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EINLEITUNG & ZIELSETZUNG

1 EINLEITUNG & ZIELSETZUNG

Passionsfrichte gehoren zur Familie der Passifloraceae und stellen die Frichte
der Passionsblumengewachse dar. Von den Uber 400 bekannten Passiflora-
Spezies haben die roten (Passiflora edulis Sims) und gelben Passionsfriichte
(Passiflora edulis f. flavicarpa) grofltes kommerzielles Interesse erlangt. Die
Varietaten unterscheiden sich nicht nur in ihrem Aussehen, sondern auch in ihrem
Aroma. Wahrend die gelben Passionsfrichte eine typisch schweflig-exotische
Note aufweisen, besitzen die roten Frichte ein angenehmes blumig-tropisches
Aroma. Bislang wurde eine Vielzahl an flichtigen Verbindungen identifiziert, die
das Aroma der beiden Varietaten pragen (Whitfield und Last, 1986; Shibamoto
und Tang, 1990).

In einem umfangreichen Vergleich der beiden Varietaten konnte gezeigt werden,
dass die Gruppe der 2-Alkylester zur Differenzierung zwischen roten und gelben
Passionsfrichten geeignet ist (Engel und Tressl, 1983). Wahrend die Acetate,
Butanoate, Hexanoate und Octanoate der ungeradzahligen sekundaren Alkohole
2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-Nonanol Hauptkomponenten in roten Frichten
darstellten, konnten sie in der gelben Varietdt nicht oder lediglich als
Minorkomponenten (Chen et al., 1982a; Werkhoff et al., 1998) nachgewiesen
werden. Die freien sekundaren Alkohole wurden dagegen in beiden Friichten
identifiziert.

Weiterfuhrende Untersuchungen der chiralen Aromastoffe zeigten, dass sich die
Passionsfrucht-Varietdten auch in ihren naturlichen Enantiomerenzusammen-
setzungen unterscheiden (Tressl und Engel, 1985). Allerdings erlaubte das fur die
damalige Zeit Ubliche Analysenverfahren (kapillargaschromatographische
Trennung von MTPA-Diastereomeren) keine Betrachtung der Enantiomeren-
verhaltnisse der einzelnen 2-Alkylester. Fortschritte auf dem Gebiet der
instrumentellen Analytik und insbesondere die Entwicklung chiraler stationarer
Phasen ermadglichen mittlerweile eine direkte Trennung von Enantiomeren
(Schurig, 2002).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der naturlichen

Enantiomerenzusammensetzungen der einzelnen Passionsfrucht-typischen
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2-Alkylester und freien sekundaren Alkohole mittels Multidimensionaler
Gaschromatographie und unter Verwendung einer modifizierten Cyclodextrin-

Phase.

Neben der Moglichkeit zur Echtheitsbewertung von Lebensmitteln kommt chiralen
Aromastoffen ein weiteres Augenmerk zu. Fur viele Enantiomere konnte gezeigt
werden, dass sie sich in ihren sensorischen Eigenschaften unterscheiden
(Boelens et al., 1993; Koppenhoefer et al., 1994; Brenna et al., 2003). Dabei
konnen sowohl Unterschiede hinsichtlich der Geruchsqualitaten als auch der
Intensitaten auftreten. Aufgrund des gestiegenen Interesses am gezielten Einsatz
reiner Enantiomere gewinnt die Herstellung optisch reiner Verbindungen fur die
Lebensmittelindustrie und die Aromaforschung zunehmend an Bedeutung.

Im Bereich der asymmetrischen Synthesen hat sich vor allem die Verwendung von
Enzymen als Biokatalysatoren etabliert. Verglichen mit konventionellen
chemischen Katalysatoren zeigen sich die Vorteile ihres Einsatzes nicht nur in
ihrer Chemo-, Regio- und Stereoselektivitdt, sondern auch in milderen
Prozessbedingungen und einer besseren Umweltvertraglichkeit. Aufgrund ihres
breiten Substratspektrums und ihrer hohen Enantioselektivitat zahlen Hydrolasen,
darunter insbesondere Lipasen, zu den am haufigsten eingesetzten Enzymen
(Faber, 1997; Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit kommerzieller Hydrolase-
Praparate zur enantioselektiven Veresterung sekundarer Alkohole untersucht.
Basierend auf Veresterungs- und Hydrolysereaktionen sollte eine Methode zur
Gewinnung der optisch reinen Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester im

praparativen Mal3stab entwickelt werden.

Die mittels enzymkatalysierter kinetischer Racematspaltung gewonnenen Ester-
Enantiomere sollten hinsichtlich ihrer sensorischen Eigenschaften untersucht und
mit denen der Racemate verglichen werden. Auf Basis der erhaltenen Daten und
unter Berucksichtigung ihres originaren Vorkommens sollte abschlielfend der
Beitrag der 2-Alkylester zum Gesamtaroma roter Passionsfriuchte diskutiert

werden.
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2 KENNTNISSTAND

2.1 PASSIONSFRUCHTE

2.1.1 Botanik und Verwendung

Passionsfruchte sind die gestielten Beerenfrichte der Passionsblumengewachse
und gehoren zur Familie der Passifloraceae. Hierbei handelt es sich um
mehrjahrige, lianenartige Kletterpflanzen, die auch wegen ihrer auffallend
gefarbten grofRen Bliten bekannt sind. Von den Uber 400 Spezies der wichtigsten
Gattung Passiflora sind Uber 20 mit essbaren Fruchten bekannt. Nur funf davon
haben wirtschaftliches Interesse erlangt. Hierzu zahlen die Riesengranadilla
(Passiflora quadrangularis), die mit ca. 20 cm Lange die grofdte Passionsfrucht
darstellt, die Curuba (P. mollissima), die aufgrund ihres Aussehens auch
,Bananenpassionsfrucht® genannt wird, die Sul3granadilla (P. ligularis) und die
Gelbe Granadilla (P. laurifolia). Im kommerziellen Anbau jedoch Uberwiegen die
Frichte der Art Passiflora edulis, wobei hier zwei Varietdten zu unterscheiden
sind: die rote (P. edulis Sims) und gelbe Passionsfrucht (P. edulis f. flavicarpa)
(Vanderplank, 1996).

Die roten Passionsfrichte (engl.: purple passion

fruits), die urspringlich aus dem Gebiet
zwischen Sudbrasilien und Nordargentinien
stammen, weisen eine runde Form auf und
besitzen eine braunrote bis schwarzviolette
Schale (Abbildung 1).

Die gelben Passionsfrichte (engl.: yellow

passion fruits), deren Ursprung im

Amazonasgebiet vermutet wird, sind im

Vergleich dazu meist groRer und besitzen eine

gelbe bis orangefarbene Schale (Morton, 1987;
Herrmann, 1995).

Abb. 1: Rote (oben) und gelbe (unten)
Passionsfriichte (Teubner, 1990)
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Beide besitzen im Reifezustand eine lederartig geschrumpfte Schale, die nicht
verzehrt wird. Zum Verzehr eignen sich die zahlreichen braunen bis schwarzen
Samen, die von einer geleeartigen, saftigen Pulpe (Arillus) mit einem
hocharomatischen, tropischen Aroma umgeben sind. Aufgrund ihrer Beliebtheit
werden rote und gelbe Passionsfriichte heute weltweit in den Tropen und
Subtropen kultiviert (Morton, 1987; Herrmann, 1995) und im europaischen Handel
auch unter anderen landestypischen Namen, wie z.B. Maracuja und Granadilla,
vertrieben (Teubner, 1990).

Verwendet werden Passionsfrichte neben dem Rohverzehr vor allem zur
Saftherstellung. Hierzu werden meist Hybride der beiden Varietaten benutzt, die
eine bessere Resistenz gegen Krankheiten aufweisen und hohere Ertrage liefern
(Herrmann, 1995). DarlUber hinaus werden die Frichte als Zutat flr Fruchtsol3en,
Eis, Cremes, Puddings und anderen Desserts oder zur Herstellung von Likdr oder
Wein verwendet (Morton, 1987; Teubner, 1990). Aus den Samen, die ungefahr
11 % der Gesamtfrucht ausmachen, wird ein Ol gewonnen, das sowohl in
Lebensmitteln als auch industriell genutzt werden kann (Morton, 1987). Die
Untersuchung der Fettsdurespektren verschiedener Passionsfrucht-Sorten und
Hybride zeigte, dass das Ol vorwiegend aus Linol- (~70 %), OI- (~15 %) und
Palmitinsaure (~10 %) besteht und somit dem Sonnenblumendl ahnelt (Nyanzi et
al., 2005). Augrund des hohen Anteils an essentiellen Aminosauren (v.a.
Phenylalanin, Tyrosin und Leucin) und Mineralstoffen wird zudem das Potenzial
als Proteinquelle fur tropische und subtropische Regionen diskutiert (Liu et al.,
2008). Die Extrakte der Blatter der Passionsblumengewachse werden seit langem
in der traditionellen sidamerikanischen Volksmedizin verwendet, um z.B. Migrane
oder Schlaflosigkeit zu behandeln (Zibadi und Watson, 2004). Gegenwartig wird
auch das Potenzial der Extrakte von Passionsfrucht-Schalen zur Therapie von
Asthma untersucht (Watson et al., 2008).
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2.1.2 Aromastoffe

Neben ihrem Aussehen unterscheiden sich rote und gelbe Passionsfriichte auch
in ihrem Aroma. Wahrend die gelbe Varietat eine typisch schweflig-exotische Note
aufweist, besitzen rote Passionsfrichte ein angenehmeres, blumig-fruchtiges
Aroma (Engel und Tressl, 1983). Bis heute wurde eine Vielzahl an fllichtigen
Verbindungen bestimmt, die das typische Aroma der beiden Varietaten pragen.
Erste Untersuchungen fanden bereits Anfang der 60er Jahre statt. 1961 wurden
von Hiu und Scheuer das Ol des Saftes gelber Passionsfriichte aus Hawaii
analysiert und die Aromastoffe Ethylbutanoat, Ethylhexanoat und Hexylbutanoat
sowie Hexylhexanoat als Hauptkomponenten identifiziert. Die technischen
Fortschritte in der Gaschromatographie und der Einsatz von Gaschromatographie-
Massenspektrometrie erlaubten es Winter und Kiéti (1972) neben den vier bereits
beschriebenen Estern 161 weitere Verbindungen in gelben Passionsfrichten zu
identifizieren. Hierbei handelte es sich um Verbindungen aus verschiedensten
Stoffklassen, wie z.B. Aldehyde, Alkohole, Ester, Ketone, Lactone, Terpene und
Terpenalkohole. Als quantitativ bedeutendste Komponenten wurden Hexanol
(22,5 %), Benzaldehyd (18,6 %), Ethylhexanoat (15,8 %), Ethylbutanoat (5,9 %)
und Linalool (2,1 %) bestimmt, wobei der hohe Gehalt an Benzaldehyd auf die
Verwendung von Benzoat als Konservierungsmittel zurtckgefuhrt werden kann
(Whitfield und Last, 1986).
Im Gegenzug wurden 1972 von zwei Arbeitsgruppen zum ersten Mal flichtige
Verbindungen aus roten Passionsfrichten beschrieben. Parliment (1972)
identifizierte 20 Substanzen in Passionsfruchtsaft aus Neu Guinea, wobei die
Stoffklasse der Ester die dominierende Gruppe ausmachte. Neben den
aliphatischen Estern Ethylbutanoat und Ethylhexanoat, die als Hauptkomponenten
bestimmt wurden, konnten auch aromatische, ungesattigte und 2-Alkylester (2-
Heptylbutanoat und 2-Heptylhexanoat) nachgewiesen werden. Ein groReres
Spektrum an Aromastoffen in roten Passionsfrichten wurde von Murray et al.
(1972) beschrieben. Sie isolierten 94 Verbindungen aus dem Saft australischer
Passionsfrichte und identifizierten 73 Verbindungen aus verschiedenen
Stoffklassen (Ester, Alkohole, Terpene, Ketone, Aldehyde und Lactone) mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie. Ethanol (100 ppm), Ethylbutanoat
(35 ppm), Ethylhexanoat (13 ppm), Ethylacetat (8 ppm) und Hexylbutanoat
5
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(8 ppm) wurden als Hauptkomponenten nachgewiesen. Dariber hinaus wurden
die Verbindungen des Extraktes mittels Gaschromatographie-Olfaktometrie
(GC/O) hinsichtlich ihrer Aromaintensitat bewertet. Die Ester Ethylbutanoat und
Ethylhexanoat wurden hierbei als geruchsintensivste Verbindungen erkannt. Zwei
weitere, zunachst unbekannte Verbindungen fielen zudem durch ihren intensiven
sosen-dhnlichen“ Geruch auf. Aufgrund des Massenspektrums (M* 192/177)
wurde fur sie die Struktur der Edulane postuliert, was durch weiterfUhrende
Arbeiten (Whitfield et al., 1973, Adams et al., 1974, Whitfield und Stanley, 1977)
bestatigt und um weitere Edulan-Derivate erweitert werden konnte (Winter et al.,
1979a, Prestwich et al., 1976). Eine Nachmischung der Verbindungen mit mittlerer
und hochster Geruchsintensitdt ohne die ,Rosen-Komponenten® lieferte ein
spassionsfrucht-ahnliches* Aroma, allerdings fehlte die typische einzigartige Note.
Die Zugabe von Edulan | fihrte zu einer Verbesserung des Aromas, gab aber
auch den Hinweis auf weitere noch nicht identifizierte, aromapragende
Verbindungen in roten Passionsfrichten (Murray et al., 1973). In weiterfuhrenden
Arbeiten wurde die Reihe der ungewohnlichen Cqs3-Norisoprenoide um die
lononderivate (N&f et al., 1977) und die ,rosen- und himbeerartigen®
Megastigmatriene (Whitfield et al., 1977; Whitfield und Sugowdz, 1979) erweitert.
Als weitere sensorisch aktive Spurenkomponenten in roten Passionsfrichten
wurden die ungesattigten Ester Ethyl-(Z)-4,7-Octandienoat mit ,ananas-
ahnlichem* Geruch und (Z)-3,5-Hexadienylbutanoat, welches eine ,schwere
fruchtig-tropische“ Note aufweist, bestimmt (Winter et al., 1979b). Weiterfihrende
Untersuchungen zur Aromarelevanz einzelner Verbindungen in roten
Passionsfruchten wurden von Casimir und Whitfield (1978) durchgefuhrt. Die
Ermittlung des ,Flavour Impact Values” ausgesuchter Komponenten, d.h. die
Steigerung der Aromaintensitat durch Erhéhung der Konzentration der
Verbindung, konnte vor allem die Bedeutung der Cis-Norisoprenoide fur das
Gesamtaroma roter Passionsfruchte bestatigen.

