 98 + 6
Maltol - - 79 + 8
Lactone
v-Octalacton 21 + 4 70 + 5 110 + 8
v-Decalacton 33 + 5 84 + 10 120 + 9
Terpene, Terpenalkohole
—lonon 68 + 15 100 £ 2 88 + 13
Limonen 12 + 2 18 + 3 71 + 3
o—Linalool 104 + 6 98 + 3 109 + 8
a-Terpineol 69 £ 2 102 £ 2 120 =+ 8
Squalen 4 + 1 86 + 3 67 + 10
Sauren
2-Methylbutterséure 17 + 2 70+ 2 117 + 12
4-Methylpentansaure 38 + 3 82+ 4 125 + 13
Pentansdure 30 £+ 4 80+ 5 110 £ 10
Hexansaure 37 + 3 82+ 4 126 + 13
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Wiederfindung (%) @

VHS SDE LLE
Substanz
(E)-2-Hexenséaure 19 + 2 30+ 4 101 + 7
(E)-3-Hexenséaure 10 + 1 19+ 1 114 + 12
4-Methylhexansaure 28 + 3 76 + 5 110 + 8
Octanséure 59 + 4 110 + 6 137 + 13
Nonansaure 67 £ 5 113 =+ 7 130 £ 11
Decansaure 73 £ 6 115 =+ 7 129 + 10
Dodecanséure 66 + 7 116 + 8 122 + 10
Tetradecansaure 17 + 2 119 + 8 119 £ 9
Pentadecansdure 7 £ 1 119 + 8 110 £+ 12
Hexadecanséure 6 + 1 125 + 9 124 + 15
Sonstige Verbindungen
Anethol 102 + 7 102 + 2 9% + 6
1,2-Dimethoxybenzol 80 + 4 97 + 2 110 = 9
1,4-Dimethoxybenzol 104 £+ 5 98 + 1 115 + 5
Indol 46 + 2 71 + 3 9 £+ 7
Isoeugenol 5 + 3 8 + 5 92 + 5
(E)-Linalooloxid 43 + 3 94 + 4 110 £+ 9
Methyleugenol 66 + 2 101 + 4 104 + 8
2-Methylpyridin - 61 + 10 -
Pyrrol 64 + 4 89 + 8 85 + 11

& Mittelwert aus 7 Bestimmungen + Standardabweichung. VHS: Vakuum Headspace

Technik; SDE: Simultane Destillation-Extraktion und LLE: Flussig-Flissig Extraktion.

Wiederfindung (%)

VHS SDE LLE
Substanz DS ES
Apfelsdure <0.01 <0.1 <1 <1
Oxalsaure <0.01 <0.1 <1 <1
Zitronensaure <0.01 <0.1 <1 <1

% Wert aus 3 Bestimmungen. VHS: Vakuum Headspace Technik; SDE: Simultane
Destillation-Extraktion und LLE: Flussig-Flissig Extraktion. ES: Extraktionsschritt. DS:

Destillationsschritt.
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	30 m x 0.25 mm I.D., 0,25 µm F.
	Hauptdetektor: FID (150 °C)
	Temperaturprogramm:  37 °C /10 min//2 °C/min//160 °C (a und 
	47 °C /10 min//2 °C/min//160 °C (c)








	05_Ergebnisse_VHS-Analyse.pdf
	a Mittelwerte aus 3 Bestimmungen pro Charge ± Standard Fehle
	No.b Verbindung  Geruch c FD-Faktor d Geruchsschwelle  Konzn

	a Material von 2001. b Die Nummern entsprechen den Verbindun
	Abbildung 4.1.2  C6-Komponenten isoliert mittels VHS aus Rha
	inhibiert b nicht-inhibiert b

	Aldehyde
	Hexanal 217 ± 9 4.8 323 ± 27 8.6 131 ± 16 4.4
	(Z)-3-Hexenal 1785 ± 457 39.8 31 ± 3 0.8 38 ± 9 1.3
	∑: 78.2    ∑: 64.6    ∑: 36.9
	Alkohole
	∑: 5.5    ∑: 25.5    ∑: 52.4
	Säuren


	a Material aus 2002. b Mittelwerte aus drei Bestimmungen ± S
	(nach 3Min.)
	Verbindung
	Hexanal 48 72
	Der sensorische Beitrag der C6-Verbindungen sowie der beiden
	Verbindung
	Aldehyde
	Hexanal 217 184  258
	Alkohole