Das Aroma gelber Passionsfriichte, bei denen lediglich Megastigmadienone aus
der Reihe der C43-Norisoprenoide nachgewiesen wurden (Demole et al., 1979),
wird hingegen durch die Anwesenheit von Schwefelaromastoffen gepragt. Bereits
in anfanglichen Untersuchungen wurden 4-Methyl-5-vinylthiazol, Ethyl-3-
methylthiopropanoat, 3-Methylthiohexanol und die Isomere des 2-Methyl-4-propyl-
1,3-oxathians identifiziert (Winter und KIéti, 1972; Winter et al., 1976). In
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weiterflihrenden Arbeiten wurden die natlrlichen Enantiomerenverteilungen der 2-
Methyl-4-propyl-1,3-oxathiane in gelben Passionsfruchten (Singer et al., 1986;
Weber et al., 1995) und die sensorischen Eigenschaften der Enantiomere
(Pickenhagen und Brénner-Schindler, 1984; Singer et al., 1986) ermittelt. Die
Reihe der Schwefelverbindungen wurde 1991 von Engel und Tressl um 3-
Mercaptohexanol sowie die Acetate, Butanoate und Hexanoate von 3-
Mercaptohexanol und 3-Methylthiohexanol erganzt. Die Untersuchung der
naturlichen Enantiomerenverteilungen der Alkohole 3-Mercaptohexanol und 3-
Methylthiohexanol zeigte einen deutlichen Uberschuss der jeweiligen (S)-
Enantiomere (Weber et al., 1994). Eine umfangreiche Beschreibung fllchtiger
Verbindungen in gelben Passionsfrichten wurde von Werkhoff et al. (1998)
verfasst. Durch Anwendung verschiedener Extraktionsmethoden konnten
insgesamt 371 Verbindungen erfasst werden, von denen 180 zum ersten Mal in
gelben Passionsfrichten beschrieben wurden. Die durch Vakuum-Headspace-
Technik (VHS) gewonnenen Extrakte spiegelten hierbei am besten das
charakteristische Aroma frischer Frichte wider. Schwefelhaltige
Minorkomponenten wurden durch praparative Multidimensionale
Gaschromatographie (MDGC) angereichert und flammenphotometrisch oder
massenspektrometrisch detektiert. Von den 47 Schwefelaromastoffen wurden 35
zum ersten Mal in gelben Passionsfrichten beschrieben. Trotz der Prasenz in
niedrigen Konzentrationen werden sie aufgrund ihrer niedrigen Geruchsschwellen
zu den geruchsaktiven Verbindungen in gelben Passionsfriichten gezahlt. Zudem
wurden die naturlichen Enantiomerenverhaltnisse ausgewahlter chiraler
Aromastoffe mittels Multidimensionaler Gaschromatographie (MDGC) ermittelt.
2002 wurden zum ersten Mal die aromapragenden Substanzen mittels
Gaschromatographie/Olfaktometrie  (GC/O) bestimmt und hierbei das
Wasserdampf-Destillat und der Saft gelber Passionsfrichte verglichen (Jordan et
al. 2002). Unter Durchfihrung der Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA)
wurden im  Wasserdampf-Destillat die flichtigen = Komponenten  2-
Methylbutylhexanoat, Hexylhexanoat und Linalool als aromaaktivste Verbindungen
charakterisiert, wahrend im Passionsfrucht-Saft fur 2-Methylbutylhexanoat und
1,3-Dimethylbenzol (m-Xylol) die h6chsten FD-Faktoren bestimmt wurden.

Ein erster Vergleich gelber und roter Passionsfrichte und eines Hybrides aus

beiden Varietaten wurde von Chen et al. (1982a) durchgefihrt. Hierbei zeigte sich,
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dass die Hybrid-Passionsfrucht die hochste Gesamtkonzentration an Aromastoffen
aufwies und den sensorischen Charakter beider Varietaten widerspiegelte.
Ausfiihrliche  Ubersichten Uber die Aromaspektren der verschiedenen
Passionsfrucht-Varietaten wurden von Whitfield und Last (1986), Maarse und
Visscher (1989) sowie Shibamoto und Tang (1990) zusammengestellt.

In einem umfangreichen, direkten Vergleich gelber und roter Passionsfrichte
konnte gezeigt werden, dass die Verteilung der Aromastoffe nicht nur von der Art
der Varietat, sondern auch von der Herkunft und dem Erntezeitpunkt der Frichte
abhangt (Tressl und Engel, 1983). Dartuber hinaus wurden uber einen direkten
Vergleich der qualitativen und quantitativen Vorkommen charakteristische Ester
aufgezeigt, die zur Differenzierung beider Varietaten geeignet sind (Engel und
Tressl, 1983). Als typische fluchtige Verbindungen ausschlieBlich roter
Passionsfrichte wurden die Ester der ungesattigten Alkohole (E)- und (2)-3-
Octen-1-ol sowie (Z)-3-Decen-1-ol nachgewiesen. Auch Ester terpenoider
Alkohole wurden als Differenzierungsmoglichkeit aufgezeigt. Geranyl-Ester
wurden ausschlieB3lich in der roten Varietat bestimmt und fur Citronellyl-Ester
wurden zehnmal héhere Konzentrationen als in gelben Frichten ermittelt. Dartber
hinaus wurde eine weitere charakteristische Gruppe bestimmt, die sich in
besonderem Malde zur Differenzierung zwischen den Varietaten eignet: die Ester
ungeradzahliger sekundarer Alkohole.

Aufgrund ihrer Relevanz fir diese Arbeit werden ihr Vorkommen in
Passionsfrichten und anderen Frichten sowie biogenetische Aspekte in den

folgenden Kapiteln gesondert diskutiert.
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2.2 SEKUNDARE ALKOHOLE UND IHRE ESTER

2.2.1 Passionsfriichte

Bereits 1972 wurden von Parliment 2-Heptylbutanoat und -hexanoat als flichtige
Verbindungen in roten Passionsfriichten beschrieben und von Murray et al. (1972)
um 2-Pentylbutanoat und 2-Heptylacetat erweitert.

In einem umfangreichen, direkten Vergleich der Aromastoffe gelber und roter
Passionsfrichte konnte gezeigte werden, dass die Gruppe der Ester
ungeradzahliger, sekundarer Alkohole zur Differenzierung zwischen den beiden
Varietaten geeignet ist (Engel und Tressl, 1983). Hierbei handelt es sich um die
Acetate, Butanoate, Hexanoate und Octanoate von 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-
Nonanol (Abbildung 2).

BNSPN

2-Pentylester

o R Ester
)k J\/\/\ - CH,3 Acetat
RO - CsHy Butanoat

2-Heptylester
- CsHyqq Hexanoat

j\ J\/\/\/\ - C/H1s Octanoat
R O

2-Nonylester

Abbildung 2: Passionsfrucht-typische 2-Alkylester

Wie in Tabelle 1 veranschaulicht, wurden die freien sekundaren Alkohole
2-Pentanol und 2-Heptanol in beiden Varietaten detektiert, wahrend die 2-
Alkylester lediglich in roten Passionsfrichten als typische fllichtige Komponenten

nachgewiesen werden konnten (Engel und Tressl, 1983; Tressl und Engel, 1983).
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Als quantitativ bedeutendste Vertreter wurde die Gruppe der 2-Heptylester mit den
Hauptkomponenten 2-Heptylbutanoat und -hexanoat (1000-2500 pg/kg) ermittelt.
Fir die Vertreter der 2-Pentyl- und 2-Nonylester wurden geringere

Konzentrationen bestimmt.

Tabelle 1: Konzentrationen (ug/kg) sekundarer Alkohole und ihrer Ester in roten und gelben
Passionsfrichten (Engel und Tressl, 1983; Tressl und Engel, 1983)

Rote Passionsfriichte (ug/kg)® Gelbe Passionsfriichte (ug/kg) b
Brasilien (1981) Kenia (1981) Brasilien (1980/1981)

2-Pentanol 120 150 25

2-Heptanol 500 400 50

2-Pentylacetat 50 10 n.n.°
2-Pentylbutanoat 50 80 n.n.
2-Pentylhexanoat 70 70 n.n.
2-Pentyloctanoat 90 50 n.n.
2-Heptylacetat 20 20 n.n.
2-Heptylbutanoat 1000 600 n.n.
2-Heptylhexanoat 600 2500 n.n.
2-Heptyloctanoat 300 100 n.n.
2-Nonylacetat Spuren Spuren n.n.
2-Nonylbutanoat 50 50 n.n.
2-Nonylhexanoat Spuren Spuren n.n.
2-Nonyloctanoat Spuren Spuren n.n.

@ Mittelwerte aus 6 Aufarbeitungen. b Mittelwerte aus 4 Erntezeitpunkten. ° nicht nachgewiesen

Ein ahnliches Ergebnis wurde von Chen et al. (1982a) erarbeitet, die in einem
Vergleich der Varietaten zwar 2-Heptylacetat, -butanoat und -hexanoat in gelben
Passionsfrichten nachweisen konnten, allerdings als Spurenkomponenten und mit
bis zu 60 Mal niedrigeren Gehalten als in roten Fruchten. Auch von Werkhoff et al.
(1998) wurden 2-Pentylbutanoat, -hexanoat und -octanoat sowie 2-Heptylbutanoat
und -octanoat nach Anreicherung mittels praparativer Gaschromatographie

lediglich als Minorkomponenten in gelben Passionsfrichten identifiziert.

FUr die chiralen Passionsfrucht-typischen sekundaren Alkohole und ihre Ester
wurden neben den qualitativ-quantitativen Untersuchungen auch Bestimmungen

der natlrlichen Enantiomerenverhaltnisse durchgefihrt. Es wurden die freien
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sekundaren Alkohole 2-Pentanol und 2-Heptanol, die in beiden Varietaten
vorkommen, sowie die 2-Heptylester aus roten Passionsfrichten untersucht
(Tressl und Engel, 1985). Nach Derivatisierung des entsprechenden Alkoholes mit
(R)-(+)-a-Methoxy-a-trifluormethylphenylessigsaure ((R)-(+)-MTPA) und
anschlielRender gaschromatographischer Trennung der erhaltenen Diastereomere
konnte gezeigt werden, dass freies 2-Pentanol sowie 2-Heptanol in gelben
Passionsfrichten mit einem Enantiomerentberschuss zugunsten der (S)-
Enantiomere vorliegen. Im Gegensatz dazu wurde fur 2-Heptanol aus roten
Passionsfrichten vorwiegend das (R)-Enantiomer nachgewiesen. Eine
Bestimmung der 2-Heptylester erfolgte nach Hydrolyse der Ester und
anschlieBender Derivatisierung des erhaltenen Alkohols 2-Heptanol. Fir die
Gruppe der 2-Heptylester wurde so ein Enantiomerenuberschuss der (R)-
Enantiomere von 100 % nachgewiesen.

Die Untersuchungen zeigten, dass sich die beiden Passionsfrucht-Varietaten
aufgrund der gegensatzlichen Enantiomerenverhaltnisse des enthaltenen freien 2-
Heptanols unterscheiden lassen und die Gruppe der 2-Heptylester in roten
Frichten die Konfiguration des freien Alkohols aufweist. Allerdings konnte mit der
angewandten Methode keine Aussage uber die Enantiomerenverhaltnisse der

einzelnen Ester getroffen werden.

2.2.2 Biosynthese

Die 2-Alkylester werden wahrend der Fruchtreifung durch enzymkatalysierte
Veresterung der entsprechenden sekundaren Alkohole gebildet (Schwab et al.,
2008). Es wird vermutet, dass diese Coenzym-A-abhangige Reaktion durch
Alkohol-Acyltransferasen (AAT) katalysiert wird (Sanz et al., 1997). Zahlreiche
AAT kodierende Gene konnten bereits aus anderen Frichten, wie z.B. Bananen,
Apfeln, Melonen und Erdbeeren, isoliert und charakterisiert werden (Aharoni et al.,
2000; Beekwilder et al., 2004; El-Sharkawy et al., 2005; Li et al., 2006). Als
Vorstufe der sekundaren Alkohole werden die jeweiligen ungeradzahligen
Methylketone vermutet, die auch als flichtige Verbindungen in Passionsfrichten
beschrieben wurden (Whitfield und Last, 1986; Shibamoto und Tang, 1990).

11
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Abbildung 3 =zeigt einen moglichen Biosyntheseweg chiraler 2-Heptylester
ausgehend von Octansaure. Die aliphatische, geradzahlige Saure wird im Zuge
der B-Oxidation Uber [B-Ketoacyl-CoA-Intermediate und anschlieRende
Decarboxylierung zunachst in 2-Heptanon uberfuhrt, aus dem durch enzymatische
Reduktion 2-Heptanol entsteht (Tress!/ und Engel, 1985). Die Entstehung der
sekundaren Alkohole aus dem Fettsaure-Abbau wurde von Tress/ und Drawert
(1971) durch Markierungsversuche von Bananen- und Erdbeerscheiben mit 8-"C-
Octansaure gezeigt. Die Biosynthese der Methylketone wurde zudem durch
Grosch (1987) bestatigt.

0]

/\/\/\)J\SCOA
b
/\/\/\)J\SCOA

lOHO o o

SCoA SCoA

MKS
CO, A/l o
B-Oxidation M

/\/\H/QOH /\/&
(S)-2-Heptanol (R)-2-Heptanol
AAT l l AAT

(S)-2-Heptylester (R)-2-Heptylester

Abbildung 3: Mogliche Biosynthese von sekundaren Alkoholen und ihren Estern in Passions-
frichten (nach Tressl und Engel, 1985 und Schwab et al., 2008)
AAT: Alkohol-Acyltransferase, MKS: Methylketon-Synthase

Die Bildung der 2-Pentyl- und 2-Nonylester lasst sich analog durch den Abbau

homologer Fettsauren erklaren.
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Aufgrund der Tatsache, dass 2-Heptanol in roten und gelben Passionsfriichten in
gegensatzlicher Konfiguration nachgewiesen wurde, wurde die Beteiligung
unterschiedlicher Enzymsysteme an der Reduktion der entsprechenden

Methylketone in den beiden Varietaten postuliert (Tressl und Engel, 1985).

2.2.3 Weiteres Vorkommen

Neben Passionsfrichten wurden die sekundaren Alkohole 2-Pentanol und 2-
Heptanol sowie deren Acetate, Butanoate, Hexanoate und Octanoate ebenfalls als
charakteristische flichtige Verbindungen in Bananen nachgewiesen (Tressl et al.,
1969a; Tressl et al., 1970). Als Spurenkomponenten wurden dartber hinaus 2-
Nonanol und 2-Nonylactetat detektiert (Tressl et al., 1969a; Berger et al., 1986).

Die Bestimmung der naturlichen Enantiomerenverhaltnisse von 2-Pentanol und 2-
Heptanol sowie deren Acetate und Butanoate zeigte deutliche Unterschiede zu
roten Passionsfrichten: Fur die chiralen Aromastoffe wurden deutliche
Uberschiisse der jeweiligen (S)-Enantiomere ermittelt (Gessner et al., 1988;
Frohlich et al., 1989; Bernreuther, 1992). Dies konnte auch fur Frlchte
verschiedener Herkunftslander bestatigt werden (Schubert et al., 19971). Das
Vorkommen der charakteristischen chiralen Aromastoffe in gegensatzlichen
Konfigurationen gibt somit einen klaren Hinweis auf metabolische Unterschiede

zwischen Bananen und roten Passionsfriichten.

Die homologe Reihe der sekundaren Alkohole 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-
Nonanol und ihrer Acetate, Butanoate und Hexanoate (mit Ausnahme von 2-
Nonylacetat) wurde zudem in Erdbeeren und Erdbeermarmelade nachgewiesen
(Tressl et al., 1969b,; Barron und Etiévant, 1990).

Die in Erdbeeren vorliegenden naturlichen Enantiomerenzusammensetzungen der

sekundaren Alkohole und deren Ester wurden bislang nicht untersucht.
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2.2.4 Sensorische Eigenschaften

Im Rahmen der Untersuchungen des naturlichen Vorkommens der chiralen 2-

Akylester in Bananen wurden von Mosandl und Deger (1987) die Aromaqualitaten

der Enantiomere bestimmt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Sensorische Bewertung optisch reiner 2-Alkylester (Mosandl und Deger, 1987)

Ester Enantiomer  Aromaqualitat *
2-Pentylacetat (S) unspezifisch chemisch

(R) wie (S), jedoch schwacher
2-Pentylbutanoat (S) fruchtig, leicht fllichtig, Nachgeruch schweilig

(R) wiurzig, rauchig
2-Pentylhexanoat (S) angenehm fruchtige Note

(R) blumige Duftnote
2-Pentyloctanoat (S) schwach fruchtig

(R) unspezifisch, sehr schwach
2-Heptylacetat (S) feine, reintdnige Fruchtnote

(R) durchdringende, schweillige Note
2-Heptylbutanoat (S) ausgepragte Fruchtaromanote

(R) fruchtig-suRe Keton-Note
2-Heptylhexanoat (S) reine, fruchtige Esternote

(R) fruchtig-suRe Keton-Note
2-Heptyloctanoat (S) muffig, dumpf, unspezifisch

(R) sehr schwach krautig, unspezifisch
2-Nonylacetat (S) typische Fruchtnote

(R) blumig, intensiver als (S)
2-Nonylbutanoat (S) erst unspezifisch, dann gewurzartig

(R) unspezifisch, schwach blumig
2-Nonylhexanoat (S) blumig s

(R) schwach fruchtig, leicht erdige Note
2-Nonyloctanoat (S) schwache unspezifische Noten,

(R) jedoch differenzierbar

? Aromaqualitaten 1%-iger Lésungen in Ethanol (ermittelt mittels Riechstreifen)
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Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, wurden deutliche Unterschiede zwischen den
Enantiomeren festgestellt. Zudem zeichneten sich mittels der angewandten
Methode vor allem die (S)-Enantiomere durch typische ,Fruchtaromanoten aus.
Im Vergleich dazu wurde von Jordan et al. (2001) naturliches 2-Pentylacetat aus
Bananen mittels Gaschromatographie-Olfaktometrie (siehe Kapitel 2.6.3) bewertet
und als ,krautig, suf3, blumig“ beschrieben. Es wurde zwar keine Bestimmung der
naturlichen Enantiomerenzusammensetzung des chiralen Esters durchgefuhrt,
allerdings ist ein deutlicher Uberschuss des (S)-Enantiomers in Bananen bekannt
(siehe 2.2.3).

Unterschiede zwischen den Enantiomeren von 2-Pentyl- bzw. 2-Heptylacetat
wurden auch von Nozaki et al. (1996) beschrieben, wobei bei beiden Isomeren
jeweils ein fruchtiger Grundton dominierte.

Untersuchungen der Racemate hinsichtlich ihrer Aromaqualitaten und
Geruchsschwellenwerte wurden nur flr wenige einzelne Ester durchgefiihrt und
lassen aufgrund der unterschiedlichen sensorischen Bestimmungsmethoden
keinen eindeutigen Vergleich der Homologen zu (Gibka et al., 1998; Schnabel et
al., 1988; Shiota, 1993; Takeoka et al., 1996, Teranishi et al., 1966).
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2.3 CHIRALITAT

2.3.1 Definition und Bedeutung

Der Begriff ,Chiralitat” leitet sich von dem griechischen Wort ,cheir” ab, das
.Handigkeit” oder ,Hand“ bedeutet (Vollhardt und Schore, 2007). Bei chiralen
Molekulen handelt es sich um Verbindungen, bei denen sich Bild und Spiegelbild
nicht zur Deckung bringen lassen. lhre raumliche Struktur unterscheidet sich wie
das bekannteste Beispiel aus der Natur, wie linke und rechte Hand, und kénnen
durch Drehung nicht zur Deckung gebracht werden (Mortimer, 2003). Ein Molekul
ist dann chiral, wenn es keine Symmetrieebene und kein Symmetriezentrum
aufweist. Dies ist zum Beispiel bei einem Kohlenstoffatom mit vier
unterschiedlichen Substituenten der Fall. Die beiden spiegelbildisomeren Formen
werden als optische Antipoden oder Enantiomere bezeichnet, wahrend man bei
einer aquimolaren Mischung beider Isomere von einem Racemat spricht.
Enantiomere besitzen gleiche chemische und physikalische Eigenschaften, wie
z.B. Schmelz- und Siedepunkt, Dichte oder Ldslichkeit. Sie unterscheiden sich
lediglich in ihrer Wechselwirkung mit linear polarisiertem Licht. Dabei dreht ein
Enantiomer die Schwingungsebene nach rechts, das andere Isomer um
denselben Betrag nach links. Dieses Phanomen wird als ,optische Aktivitat
bezeichnet. Eine racemische Mischung dreht die Schwingungsebene nicht, da
sich die links- und rechtsdrehende Wirkung aufheben.

Ein weiterer Unterschied von Enantiomeren zeigt sich in ihrem unterschiedlichen
chemischen Verhalten in einer chiralen Umgebung. Da viele Biomolekile in
lebenden Zellen nur in einer Enantiomeren-Form auftreten (z.B. L-Aminosauren,
D-Zucker), sind die daraus gebildeten Makromolekile, wie Polysaccharide,
Proteine, DNA und RNA, ebenfalls chiral (Barron, 2008). Enantiomere
unterscheiden sich folglich in ihrer Interaktion mit Rezeptorproteinen,
Biokatalysatoren (Enzymen) sowie Transportsystemen. Chiralen Verbindungen
kommt deshalb in der Biochemie, Pharmakologie, Agrochemie sowie der
Lebensmittelindustrie eine sehr gro3e Bedeutung zu (Sheldon, 1993).

Aus einer Vielzahl von Studien ist bekannt, dass sich Enantiomere hinsichtlich

ihrer pharmakologischen Wirkung unterscheiden konnen. Das bekannte Beispiel
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des Thalidomids (Contergan®) verdeutlicht die Tragweite dieses Phanomens. Der
Wirkstoff wurde in den sechziger Jahren in Form eines racemischen Gemisches
als Schlaf- und Beruhigungsmittel bei Schwangeren eingesetzt. Erst zu spat
entdeckte man, dass lediglich das (R)-Enantiomer die gewinschte beruhigende
Wirkung hervorruft, wahrend das (S)-Enantiomer hoch teratogen ist (Patel und
Hutt, 2004). Nahezu die Halfte der zurzeit verwendeten Pharmazeutika ist chiral.
Da sich bei sehr vielen chiralen Wirkstoffen ein Enantiomer inaktiv verhalten oder
unerwinschte Nebenwirkungen bis hin zu Toxizitat aufweisen kann, nehmen die
Entwicklung und der Einsatz enantioreiner Arzneimittel stetig zu (Gibitz und
Schmid, 2006). Dabei liegt das Augenmerk nicht nur auf der Entwicklung neuer
Praparate, bei denen bereits im frihen Entwicklungsstadium sowohl das Racemat
als auch die Enantiomere getrennt erforscht werden muissen, sondern vor allem
bei bereits in racemischer Form eingesetzten Wirkstoffen steigt die Anzahl der
nachtraglichen Patente auf ,Single-Enantiomer“-Praparate (Maier et al., 2001;
Sancho und Minguillon, 2009). So wurde z.B. im Falle des Asthmapraparates
Albuterol nachtraglich die bessere Vertraglichkeit des (S)-Enantiomers
(Levalbuterol) erkannt oder fur (S)-Fluoxetin eine Anti-Migrane-Wirkung
festgestellt, wahrend der racemische Wirkstoff urspringlich als Antidepressivum
verabreicht wurde. Bei Atorvastatin, dem Wirkstoff des weltweit umsatzstarksten
verschreibungspflichtigen Arzneimittels Lipitor® (Cholesterinsenker) handelt es
sich ebenfalls um ein ,Single-Enantiomer®-Produkt (Piras und Roussel, 2008;
http://www.imshealth.com).

Auch im Bereich der Agrochemie hat man das unterschiedliche Enantiomeren-
Verhalten chiraler Wirkstoffe erkannt (Kurihara und Miyamoto, 1998). In der
Gruppe der Aryloxypropanoat-Herbizide konnte flr viele Pflanzenschutzmittel eine
groRRere biologische Aktivitat eines Enantiomers festgestellt werden. Allerdings gibt
es auch chirale Substanzen, bei denen die Isomeren unterschiedliche chemische
Aktivitaten aufweisen. So wei® man von vielen Triazolen, dass ein Enantiomer
fungizide Wirkung besitzt, wahrend das andere als Wachstumsregulator wirkt.
Mittlerweile werden eine Vielzahl an Agrochemikalien in optisch reiner Form
hergestellt und vermarktet (Aryloxypropanoat-Herbizide, Acylanilid-Herbizide und -
Fungizide, Triazol-Fungizide). Dass der Einsatz optisch reiner Wirkstoffe nicht nur
eine gezieltere Anwendung garantiert, sondern auch positive Effekte flr die

Umwelt mit sich bringt, wird am Beispiel des Herbizid-Wirkstoffes Metolachlor
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ersichtlich. Wahrend die Substanz seit den Siebziger Jahren als Racemat grol3e
Anwendung fand, wurde der Wirkstoff ab 1996 durch das optisch reine (S)-
Enantiomer ersetzt, was zu einer Verringerung der Umweltbelastung um ca. 40 %
fuhrte (Spindler und Friih, 1998).