	Hexanol 8 17 18
	Säuren




	Sensorik
	Medium           Geruchsbeschreibung
	Wasser intensive Apfel-Note; grün, grasig,  intensiv grün-gr
	Wasser + Apfel-Note, vorherrschend; grün, grasig,  intensiv 
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	a  Mittelwerte aus 3 Bestimmungen für alle Methoden ± Standa
	LLE       SDE
	inhibiert    nicht-inhibiert  inhibiert nicht-inhibiert
	Verbindung


	Aldehyde
	Hexanal 30 ± 4 2.2 64 ± 15 3.6 32 ± 7 1.7 58 ± 18 2.6
	∑:73.9 ∑:64.7 ∑:62.0 ∑:73.9
	Alkohole
	Hexanol 6 ± 1 0.4 19 ± 5 1.0 7 ± 1 0.3 25 ± 5 1.1
	∑:10.8 ∑:23.5 ∑:8.8 ∑:23.2
	Säuren


	a Material aus 2002. b Mittelwerte aus drei Bestimmungen ± S
	(a)
	KI    Charge A c
	Nr.b  Verbindung  (DBWAX)  LLE   LLE-EH
	C6-Verbindungen
	22 Hexansäure 1846 19 ± 1 26 ± 2  d,g
	23 (E)-3-Hexensäure 1948 36 ± 2 30 ± 6  d
	24 (E)-2-Hexensäure 1967 104 ± 14 131 ± 8  d

	Methylverzweigte Verbindungen
	21 2-Methylbuttersäure 1670 98 ± 16 126 ± 15  d
	1 Ethylformiat 814 20 ± 2 39 ± 2  d

	16 Essigsäure 1449 34 ± 2 97 ± 5  d
	25 Unbekannt (MW:112) 1980  nd  340 ± 10






	a Mittelwerte aus 3 Bestimmungen ± Standard Fehler. b Die Nu

	07_Konzentrat.pdf
	4.3.1 Einleitung
	a Mittelwert aus 3 Bestimmungen (Standardabweichung für alle

	08_Aromen.pdf
	4.4 Flüchtige Verbindungen  kommerzieller Rhabarber-Aromen
	Einleitung
	4.4.2 Ergebnisse und Diskussion

	09_Chiral.pdf
	Verbindungen
	Abbildung 4.5.3 Enantioselektive MDGC-Analyse (a) eines VHS-
	mit (S)-Enantiomeren angereicherten VHS Extraktes
	Hauptsäule: Perethyl-ß-CD; 47 °C/10 min isotherm//2 °/min→16
	(R) (S) (R) (S) (R) (S) (R) (S)

	Charge A
	VHS1 79 21 92 8 64 36 nd
	VHS2 79 21 93 7 61 39 nd

	Charge B
	VHS1 81 19 92 8 61 39 nd
	VHS2 76 24 93 7 58 42 nd

	Charge C
	VHS1 79 21 88 12 69 31 nd
	VHS2 81 19 84 16 70 30 nd
	Mittelwert 79 21 90 10 64 36

	(R) (S) (R) (S) (R) (S) (R) (S)
	Charge D
	VHS1 92 8 85 15 62 38  *
	VHS2 92 8 94 6 66 34 R > S c
	SDE1 90 10 82 18 74 26 R > S c
	SDE2 90 10 >95  64 36 R > S c
	LLE1 92 8 >95  66 34  nd
	Mittelwert 92 8 -  66 34


	Charge E
	VHS1 79 21 71 29 66 34  *
	VHS2 81 19 75 25 56 44  *
	SDE1 76 24 73 27 68 32 R > S c
	LLE1 83 17 81 19 66 34 R > S c
	Mittelwert 80 20 76 24 64 36
	Charge F

	VHS1 85 15 85 15 67 33 R > S c
	VHS2 83 17 82 18 60 40  nd
	SDE1 87 13 87 13 76 24 R > S c
	LLE1 87 13 88 12 69 31  nd
	Mittelwert 85 15 86 14 66 34
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