2.3.2 Chirale Aromastoffe

Neben der Pharmazie und Agrochemie kommt chiralen Verbindungen auch in der
Lebensmittelindustrie eine gro’e Bedeutung zu. FUr viele chirale Aromastoffe
wurde demonstriert, dass sich die Enantiomere sowohl in ihrer Geruchsqualitat als
auch in ihrer Geruchsintensitat unterscheiden konnen. Die Geruchsrezeptoren
sind aus Proteinen aufgebaut und somit selbst chiral. Sie interagieren mit den
Enantiomeren der Aromastoffe zu diastereomeren Molekilkomplexen, die
unterschiedliche physikalische Eigenschaften besitzen und somit auch
unterschiedliche Geruchseindricke induzieren konnen (Kdnig, 2002). Einen
Uberblick Uber die sensorischen Eigenschaften optischer Isomere geben die
Zusammenstellungen von Boelens et al. (1993), Koppenhoefer et al. (1994) und
Brenna et al. (2003). Ein bekanntes Beispiel fiur die unterschiedlichen
Geruchsqualitaten von Enantiomeren ist der Aromastoff Carvon, dessen (R)-
Isomer den Geruch ,griner Minze“ aufweist, wahrend das (S)-Isomer eine
typische ,Kiimmel-Note* besitzt (Leitereqg et al., 1971). Die in Apfeln vorkommende
(S)-2-Methylbuttersaure zeichnet sich durch einen angenehmen ,fruchtig-sufken®
Geruch aus, wahrend das (R)-Enantiomer eine unangenehme ,schweil3ig-kasige*“
Note besitzt (Rettinger et al., 1991). Auch fur die Enantiomere der Passionsfrucht-
typischen 2-Alkylester wurden von Mosandl und Deger (1987) unterschiedliche
Aromaqualitaten festgestellt (Tabelle 2). Dass sich Enantiomere auch in ihrer
Geruchsintensitat  unterscheiden konnen, zeigt das Beispiel Ethyl-3-
hydroxyhexanoat: Wahrend das (R)-Enantiomer einen Geruchsschwellenwert von
2,1 ng/l Luft aufweist, wurde fur die (S)-konfigurierte Form mit 264 ng/l Luft ein ca.
100-fach héherer Wert bestimmt (Bdittner und Schieberle, 2001).
Neben den sensorischen Differenzierungen spielen chirale Aromastoffe eine
wichtige Rolle bei der Authentizitatsprufung von Lebensmitteln, Aromen und
etherischen Olen (Marchelli et al., 1996; Kénig et al., 1997; Ruiz del Castillo et al.,
18
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2003; Mosandl, 2004; Mosandl, 2007). Da enzymkatalysierte Reaktionen meist mit
hoher Stereospezifitat verlaufen, liegen chirale Aromastoffe oft in optisch reiner
Form oder in einem fur das Produkt charakteristischen Enantiomereniberschuss
vor. Beispielsweise wurde das Vorkommen von 2-Methylbuttersaure sowie der
entsprechenden Ester (C1-Cs) als nahezu optisch reine (S)-Enantiomere in Apfeln
und Apfelprodukten nachgewiesen (Schumacher et al., 1998). In Rhabarber
dagegen liegt 2-Methylbuttersaure mit einem Enantiomerenuberschuss zugunsten
des (R)-Enantiomers vor (Dregus et al, 2003). Chemisch hergestellte
(naturidentische) Verbindungen liegen im Gegensatz dazu meist als Racemate
vor. Selten kommen racemische Zusammensetzungen bei natrlichen
Aromastoffen vor. Wahrend z.B. fur Theaspiran A in roten Passionsfriuchten ein
Enantiomerenuberschuss des (+)-Enantiomers von 33,4 % bestimmt wurde, liegt
der Aromastoff in Stachelbeeren in racemischer Form vor (Werkhoff et al., 1993).
Die Bestimmung der naturlichen Enantiomerenzusammensetzung erlaubt somit
die Differenzierung zwischen naturlichen und naturidentischen (racemischen)
Aromastoffen und stellt die Basis fur die Authentizitatskontrolle von aromatisierten
Produkten bzw. etherischer Ole. Voraussetzungen sind die Kenntnis der genuinen
Enantiomerenverteilung sowie der Veranderungen wahrend der Herstellung und

Lagerung der Produkte bzw. Extraktion der Aromastoffe (Mosandl, 2000).

2.3.3 Kapillargaschromatographische Enantiomerendifferenzierung

Zur Untersuchung chiraler Verbindungen wird eine Vielzahl an instrumentellen
Techniken eingesetzt. Neben Polarimetrie, Circulardichroismus, optischer
Rotationsdispersion und NMR-Spektroskopie haben sich vor allem
chromatographische Methoden und Kapillarelektrophorese durchgesetzt (Schreier
et al. 1995; Ward, 2000; Gubitz und Schmid, 2006). So zahlen heute die
Dunnschichtchromatographie (TLC), Gaschromatographie (GC), Superkritische
Fluid-Chromatographie (SFC), High Performance Fllssigchromatographie (HPLC)
sowie neu entwickelte Elektromigrations-Techniken (Kapillarelektrophorese und
Kapillarelektrochromatographie) zu den am  haufigsten eingesetzten
Trennmethoden. Der aktuelle Stand der Forschung beschaftigt sich mit dem
Einsatz von nano-chromatographischen Verfahren zur Enantiomerentrennung, von
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der man sich aufgrund kurzerer Analysenzeiten und geringerer Probenvolumina
eine deutlich groRere Effizienz verspricht (Sancho und Minguillén, 2009).

Unter der Vielzahl an instrumentellen Techniken hat sich in den letzten
Jahrzehnten die Kapillargaschromatographie als flihrende Technik zur
Enantiomerendifferenzierung etabliert (Schurig, 2002).

Bei diesem Verfahren konnen die racemischen Verbindungen nach zwei
Verfahren getrennt werden. Bei der indirekten Methode, die das altere Verfahren
darstellt, werden die Enantiomere mit einem optisch reinen Hilfsreagenz zu
Diastereomeren derivatisiert und anschlieBend gaschromatographisch an einer
achiralen stationaren Phase getrennt (Schreier et al., 1995). Dieses Verfahren
wurde durch die direkte, derivatisierungsfreie Methode weitestgehend verdrangt,
bei der zur Trennung chirale stationare Phasen verwendet werden. Abhangig von
den fur den Trenneffekt verantwortlichen Wechselwirkungen unterscheidet man
drei  Arten chiraler Phasen: Aminosaure-Derivate  (Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen), Metallchelate (Komplexbildung) und
Cyclodextrinphasen  (Einschlusseffekte) (Schurig, 2005). Aufgrund ihrer
hochenantioselektiven Trenneigenschaften und ihrer ausgepragten Stabilitat
stellen letztere heutzutage die gangigsten chiralen GC-Phasen dar. Die
unterschiedlichen Ringgroflen und die Vvielseitigen Moglichkeiten der
Derivatisierung fihrten bis heute zu einer Vielzahl an modifizierten Cyclodextrinen,
was die direkte Trennung eines grol’en Substanzspektrums ermdglicht (Bicchi,
1999; Schurig, 2001). Zahlreiche Studien geben einen Uberblick Uber die
erfolgreiche  Anwendung von Cyclodextrinphasen bei der Analyse von
Aromastoffen und etherischen Olen (Werkhoff et al., 1993; Bicchi, 1999; Kénig
und Hochmuth, 2004).

Gegenstand der Forschung ist weiterhin der Trennmechanismus der
Cyclodextrine. Dass der vollstandige Einschluss von chiralen ,Gast“-Molekulen in
den Cyclodedextrin-,Wirt® Grundvoraussetzung fur den enantioselektiven
Trenneffekt ist, wird zunehmend angezweifelt (Kbnig, 1992; Icheln, 1993). Im Falle
einer tetraedrischen Anordnung der Substituenten an einem chiralen Zentrum
ware auch der partielle Einschluss nur eines Substituenten in den Cyclodextrin-
Hohlraum denkbar, wobei die restlichen Substituenten zusatzlich in

Wechselwirkung mit der chiralen Peripherie der Cyclodextrine treten kénnen.
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Ein weiterer Fortschritt auf dem Gebiet der kapillargaschromatographischen
Enantiomerendifferenzierung stellte die Entwicklung der Multidimensionalen
Gaschromatographie (MDGC) dar. Hierbei handelt es sich um die Kopplung
zweier Trennsaulen, die durch eine spezielle Saulenschalttechnik geregelt werden
kénnen (Schomburg, 1995). Nach der Vortrennung der Substanzen auf einer
achiralen ,Vorsaule® werden die zu analysierenden Verbindungen auf eine zweite
Saule (,Hauptsaule®) transferiert, wo bei Verwendung einer geeigneten chiralen
stationaren Phase die Trennung der Enantiomeren stattfindet. In der Literatur wird
eine Reihe von Trennsaulenschaltungen beschrieben (Mosandl, 1996; Wright,
1997), von denen zwei Techniken den grofiten Einsatz finden: die ,Live-T-
Schaltung” und das ,Moving-Column-Stream-Switching-System (MCSS). Die
Vorteile der neu entwickelten ,Double-Cool-Strand Interface®-Technik (DCSI)
wurden kurzlich fur die gaschromatographisch-olfaktometrische Bewertung (GC/O)
chiraler Aromastoffe gezeigt (Begnaud et al., 2006; Chaintreau et al., 2006).

Der besondere Vorteil der MDGC besteht in der direkten Trennung chiraler
Verbindungen verschiedener Substanzklassen aus einer komplexen Matrix (z.B.
naturlichem Extrakt) ohne vorherige Aufreinigung oder Derivatisierung (Mosandl,
2007). Zudem kann die Methode durch weitere analytische Techniken, wie z.B.
hochauflosende Massenspektrometrie (MS), massenselektive Detektion (SIM)
oder Isotopenmassenspektrometrie (IRMS) erweitert werden. Entscheidende
Parameter flr den erfolgreichen Einsatz der MDGC sind die Auswahl und
Kombination geeigneter Trennkapillaren (achirale Vorsaule/chirale Hauptsaule)

sowie die verwendeten Temperaturprogramme (Schomburg, 1995).
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2.4 ENANTIOSELEKTIVE BIOKATALYSE

Als Biokatalyse wird ein Verfahren bezeichnet, in dem biologische Systeme, z.B.
Enzyme, als Katalysatoren verwendet werden, wobei diese sowohl frei als auch im
Zellverband vorliegen konnen (Buchholz et al., 2005). Damit stellt sie ein
Bindeglied zwischen biotechnologischen und chemischen Vorgehensweisen dar.
Biokatalysatoren werden seit jeher zur Herstellung von Lebensmitteln wie Brot,
Bier, Milchprodukten und Fleischerzeugnissen verwendet. Heute kommen sie
vermehrt auch in der Produktion von ,fine chemicals®, wie z.B. Aminosauren, und
in der Herstellung von Pharmazeutika und Agrochemikalien zum Einsatz. Mit
Produktionsmengen von Uber 10 Millionen Tonnen/Jahr zahlen Dextrine, Glucose
und High-Fructose-Corn-Sirup (HFCS) zu den am haufigsten unter Verwendung
von Enzymen hergestellten Produkten weltweit (Bornscheuer und Buchholz,
2005). Entscheidende Vorteile der Biokatalyse gegenuber konventionellen
Methoden zeigen sich z.B. in milderen Prozessbedingungen (pH-Bereich von 5-8
und Temperaturbereich 20-40 °C), was das Problem von unerwinschten
Nebenreaktionen wie Degradation oder Isomerisierung minimiert, oder in ihrer
Effizienz, da Enzyme die Reaktionsgeschwindigkeit von Synthesen auf das 10'%-
fache erhohen konnen (Faber, 1997; Carrea und Riva, 2000). Daruber hinaus
verlaufen enzymkatalysierte Prozesse weniger gefahrlich, umweltgefahrdend und
energieverbrauchend. Einen entscheidenden Schritt auf dem Gebiet der
Biokatalyse stellte der Fortschritt in der Gentechnologie dar. Seit die Moglichkeit
besteht, Enzyme durch rekombinante Mikroorganismen herzustellen, haben die
Herstellungskosten und somit die Preise fir Enzyme deutlich abgenommen,
wahrend deren Stabilitdt und Reinheit gesteigert werden konnten (Bornscheuer
und Buchholz, 2005).

Wie in Kapitel 2.3 gezeigt, nimmt das Interesse an enantioreinen und spezifisch
funktionalisierten Substanzen in vielen Bereichen der Life Sciences stetig zu.
Hierbei kommt ein weiterer entscheidender Vorteil von Enzymen gegenuber
chemischen Katalysatoren zum Tragen. Enzyme konnen enantioselektiv wirken
und sind damit in der Lage, nur eines der beiden Enantiomere in optisch reiner
Form herzustellen. Hierbei spricht man von enantioselektiver Biokatalyse (Faber,
1997, Jager und Eggert, 2004).
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Die Methoden der enantioselektiven Synthese kbnnen anhand des verwendeten
Ausgangsmaterials in drei verschiedene Kategorien unterteilt werden: Als
Substrate konnen chirale Substanzen, Racemate oder prochirale Verbindungen
dienen (Ghanem und Aboul-Enein, 2005):

chirale Racemate prochirale
Substrate Substrate
Spaltung
Bildung und L. L asymmetrische
Synthese Trennung von kinetisch Kristallisation
. Synthese
Diastereomeren : :
biologische
[ chemisch ] enzymatisch oder chemische
Katalyse

optisch reine Verbindungen

Abbildung 4: Methoden der Herstellung optisch reiner Verbindungen (nach Ghanem und Aboul-
Enein, 2005; Sheldon, 1993)

Zwei der in Abbildung 4 dargestellten Synthesewege stellen Methoden der
enantioselektiven Biokatalyse dar: Zum einen die asymmetrische Synthese unter
Einsatz eines chiralen Katalysators ausgehend von prochiralen Substanzen, zum
anderen die katalytische kinetische Racematspaltung. Der Unterschied besteht im
jeweils verwendeten Ausgangsmaterial: Bei der asymmetrischen Synthese
entsteht aus einem prochiralen Substrat ein optisch reines Produkt, bei der
katalytischen kinetischen Racematspaltung aus einem racemischen Substrat. Die
enzymkatalysierte kinetische Racematspaltung (in der Abbildung hervorgehoben)
stellt die mit Abstand am haufigsten angewandte Methode dar (Ghanem und
Aboul-Enein, 2005) und wird auch in dieser Arbeit zur Herstellung optisch reiner

Passionsfrucht-typischer 2-Alkylester eingesetzt.
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Der Trenneffekt der enzymkatalysierten kinetischen Racematspaltung beruht auf
unterschiedlichen Geschwindigkeitskonstanten, mit denen die Enantiomere eines

racemischen Gemisches vom Katalysator umgesetzt werden.

Abbildung 5: Prinzip der katalytischen kinetischen Racematspaltung (nach Ghanem und Aboul-
Enein, 2005)

Man spricht von kinetischer Racematspaltung, wenn kg # ks ist. Im Idealfall
reagiert ein Enantiomer so viel schneller als das andere, dass eine der beiden
Geschwindigkeitskonstanten verschwindend klein wird. Ist beispielsweise ks = 0,
dann werden 50 % des ursprunglichen racemischen Substrates (R,S)-A zu
Produkt P umgesetzt, 50 % verbleiben als optisch reines Substrat (S)-A. Aus
dieser Bilanzierung wird aber auch ein Nachteil der konventionellen katalytischen
kinetischen Racematspaltung ersichtlich: die Ausbeute an optisch reinen

Substanzen kann maximal 50 % betragen (Ghanem und Aboul-Enein, 2005).
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2.5 ENZYME

Enzyme sind die Katalysatoren biologischer Systeme. Die meisten Enzyme sind
Proteine, mit der Ausnahme katalytisch aktiver RNA-Molekulle. Ein Katalysator
beschleunigt eine Reaktion, ohne die Lage des Gleichgewichts zu verandern.
Ohne Enzyme wurden die meisten Reaktionen in biologischen Systemen nur in
einem nicht wahrnehmbaren Umfang ablaufen. Die Erhdéhung der Reaktions-
geschwindigkeit beruht auf der Verminderung der Aktivierungsenergie. Die
Aktivierungsenergie AG* ist die Differenz zwischen der freien Enthalpie des
Ubergangszustands, tiber den die Umwandlung des Substrates S in das Produkt
P lauft, und der des Substrates. Die Katalyse findet an einer bestimmten Stelle im
Enzym statt, dem aktiven Zentrum. Das Substrat wird im aktiven Zentrum
gebunden und umgesetzt. Ein besonderes Merkmal von Enzymen ist ihre hohe
Spezifitit — sowohl in der Wahl des Substrates als auch in der von ihnen
katalysierten Reaktion (Berg et al., 2003; Nelson und Cox, 2001).

2.5.1 Lipasen

Lipasen gehoren zur Enzymklasse der Hydrolasen und tragen den systematischen
Namen Triacylglycerid-Ester-Hydrolasen (EC 3.1.1.3). lhre natlrliche Funktion ist
die Hydrolyse und Wiederveresterung von Fetten und Olen. Neben
Triacylglyceriden setzen sie aber auch ein sehr breites Spektrum anderer Ester,
sowohl natlrlicher als auch synthetischer Herkunft, um (Bornscheuer und
Kazlauskas, 2006). Lipasen sind in vielen unterschiedlichen Ldsungsmitteln
reaktiv; sie katalysieren sowohl die Hydrolyse in wassrigen als auch
Veresterungen und Umesterungen in organischen Medien. Die bessere Loslichkeit
vieler Substrate in organischen Ldsungsmitteln, die somit gesteigerten
Umsatzraten sowie leichteres Entfernen des Mediums aufgrund der niedrigeren
Siedepunkte im Vergleich zu Wasser, sind nur einige der vielen Grunde, weshalb
Lipase-katalysierte Synthesen heute vermehrt in organischen Ldsungsmitteln
durchgefuhrt werden (Ghanem und Aboul-Enein, 2005). Lipasen bendtigen keine

Cofaktoren. Trotz ihres breiten Substratspektrums wirken sie oft hochgradig
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enantio- und/oder regioselektiv. Die Kombination dieser Eigenschaften macht
Lipasen deshalb zu idealen Katalysatoren fur die synthetische organische Chemie

(Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).

2.5.1.1 Struktur und Mechanismus

Obwonhl sich Lipasen in ihrer Aminosauresequenz unterscheiden, weisen sie alle
eine identische und charakteristische raumliche Struktur, die a/B-
Hydrolasefaltung, auf. Diese besteht aus acht im Zentrum stehenden, meist
parallelen B-Faltblattstrukturen, umgeben von a-Helices, wobei der B2-Strang
antiparallel zu den anderen ist. Die parallelen Strange B3 bis B8 sind durch a-
Helices verbunden, die zu beiden Seiten der zentralen B-Strange angeordnet sind
(Jager et al., 1999; Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).

Das aktive Zentrum besteht aus drei katalytischen Aminosaure-Bestandteilen, der
katalytischen Triade: dem nucleophilen Bestandteil (Serin), dem katalytischen
Saurebestandteil (Aspartat oder Glutamat), sowie dem Histidin-Bestandteil. Bei
Lipasen ist der nucleophile Bestandteil immer Serin, weshalb sie auch als
Serin-Hydrolasen bezeichnet werden. Dieser nucleophile Serinbestandteil ist in
einem hochgradig konservierten Pentapeptid, bestehend aus Gly-X-Ser-X-Gly,
lokalisiert. Dieses Pentapeptid bildet eine y-ahnliche Kurve zwischen dem (5
Strang und der darauf folgenden a-Helix aus. Diese Anordnung wird als
»hucleophiler Ellenbogen® (,nucleophilic elbow“) bezeichnet. Somit wird der
nucleophile Bestandteil frei an der Oberflache des aktiven Zentrums positioniert
und erlaubt auf der einen Seite eine Bindung zum Histidin und auf der anderen
Seite die Bindung eines Substrates. Eine weitere fur den katalytischen
Mechanismus wichtige Struktur ist die ,Oxyanion-Bindungstasche® (oxyanion
hole). Diese Bindungstasche ist durch zwei NH-Gruppen der Peptidhauptkette
charakterisiert, welche das wahrend der Umsetzung entstehende Oxyanion Uber
Wasserstoffbricken stabilisieren.

Der Reaktionsmechanismus der Lipase-katalysierten Hydrolyse und Veresterung
beruht auf dem strukturellen und funktionellen Zusammenspiel der drei aktiven
Aminosaurebestandteile Serin, Aspartat (bzw. Glutamat) und Histidin (Abbildung
6).
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Abbildung 6: Reaktionsmechanismus von Lipasen (Jdger et al., 1999)

Nach Einlagerung des Substrates in das aktive Zentrum wird das nukleophile
Serin durch den Transfer eines Protons auf das benachbarte Histidin aktiviert [1].
Dieser Protonenubergang wird durch den katalytischen Saure-Bestandteil
erleichtert, der den Imidazolring des Histidins in die richtige Position bringt und
Ladungen teilweise neutralisiert. Das gebildete Serin Oxyanion (O") startet einen
nukleophilen Angriff auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom der zu spaltenden
Esterbindung. Es entsteht ein tetraedrisches Intermediat, das durch
Wasserstoffbricken zwischen dem negativ geladenen Carbonyl-Sauerstoffatom,
dem Oxyanion, und den NH-Gruppen der ,Oxyanion-Bindungstasche” stabilisiert
wird [2]. Der Histidin-Bestandteil Ubertragt ein Proton auf das Sauerstoffatom der
Alkohol-Komponente des Substrates. Die Esterbindung wird dadurch gespalten
und der Alkohol als Produkt freigesetzt. Die Saure-Komponente des Substrates
wird mit dem Serin-Bestandteil verestert, es entsteht ein kovalentes Intermediat,
das so genannte ,Acyl-Enzym® [3]. Ein eingebrachtes Wassermolekul wird durch

die Ubertragung eines Protons auf Histidin aktiviert. Das gebildete Hydroxy-lon
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(OH") greift nukleophil am Carbonyl-Kohlenstoffatom der Acyl-Gruppe an. Wieder
entsteht ein tetraedrisches Intermediat, das durch Wechselwirkungen mit der
Oxyanion-Bindungstasche stabilisiert wird [4]. Der Histidin-Bestandteil Ubertragt
ein Proton auf das Sauerstoffatom der Serin-Komponente. Die Esterbindung
zwischen Serin und Acyl-Gruppe wird gespalten, die Saure wird als zweites
Produkt freigesetzt. Der Mechanismus kann wieder von vorne beginnen. (Jéger et
al., 1999; Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).

Ursprunglich hatte ein lipolytisches Enzym zwei Kriterien zu erfillen, um als
.echte“ Lipase zu gelten. Es musste erstens durch das Vorhandensein einer
Phasengrenzflache aktiviert werden — ein Phanomen, das als Grenzflachen-
aktivitat bezeichnet wird. Zweitens musste es eine so genannte /lid-Struktur
enthalten, eine Proteinschleife, welche das aktive Zentrum des Enzyms freigibt,
sobald es in Kontakt mit einer Grenzflache kommt. Diese Kriterien stellten sich
aber als ungeeignet flur die Klassifizierung heraus, da mittlerweile Lipasen bekannt
sind, die zwar eine lid-Struktur aufweisen, in Gegenwart einer Grenzflache aber
nicht aktiviert werden. Deshalb ist man dazu Ubergegangen, Lipasen als
Carboxylesterasen zu definieren, welche sowohl die Hydrolyse als auch die
Synthese von langkettigen Acylglyceriden katalysieren. Ab welcher Kettenlange
der Fettsaure ein Acylglycerid als langkettig gilt, wird nicht genauer spezifiziert,
trotzdem kann man ab einer Lange von zehn Kohlenstoffatomen von einem
bevorzugten Lipase-Substrat sprechen. Ein Triacylglycerid mit drei Olséureresten

kann als Standard-Substrat von Lipasen gesehen werden (Jadger et al., 1999).

2.5.1.2 Enantioselektivitat

Die fur die enzymatische kinetische Racematspaltung verantwortliche
Enantioselektivitat von Enzymen beruht auf dem Prinzip, dass sich Enantiomere in
ihrer Bindungsfahigkeit an ein Enzym unterscheiden konnen. Dabei spielen zwei
Eigenschaften eine wichtige Rolle: Zum einen die unterschiedlichen
Bindungsfahigkeiten der beiden Enantiomere an das aktive Zentrum des Enzyms,
die durch die GroRe der Substituenten bestimmt werden; zum anderen die
Bindung der Aminosauren der katalytischen Triade an die Atome der Enantiomere.

Je praziser und gunstiger die Wechselwirkungen stattfinden, desto starker kann
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die Aktivierungsenergie abgesenkt werden und desto schneller wird das jeweilige
Substrat umgesetzt. Sind die Wechselwirkungen ungulnstig, kann die
Aktivierungsenergie nicht stark genug abgesenkt werden und das jeweilige
Enantiomer wird langsamer umgesetzt (Buchholz et al., 2005). Die experimentelle

Ermittlung der Enantioselektivitat (E-Wert) ist in Kapitel 3.2.4.1 dargestellt.

FUr die Vorhersage der Enantiopraferenz von Lipasen wurde eine Reihe von
empirischen Regeln entwickelt. Das Modell nach Kazlauskas et al. (1991)
beschreibt die Erkennung chiraler sekundarer Alkohole und beruht auf der GréRRe
des Substituenten am asymmetrischen Kohlenstoffatom. Hiernach besteht das
aktive Zentrum des Enzyms aus zwei Taschen unterschiedlicher Grof3e, wobei der
groldere Substituent (L) des bevorzugten Enantiomers in die grofde Tasche und
der mittelgroRe Substituent (M) in die kleinere Taschen binden (Abbildung 7). Die
Enantioselektivitat der Lipasen ist damit umso effektiver, je mehr sich die GréRRen

der jeweiligen Substituenten unterscheiden (Ghanem und Aboul-Enein, 2005).

OH OR

Abbildung 7: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums von Lipasen nach dem Kazlauskas-
Modell (Ghanem und Aboul-Enein, 2005).
links: Bindung des bevorzugten Enantiomers;
rechts: Bindung des weniger bevorzugten Enantiomers

Die Anwendbarkeit dieser Regel durch Vorhersage der Enantiopraferenz (Kim und
Cho, 1992; Lutz et al., 1992; Orrenius et al., 1998) sowie die Steigerung der
Enantioselektivitat durch Variation der SubstituentengroRe (Gupta und
Kazlauskas, 1993; Rotticci et al., 1997) konnte mittlerweile von verschiedenen
Forschungsgruppen demonstriert werden.

Die Stereoselektivitat von Lipasen kann nicht nur durch die chemische Struktur
des Substrates beeinflusst werden, sondern auch durch eine Anderung der
Beschaffenheit des Enzyms, wie z.B. durch Immobilisierung (Bornscheuer, 2003;
Cao, 2005). Aber auch ein Wechsel der Reaktionsbedingungen (Temperatur,

Druck) oder des Reaktionsmediums (wassrige Ldsung vs. organisches
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Lésungsmittel, Polaritat, 2-Phasen-System) kann zu Veranderungen der
Enantioselektivitat fUhren (Kovac et al., 2000; Berglund, 2001, Bornscheuer und
Kazlauskas, 2006).

2.5.1.3 Candida antarctica Lipase B (CALB)

Die Hefe Candida antarctica produziert zwei Lipasen: Lipase A und Lipase B.
Wahrend Lipase A thermostabil und calciumabhangig ist, verhalt sich Lipase B
weniger thermostabil und ist calciumunabhangig. Zudem unterscheiden sich beide
Enzyme in ihrer Substratspezifitat. Lipase A ist sehr aktiv im Bezug auf grofRe
Triglyceride; Lipase B weist dagegen groRRe Aktivitat gegenuber vielen Estern,
Alkoholen, Amiden und Thiolen auf. Aufgrund des spezifischeren
Substratspektrums, ihrer ausgepragten Stabilitat sowohl in Wasser als auch
organischen Losungsmitteln und ihrer Regio- und Enantioselektivitat gehort
Candida antarctica Lipase B (CALB) mittlerweile zu einem der industriell
meistgenutzten Biokatalysatoren (Anderson et al., 1998; Bornscheuer und
Kazlauskas, 2006).

CALB besteht aus 317 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 33 kDa.
Die Herstellung erfolgt als rekombinantes Enzym in Aspergillus-Spezies. CALB
weist die Lipase-typische a/B-Hydrolasefaltung auf und die katalytische Triade des
aktiven Zentrums besteht aus den Aminosauren Serin, Histidin und Asparagin
(Anderson et al., 1998, Hoegh et al., 1995). CALB unterscheidet sich von anderen
Lipasen in ihrer Pentapeptid-Sequenz, wodurch die Schleife des nucleophilic
elbow weniger stark gebogen ist. Es wird von einer lid-ahnlichen Struktur berichtet,
die Uber dem Zugang des aktiven Zentrums positioniert ist (Uppenberg et al.,
1995), allerdings zeigt CALB keine Grenzflachenaktivitat (Martinelle et al., 1995).
Nach Bornscheuer und Kazlauskas (2006) sollte CALB somit eher als Esterase
klassifiziert werden, wahrend Anderson et al. (1998) von einem Intermediat
zwischen Lipase und Esterase sprechen.

CALB zeichnet sich durch ihre Enantioselektivitat gegenuber sekundaren
Alkoholen aus. Hierbei folgen die Umsetzungen in den meisten Fallen der
Kazlauskas-Regel, d.h. (R)-Enantiomere werden bevorzugt umgesetzt (siehe

Kapitel 2.5.1.2). Untersuchungen der Variation der Substituentengrof3en zeigen,
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dass Umsetzungen mit CALB hoch enantioselektiv verlaufen, wenn das Substrat
einen M-Substituenten kleiner als n-Propyl und einen L-Substituenten groRRer als
n-Propyl aufweist (Orrenius et al., 1998, Rotticci et al., 1998). Durch die
Strukturaufklarung mittels Kristallisation durch Uppenberg et al. (1995) wurde eine
Erklarung fir die hohe Enantioselektivitat von CALB gegenlber sekundaren
Alkoholen gefunden. Es wurde festgestellt, dass das aktive Zentrum in zwei
Kanale mit limitierter GroRRe aufgeteilt ist: eine ,Acyl-Tasche® fur den Saureteil des
Substrates und eine ,Alkohol-Tasche®, in der der Alkohol-Teil bindet. Diese
Konformation wird dadurch bestimmt, dass wahrend der Umsetzung ein Proton
des aktiven Histidin-Bestandteils auf das Alkohol-Sauerstoffatom Ubertragen
werden muss (siehe Kapitel 2.5.1.1). Das aktive Zentrum von CALB ist dadurch,
verglichen mit anderen Lipasen, raumlich sehr begrenzt und die katalytisch aktiven
Aminosaure-Bestandteile liegen schwer zuganglich im hinteren Teil. Hier befindet
sich innerhalb des Alkohol-Kanals die so genannte ,Stereospezifitats-Tasche®,
eine enantioselektive Bindungsstelle flr den chiralen Alkohol-Teil des Substrates.
Die Alkohol-Enantiomere kdnnen in zwei verschiedenen Orientierungen in diese
stereospezifische Tasche binden: Beim bevorzugt umgesetzten Enantiomer (meist
(R)) positioniert sich der mittelgroRe M-Substituent in diese stereospezifische
Tasche, wahrend der L-Substituent in Richtung Eingang des aktiven Zentrums
zeigt. Das langsamer reagierende Enantiomer (meist (S)) muss dagegen den
grollen L-Substituenten in die raumlich begrenzte Stereospezifitats-Tasche
binden, was zu sterischen Hinderungen und somit niedrigeren Umsatzraten flhrt
(Orrenius et al., 1998; Rotticci et al., 1998; Haeffner und Norin, 1999; Ottosson et
al., 2001).

2.5.1.4 Candida cylindracea Lipase (CCL)

Die Lipase aus Candida cylindracea (CCL) findet breite Anwendung in der
Hydrolyse und Synthese von Estern. Sie ist auch unter dem Synonym Candida
rugosa (CRL) bekannt. Einen Uberblick tiber den Einsatz in der Biokatalyse sowie
strukturelle Aspekte gibt die Arbeit von Dominguez de Maria et al. (2006).

CCL besteht aus funf Isoenzymen mit nahezu identischen Eigenschaften. Jedes

Enzym besteht aus 534 Aminosauren und besitzt ein Molekulgewicht von ca.
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60 kDa (Benjamin und Panday, 1998). Da CCL ein untbliches Codon fir Serin
verwendet, das in anderen Wirtsorganismen fur Leucin codiert, kann es nicht als
rekombinantes Enzym hergestellt werden. Kommerziell erhaltliches CCL ist somit
eine Mischung verschiedener Isoenzyme und enthalt meist geringe Mengen an
Protease (Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).

CCL weist die Lipase-typische a/B-Hydrolasefaltung auf. Die katalytische Triade
des aktiven Zentrums besteht aus den Aminosauren Serin, Histidin und Glutamat.
Des Weiteren besitzt CCL eine lid-Struktur und weist, im Gegensatz zu CALB,
eine Grenzflachenaktivitat auf (Benjamin und Panday, 1998; Grochulski et
al., 1993). Aufgrund des vergleichsweise grofl3en aktiven Zentrums akzeptiert CCL
auch groRere Substrate. So gleicht die Bindungstasche fur den Saurebestandteil
einem Tunnel, der grol3 genug fur eine Cqg-Kohlenstoffkette ist (Bornscheuer und
Kazlauskas, 2006). Aufgrund ihres grol3en Substratspektrums und ihrer Fahigkeit
zur Umsetzung ungewodhnlicher Substrate findet CCL vermehrt Einsatz in der
Lebensmittelindustrie, wie z.B. der Produktion von Saften und Backwaren oder der
Modifikation von Fetten und Olen, aber auch in der Synthese von Aromastoffen,
Pharmazeutika oder Feinchemikalien (Benjamin und Panday, 1998; Bornscheuer
und Kazlauskas, 2006).

Hinsichtlich ihrer Enantioselektivitat findet man in der Literatur unterschiedliche
Angaben. So wird CCL einerseits als unspezifisches Enzym beschrieben (Sonnet
und Baillargeon, 1987; Gerlach et al., 1988). Andererseits wurde gezeigt, dass
CCL-katalysierte Umsetzungen hoch enantioselektiv verlaufen (Cambou und
Klibanov, 1984; Patel et al, 2000). Zudem st die Vorhersage der
Enantiopraferenz nach dem Kazlauskas-Modell nicht verlasslich fur acyclische

sekundare Alkohole (Kazlauskas et al., 1991).
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2.6 SENSORIK

2.6.1 Allgemeine Aspekte

Sensorik bezeichnet die Wissenschaft der Wahrnehmung durch die menschlichen
Sinnesorgane. Das beim Verzehr eines Lebensmittels wahrgenommene ,Flavour®
stellt den Gesamtsinneseindruck aus Geschmacks-, Geruchs- und Tastempfinden
dar (Belitz et al., 2008). Die beteiligten chemischen Verbindungen werden in
Geschmacksstoffe und Geruchsstoffe (Aromastoffe) unterteilt. Wahrend die
Geschmacksstoffe mit den Geschmacksrezeptoren auf der Zunge wahrgenommen
werden, handelt es sich bei den Aromastoffen um flichtige Verbindungen, die in
der Nasenhohle an die Rezeptoren des Riechepithels gelangen und dort von den
olfaktorischen Rezeptoren der Riechzellen erkannt werden. Wie in Abbildung 8
veranschaulicht, kann dies nicht nur durch direktes Einatmen Uber die Nase
(orthonasal) erfolgen, sondern auch beim Verzehr eines Lebensmittels (Kauen,
Schlucken) Uber den Rachenraum (retronasal). Bei der retronasalen
Geruchswahrnehmung handelt es sich um einen prazise gesteuerten Prozess, bei
dem der Aromatransfer nur zu bestimmten Zeitpunkten erméglicht wird (Bittner et
al., 2001; Blittner und Montserrat, 2005).
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Abbildung 8: Orthonasale und retronasale Geruchswahrnehmung

Wahrend sich der Geschmackssinn auf funf Grundarten (suf3, salzig, sauer, bitter,
Umami) beschrankt, kann der Mensch mehrere tausend Geruchsqualitaten
unterscheiden (Klinke et al., 2005). Entscheidend fur die Wahrnehmung von
Aromastoffen ist deren Schwellenwert. Wahrend die Konzentration einer
Verbindung, die gerade noch zur Erkennung der Geruchsqualitat ausreicht, als

Erkennungsschwelle bezeichnet wird, gibt die Wahrnehmungsschwelle den Wert
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an, bei der eine Wahrnehmung des Reizes stattfindet, aber keine Zuordnung des
Geruches moglich ist (Belitz et al., 2008). Einen Uberblick Uber orthonasale und
retronasale Geruchsschwellenwerte wichtiger Aromastoffe gibt die Zusammen-
fassung von Rychlik et al. (1998). Das Spektrum an flichtigen Verbindungen in
einem Lebensmittel kann aus mehr als 700 Einzelsubstanzen bestehen. Von
dieser Vielzahl an Verbindungen sind allerdings nur diejenige fur das Aroma von
Bedeutung, deren Konzentration grof3er ist als die Geruchsschwelle. Besondere
Bedeutung erlangen dabei die Substanzen, die das charakteristische Aroma eines
Lebensmittels  pragen. Einen  ausfiihrlichen  Uberblick Uber diese
Schlisselaromastoffe (character impact compounds) gibt die Zusammenfassung
von McGorrin (2002).

2.6.2 Aromawert

Zur Beurteilung der Aromarelevanz von flichtigen Verbindungen in einer
Lebensmittelmatrix eignet sich der Begriff des Aromawertes (Rothe und Thomas,
1963). Er ist definiert als Verhaltnis der Konzentration des Aromastoffes (c,) und
der Geruchsschwelle der Verbindung (ax) im vorliegenden Lebensmittel. Eine
Verbindung leistet demnach einen Beitrag zum Gesamtaroma, wenn ihre
Konzentration im Lebensmittel hoher ist als ihre Geruchsschwelle und der
Aromawert somit grof3er als 1 ist. Da die Geruchsschwellen von vielen Faktoren,
wie z.B. der Wahl des verwendeten Mediums oder der angewandten
Bestimmungsmethode beeinflusst werden (Van Toller, 1993; Buttery, 1999; Noble,
2002), sollten die zur Berechnung bendtigten Schwellenwerte in einer dem
Lebensmittel mdglichst ahnlichen Matrix bestimmt werden. Die Zusammenstellung
von Rychlik et al. (1998) verdeutlicht die Varianz von in der Literatur genannten
Geruchsschwellenwerten. Da das Prinzip des Aromawertes weder die
Abhangigkeit der Geruchsintensitat von der Konzentration des Aromastoffes
(Frijters, 1978) noch additive bzw. suppressive Wechselwirkungen mit der
Lebensmittelmatrix berlicksichtigt (Rothe et al., 1972; Acree, 1993), stellt die
Berechnung lediglich eine Naherungsmethode dar. Trotz dieses vereinfachten

Konzeptes konnten durch die Anwendung des Aromawertes wertvolle Beitrage zur
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Aufklarung verschiedener Lebensmittelaromen geleistet werden (Grosch, 1990;
Grosch, 2001).

2.6.3 Methoden der sensorischen Bewertung

Allgemein lassen sich sensorische Prifmethoden in analytische und hedonische
Verfahren unterteilen (Derndorfer, 2008). Die hedonische Priufung stellt ein rein
subjektives Verfahren in Form von Akzeptanz- oder Praferenztests dar. Bei den
analytischen Prifmethoden handelt es sich dagegen um objektive Bewertungen,
die je nach Durchfihrungsmodus als beschreibende oder bewertende Prifung
sowie Unterschiedsprufung klassifiziert werden (Meilgaard et al., 2006). Als
Vertreter der letztgenannten Gruppe stellt der Dreieckstest (Triangeltest) die
bekannteste und am weitesteten verbreitete Prifmethode dar. Das Prinzip dieses
Verfahrens basiert auf dem Erkennen einer abweichenden Probe aus einer Reihe
von drei Proben (davon zwei identisch). Der Triangeltest unter Verwendung der
.Forced-Choice-Technik® (3-AFC), bei der eine Aussage erzwungen wird, auch
wenn kein Unterschied erkennbar ist, stellt die nach internationalen Standards
(ISO 4120) einzige anerkannte Methode dar (Meilgaard, 2006, Buchecker, 2008).
Zudem hat sie sich zur Bestimmung von Geruchsschwellen etabliert.

Eine weitere Mdglichkeit der sensorischen Bewertung von Aromastoffen stellt die
Gaschromatographie/Olfaktometrie dar. Bei dieser Methode werden die flichtigen
Verbindungen  zunachst kapillargaschromatographisch  aufgetrennt  und
anschliellend ihre Aromarelevanz am so genannten Sniffing-Port bewertet
(Delahunty et al., 2006). Das Prinzip dieser Kombination aus einer instrumentell-
analytischen und einer sensorischen Methode ist in Abbildung 9 veranschaulicht.

Das Verfahren erlaubt die Bestimmung aromarelevanter flichtiger Verbindungen
aus einer komplexen Lebensmittelmatrix sowie die Bestimmung der
Geruchsqualitaten und -schwellenwerten von Aromastoffen. Hierzu wird nach der
von Ullrich und Grosch (1987) entwickelten Aromaextraktverdiinnungsanalyse
(AEVA) der Aromaextrakt bzw. die Stammlosung schrittweise mit Losungsmittel
verdunnt und jede Verdunnungsstufe mittels GC/O analysiert, bis kein Geruch
mehr wahrgenommen werden kann. Die letzte Verdunnungsstufe, bei der der
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Aromastoff noch wahrgenommen werden kann, wird als FD-Faktor (Flavor Dilution

Factor) definiert.

Injektor FID é

= |‘='] fl Sniffing-Port

Kapillarsaule

Gaschromatograph

Abbildung 9: Prinzip der Gaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O)

Analog dazu wird bei der CHARM-Analyse (Combined Hedonic Response
Measurement) von Acree et al. (1984) ebenfalls eine schrittweise Verdinnung des
Extraktes durchgeflhrt, wobei jedoch neben der Aromaqualitat zusatzlich die
Dauer des Geruchseindruckes berlcksichtigt wird. Bei beiden Methoden kdnnen
die Ergebnisse als Chromatogramm veranschaulicht werden, in dem die
ermittelten Werte (FD- oder CHARM-Werte) Uber den Retentionszeiten bzw.

-indices aufgetragen werden.
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3.1

3.1.1

MATERIAL & METHODEN

MATERIAL

Untersuchungsmaterial

MATERIAL & METHODEN

Die roten (Passiflora edulis Sims) und gelben Passionsfruchte (P. edulis f.

flavicarpa) aus Kolumbien wurden auf dem ortlichen GroRmarkt erworben. Die

gelben Passionsfrichte aus Thailand wurden Uber

einen Internethandler

(www.Tropenkost.de) direkt per Luftfracht geordert. Die Frichte wurden bis zur

Aufarbeitung bei 5 °C gelagert.

3.1.2 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden verwendet:

Aceton

Alkan Standardlésungen Cg-Cyq / C21-Cyo

Aluminiumoxid (basisch)

Buttersaure

Buttersaurechlorid
(E)-2-Decenal
Dichlormethan
Diethylether

Di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat

4-Dimethylaminopyridin

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Essigsaure

Essigsaurechlorid

Ethanol absolut

Heptan

2-Heptanol
(R)-2-Heptanol

Riedel-de Haén 24201
Fluka 04070 / 04071
Fluka 06290

Fluka 19210

Fluka 19310

Fluka 30658
Riedel-de Haén 24233
Riedel-de Haén 24004
Merck 1.05099

Fluka 39405
Riedel-de Haén 30412
Fluka 45740

Fluka 00990
Sigma-Aldrich 24194
Fluka 51745

Fluka 51800

Fluka 07225
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(S)-2-Heptanol
2-Heptanon

2-Hexanol

Hexansaure
Hexansaurechlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kieselgel (Merck 60, 0,063 — 0,200 mm)
Methanol
Methyl-tert-butylether
Molekularsieb (3 A)
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumsulfat (wasserfrei)
Natriumtaurocholat
2-Nonanol

(S)-2-Nonanol
Octansaure
Octansaurechlorid
n-Pentan

2-Pentanol

(S)-2-Pentanol
2-Pentylacetat

Pyridin

Salzsaure

Stickstoff (flissig)

MATERIAL & METHODEN

Sigma-Aldrich 340332
Frey&Lau
Sigma-Aldrich 128570
Fluka 21530

Fluka 21590
Riedel-de Haén 30407
Merck 1.07734

Merck 1.06018
Oxeno 0080287316
Roth 8487.1

ABCR 12313

Fluka 71630

Merck 1.06649
Sigma-Aldrich T4009
Fluka 974290
Sigma-Aldrich 557978
Fluka 21650
Sigma-Aldrich 04733
Applichem A0641
Fluka 76940
Sigma-Aldrich 330515

Tokyo Chemical Industry Company

Fluka 82704

Acros Organics 124620025

Linde

Die zur Extraktion verwendeten Ldosungsmittel Diethylether und n-Pentan wurden

vor Gebrauch Uber Flllkérperkolonnen destilliert.
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3.1.3 Synthese von Referenzsubstanzen

Zur Synthese der racemischen Ester wurden 20 mmol des sekundaren Alkohols in
einem 50 ml-Kolben in 15 ml Pyridin gelost. Nach Zugabe von 250 mg
4-Dimethylaminopyridin wurde der Kolben bis zur vollstandigen Klarung der
Ldsung in ein Ultraschallbad gestellt. Danach wurden 20 mmol Saurechlorid unter
Ruhren tropfenweise zugegeben und der Kolben dabei in einem Eis-Wasser-
Gemisch gekihlt.

Nach 3 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde langsam 1 ml Methanol
zugegeben, um das uUberschussige Saurechlorid zu binden. Nach 30-minutigem
Ruhren wurde die Reaktionsldsung mit einer Mischung aus Methyl-tert-butylether
und Wasser (je 60 ml) ausgeschittelt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und anschlieBend mit je 30 ml 2 N Salzsaure (2x), Wasser, gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung  und  gesattigter  Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die erhaltene Loésung wurde Uber Natriumsulfat (wasserfrei)
getrocknet und am Rotationsverdampfer schonend eingeengt. Der Ester wurde
anschlie3end mittels Vakuum-Destillation oder Fraktionierung an

Kieselgel/Aluminiumoxid (siehe 3.2.5.2) abgetrennt.

Zur Synthese der optisch reinen Ester wurden je 0,5 mmol optisch reiner
sekundarer Alkohol und das entsprechende Saurechlorid verwendet. Aufgrund der
geringen Konzentrationen erfolgte keine Aufreinigung der Ester. Das erhaltene
Reaktionsgemisch wurde direkt zur Bestimmung der Elutionsreihenfolge an

chiralen stationaren Phasen eingesetzt.
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3.1.4 Enzympraparate

MATERIAL & METHODEN

Die Enzympraparate wurden ohne weitere Behandlungen eingesetzt. Die

angegebenen Aktivitaten, zum Teil

durch unterschiedliche Messmethoden

bestimmt, wurden von Herstellerangaben tbernommen.

Lipasen:

Candida antarctica Lipase B (10,9 U/mg)

Candida antarctica Lipase B (= 10 U/mg)
(immobilisiert auf Acrylharz)

Candida antarctica Lipase (2,9 U/mg)
Candida cylindracea Lipase (7,29 U/mg)
Penicillium roqueforti Lipase (0,65 U/mg)
Aspergillus oryzae Lipase (2,5 U/mg)

Schweinepankreas Lipase (30 - 90 U/mg)

Esterasen:

Mucor miehei Esterase (1,1 U/mg)

Schweineleber Esterase (0,2 U/mg)
immobilisiert auf Eupergit® C

Fluka 62288

Sigma-Aldrich L4777

Fluka 62299
Fluka 62316
Fluka 62308
Fluka 62285

Sigma-Aldrich L3126

Fluka 46059

Fluka 46064
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3.2 METHODEN

3.2.1 Isolierung und Anreicherung der Aromastoffe

3.2.1.1 Simultane Destillation-Extraktion (SDE)

Zur lIsolierung der Aromastoffe wurden 300 g rote Passionsfrucht-Pulpe bzw.
400 g gelbe Passionsfrucht-Pulpe (mit Kernen) mit 750 ml Phosphatpuffer nach
Sorensen (pH-Wert 6,8) verdinnt (Rauen, 1965). Nach Zugabe des Internen
Standards 2-Hexanol (100 ug; in Diethylether/Ethanol abs (4:1; v/v)) wurde die
verdinnte Pulpe fur 1 Minute gerihrt und das Homogenat zur Abtrennung der
Kerne durch ein Sieb gepresst. Der gewonnene Saft wurde in einen 2 |
Rundkolben Uberfihrt und mittels eines Heizpilzes in einer nach Schultz et al.
(1977) modifizierten SDE-Apparatur zum Sieden erhitzt. Als Extraktionsmittel
wurden 200 ml n-Pentan/Diethylether (1:1; v/v) in einem 250 ml Rundkolben
vorgelegt und ebenfalls mittels eines Heizpilzes erhitzt. Die SDE wurde flr 2
Stunden durchgeflihrt. AnschlieBend wurde der gewonnene Extrakt Uber
Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet und an einer Vigreux Kolonne (30 cm x 2 cm
[.D.) bei einer Wasserbadtemperatur von ca. 40 °C schonend auf ein Endvolumen

von 1 ml eingeengt.

3.2.1.2 Vergleich der Isolierungsmethoden

Zur Untersuchung des Einflusses der Isolierungsmethode auf die naturliche
Enantiomerenzusammensetzung der chiralen Aromastoffe wurde ein dreifacher
Ansatz, wie unter 3.2.1 beschrieben, an roten Passionsfrichten aufgearbeitet
(900 g Pulpe, 2250 ml Phosphatpuffer, 300 ug Interner Standard).

Der gewonnene Saft wurde in drei Aliquote zu je ca. 1000 ml geteilt und ein
Aliquot anschlieRend mittels SDE (siehe 3.2.1.1) extrahiert. Die beiden anderen
Aliquote wurden der Flussig-FlUssig Extraktion (LLE) und der Vakuum Headspace
Technik (VHS) unterworfen.
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Flissig-Flissig Extraktion (LLE)

Die Flussig-Flussig Extraktion erfolgte in einem Kutscher-Steudel-Extraktor
(Gattermann und Wieland, 1972) und wurde fur 24 Stunden durchgefihrt. Als
Extraktionsmittel wurden 200 ml n-Pentan/Diethylether (1:1; v/v) verwendet,
welches in einem 250 ml Rundkolben mittels eines Heizpilzes zum Sieden erhitzt
wurde. Die organische Phase wurde uUber Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet
und an einer Vigreux Kolonne (30 cm x 2 cm 1.D.) bei einer Wasserbadtemperatur

von ca. 40 °C schonend auf ein Endvolumen von 1 ml eingeengt.

Vakuum Headspace Technik (VHS)

Der Passionsfrucht-Saft wurde in einen 2 | Rundkolben Uberfihrt und dieser an

eine VHS-Apparatur nach Werkhoff et al. (1998) mittels eines Wasserbades auf
ca. 35 °C temperiert. Es erfolgte eine dreistundige Isolierung der Aromastoffe bei
einem Vakuumbereich von 1-10 mbar (Leybold-Heraus Vakuumpumpe, Typ D4A).
Das wassrige Destillat wurde in drei Kihlfallen kondensiert, wobei die ersten
beiden mit Wasser-Eis-Gemisch und die dritte mit flissigem Stickstoff gekunhlt
wurden. Nach Ablauf des Vorganges und Auftauen der Destillate wurden diese
vereinigt und mit 3 x 50 ml n-Pentan/Diethylether (1:1; v/v) ausgeschuttelt. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet und an einer
Vigreux Kolonne (30 cm x 2 cm I.D.) bei einer Wasserbadtemperatur von ca.

40 °C schonend auf ein Endvolumen von 1 ml eingeengt.

3.2.2 Identifizierung und Quantifizierung der Aromastoffe

Die fluchtigen Verbindungen der gewonnenen Extrakte wurden mittels
Kapillargaschromatographie (siehe 3.2.2.6) und Kapillargaschromatographie-
Massenspektrometrie (siehe 3.2.2.7) analysiert. Die ldentifizierung der sekundaren
Alkohole und ihrer Ester erfolgte mit Hilfe von Referenzsubstanzen durch
Vergleich der massenspektrometrischen und kapillargaschromatographischen

(Retentionszeit bzw. Retentionsindex) Daten.
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3.2.2.1 Bestimmung der Retentionsindices

Zur Bestimmung der Retentionsindices bzw. Kovats-Indices (KI) wurden n-Alkane
als Standards verwendet, wobei die Retentionszeit der zu identifizierenden

Verbindung auf die der n-Alkan-Serie bezogen wurde (Kovats, 1958):

KI:1OO>{C+H}
RT,,1—RT,
mit  Ki = Kovats-Index
RT = Retentionszeit der unbekannten Verbindung
RT, = Retentionszeit des n-Alkans
RT..1 = Retentionszeit des n+1-Alkans
C = Anzahl der Kohlenstoffatome des n-Alkans

3.2.2.2 Bestimmung der FID-Response-Faktoren

Die FID-Response-Faktoren wurden mit Losungen der Referenzsubstanzen im

Vergleich zum Internen Standard 2-Hexanol (jeweils 0,1 pg/pl in Diethylether)

bestimmt.
Rf PS mit  Rfy = Response-Faktor der Verbindung
X=5
Py Py = Peakflache der Verbindung
Ps = Peakflache des IS (2-Hexanol)

3.2.2.3 Wiederfindungsversuche

Die Wiederfindungsfaktoren der Referenzsubstanzen wurden in Modellversuchen
aus wassrigen Losungen bestimmt. Hierzu wurden zunachst Stammlésungen der
Referenzsubstanzen zusammen mit dem Internen Standard 2-Hexanol in einer
Konzentration von 1ug/ul in Diethylether/Ethanol abs (4:1; v/v) hergestellt. Um

Uberlappungen bei der gaschromatographischen Auswertung zu vermeiden,
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wurden die Substanzen auf zwei Stammldsungen verteilt: Stammlésung 1 enthielt
die 2-Alkanole und 2-Heptylester und Stammlosung 2 die 2-Pentyl- und 2-
Nonylester. Zur Bestimmung der Wiederfindungen aus den Originalldsungen
wurden jeweils 100 ul der Stammldsungen mit 900 pl n-Pentan/Diethylether (1:1;
v/v) verdiunnt und direkt zur kapillargaschromatographischen Analyse eingesetzt.
Zur Bestimmung der Wiederfindungen nach der Isolierung wurden jeweils 100 pl
der Stammlosungen mit 900 ml Phosphat-Puffer (pH 6,8) vermischt und mittels
SDE extrahiert (wie unter 3.2.1.1 beschrieben).

Die Wiederfindungsfaktoren (Wf) der untersuchten Verbindungen wurden mit Wf-

Werten des Internen Standards korrigiert und nach folgender Formel ausgewertet:

W, = Pxi -Pso
Pxo -Psi
mit  Wrx = Relativer Wiederfindungsfaktor der Verbindung
Pxi = Peakflache der Verbindung nach der Isolierung
Pxo = Peakflache der Verbindung in der Originallésung
Psi = Peakflache des IS nach der Isolierung
Pso = Peakflache des IS in der Originallésung

3.2.2.4 Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden nach der von Hé&drich und
Vogelgesang (1999a, b) beschriebenen Methode ermittelt. Hierzu wurden einer
analytfreien Matrix (Diethylether) die Referenzsubstanzen in flnf verschiedenen
Konzentrationen zugesetzt (0,5-10 pg/kg) und jede Verdunnung in einer
Zweifachbestimmung kapillargaschromatographisch untersucht. Nach Auftragen
der erhaltenen Peakflachen Uber den zugegeben Konzentrationen wurden fir jede
Referenzsubstanz basierend auf die resultiere Kalibriergerade die Nachweis- und

Bestimmungsgrenze nach folgenden Formeln berechnet:
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Aus der Kalibriergeraden: y =a+bx

errechnete sich die Reststandardabweichung (sy):

- mit a
(vi - (@+bx;)f b

== Yi

Sy n-2 "

Hieraus ergaben sich die Nachweisgrenze (NG):

s =2
NG =Y .t - 1+1+ n
b~ n 2 —\2
(x; =)
=1

und die Bestimmungsgrenze (BG):

BG=||y+b(EG-X)+s, -tfg- 1+
’ n
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= y-Achsenabschnitt

= Steigung

= Peakflache der Probe i

= Konzentration der Probe i
= Anzahl der Messwerte

—al /b

mit g = 1,860 (Quantil der t-Verteilung fir f=n-2 Freiheitsgrade und 95 % Wahrscheinlichkeit)
X = Arithmetisches Mittel aller zugesetzter Konzentrationen
y = Arithmetisches Mittel aller erhaltenen Peakflachen
EG = 2xNG
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3.2.2.5 Quantitative Bestimmung

Die Quantifizierung der Aromastoffe erfolgte Uber die Peakflachen der Substanzen
und die des zugesetzten Internen Standards 2-Hexanol. Vorversuche hatten
gezeigt, dass 2-Hexanol kein natirlicher Bestandteil in roten und gelben
Passionsfruchten ist. Zudem wurden in die Berechnung die zuvor bestimmten FID-

Response-Faktoren und die Wiederfindungsfaktoren miteinbezogen:

mit ¢y = Konzentration der Verbindung (ug/kg)
Rfy = FID-Response-Faktor der Verbindung
P, -Rf, -M - Wy, Px = Peakflache der zu quantifizierenden Verbindung
Cy = Ps = Peakflache des Internen Standards
Ps -M- Wiy, Ms = Masse an zugesetztem Internem Standard (ug)
M = Masse an eingesetzten Passionsfrichten (kg)
Wfs = Wiederfindungsfaktor des Internen Standards

Wf, = Relativer Wiederfindungsfaktor der Verbindung

Tabelle 3 zeigt zusammenfassend die zur Quantifizierung der sekundaren
Alkohole und ihrer Ester ermittelten Wiederfindungen und FID-Response-Faktoren
(Rf).

Tabelle 3: Wiederfindungen (%) und FID-Responsefaktoren (Rf) der quantifizierten Verbindungen

Verbindung Wiederfindung (%) Rf
Alkohole

2-Pentanol 94,7 * 0,5 1,09
2-Heptanol 103,7 + 0,1 1,00
2-Nonanol 112,4 * 1,4 0,85
Ester

2-Pentylacetat 57,5 + 4,7 1,12
2-Pentylbutanoat 44,0 * 5,2 1,07
2-Pentylhexanoat 64,3 * 2,5 1,00
2-Pentyloctanoat 105,6 + 3,3 1,02
2-Heptylacetat 42,8 + 5,5 1,08
2-Heptylbutanoat 52,2 * 2,4 0,99
2-Heptylhexanoat 96,6 * 5,3 1,03
2-Heptyloctanoat 106,4 * 1,1 1,04
2-Nonylacetat 82,1 + 4.1 1,02
2-Nonylbutanoat 104,9 * 2,8 0,90
2-Nonylhexanoat 105,9 * 2,6 0,90
2-Nonyloctanoat 103,1 * 3,2 0,96
2-Hexanol (IS) 77,0 + 6,6 1,00
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3.2.2.6 Kapillargaschromatographie (HRGC-FID)

GC-SYSTEM 1

Gerét:

Kapillarsaule:
Temperaturprogramm:
Tragergas:

Injektor:

Detektoren:

Carlo Erba Mega Il 8575 (C.E. Instruments)

DB-WAX (60 m; 0,32 mm |.D.; 0,25 um F.); J&W Scientific
40 °C/5 min//4 °C/min//230 °C/25 min

H, (110 kPa)

Splitinjektion (215 °C);

Splitfluss 30 ml/min; Splitverhaltnis ca. 1:10

FID (230 °C) und FPD (140 °C)

Effluentsplit via press-fit T-Stick ca. 1:1

3.2.2.7 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

GC-SYSTEM 2

Gerat:

Kapillarsaule:
Temperaturprogramm:
Tragergas:

Injektor:

GC 8000™"-Voyager (ThermoFinnigan)

DB-WAX-ETR (30 m; 0,25 mm 1.D.; 0,5 ym F.); J&W Sci.
40 °C/5 min//4 °C/min//240 °C/25 min

He (75 kPa)

Splitinjektion (220 °C);

Splitfluss 30 ml/min; Splitverhaltnis ca. 1:10

Quadrupol-Massenfilter im EI-Modus

lonisationsenergie:
MS-Source Temp.:
MS-Interface Temp.:

70 eV
200 °C
240 °C
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3.2.3 Untersuchung natiirlicher Enantiomerenzusammensetzungen

3.2.3.1 Bestimmung kapillargaschromatographischer KenngroRen

Zur Charakterisierung der Trennleistung der verwendeten chiralen stationaren

Phasen wurden drei Kenngrofen herangezogen (Gottwald, 1995):

Der Kapazitatsfaktor k beschreibt die Retention einer Verbindung und ist somit ein

Mal} fir die Aufenthaltsdauer der Enantiomere in der stationaren Phase. Er ist
umgekehrt proportional zur Saulentemperatur und steigt so z.B. bei Senkung der

Saulentemperatur.

_ti-t tr —tg

und K2 =

k
1 to to

mit Bruttoretentionszeit des zuerst eluierenden Enantiomers
ta

to

Bruttoretentionszeit des spater eluierenden Enantiomers

Totzeit (Retentionszeit einer nicht zurlickgehaltenen Komponente)

Der Trennfaktor a ist ein Mal} fur die Selektivitat oder die relative Peaktrennung im
chromatographischen System. Je groRer die Selektivitat, desto besser wurden die

beiden Enantiomere voneinander getrennt. Ist a = 1, liegt keine Trennung vor.

k mit  k
a2 :
k1 k'l

Kapazitatsfaktor des spater eluierenden Enantiomers

Kapazitatsfaktor des zuerst eluierenden Enantiomers

Ein weiteres Mal} fur die Trennung zweier Enantiomere ist die Auflésung R,

welche die ,Uberlappung“ der Peaks beschreibt.

Retentionszeit der Enantiomere
Peakbreite bei halber Hohe

t, —t mit t
R=1177x | —2 1
W1+ Wpo W
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Generell wird bei einer Auflosung von R = 1,3 eine Basislinientrennung der zu

trennenden Enantiomere beobachtet.

GC-SYSTEM 3
Gerat: Carlo Erba 5160 Mega Series (C.E. Instruments)
Kapillarsaule: (I) Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-tert-butyldimethylsilyl)-B-CD in

SE54 (25 %; 30 m; 0,32 mm I.D.; 0,25 um F.)
(1) Oktakis(2,3-di-O-methoxymethyl-6-tert-butyldimethylsilyl)-
y-CD in OV-1701vi (33 %; 30 m; 0,25 mm |.D.; 0,25 ym F.)
Temperaturprogramm: 40 °C/2 min//2 °C/min//200 °C/10 min

Tragergas: H, (110 kPa)
Injektor: Splitinjektion (220 °C)

Splitfluss 30 ml/min; Splitverhaltnis ca. 1:15
Detektor: FID (230 °C)

3.2.3.2 Multidimensionale Gaschromatographie (MDGC)

Fir die Bestimmung der natlrlichen Enantiomerenzusammensetzungen der
Aromastoffe wurde ein ,multidimensionales® Gaschromatographiesystem
verwendet, das aus zwei gekoppelten Gaschromatographen (GC 8000 Series)
bestand und mit einem Moving Column Stream Switching System (MCSS)
ausgestattet war (Abbildung 10).

Im Glasdom befinden sich neben den Kapillaren (zum Monitordetektor bzw.
Restriktionskapillare) das Ende der achiralen Vorsaule und der Anfang der
chiralen Hauptsaule. In der Entkopplungsphase flie3t das Eluat der Vorsaule zum
Monitordetektor des ersten Ofens. Wird die Vorsdule durch eine
Verschiebeeinrichtung zum Eingang der Hauptsaule geschoben, wird das Eluat

auf die chirale Hauptsaule zum Hauptdetektor geleitet (,Cut-Zeit*).

49



SSL
Injektor

®  [Fo]

P3

7

Monitordetektor P2

MATERIAL & METHODEN

Saulenofen 1 Saulenofen 2
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Injektor Glasdom
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ventil @
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Bewegungs- I

Vorsaule

Press-Fit

Press-Fit

Hauptsaule

Abbildung 10: Schematischer Aufbau des Multidimensionalen Gaschromatographen mit MCSS

GC-SYSTEM 4

Séaulenofen 1

Vorsaule

Temperaturprogramm:

Tragergas:

Injektor:

Detektor:

Séaulenofen 2

Hauptsaule:

Temperaturprogramm:

Tragergas:
Detektor:

(1) DBWAX (60 m; 0,32 mm 1.D.; 0,25 um F.); J&W Scientific
(1) DB-5 (60 m; 0,32 mm 1.D.; 0,25 um F.); J&W Scientific
40 °C/5 min//4 °C/min//230 °C/25 min

H, (165 kPa)

Splitinjektion (215 °C)

Splitfluss 30 ml/min; Splitverhaltnis ca. 1:15

FID (230 °C)

Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-tert-butyldimethylsilyl)--CD
in SE54 (25 %; 30 m; 0,32 mm I.D.; 0,25 pym F.)

37 °C/10 min//2 °C/min//200 °C/15 min

H, (98 kPa)

FID (200 °C)
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Das Cyclodextrinderivat wurde nach Schmarr (1992) synthetisiert und
charakterisiert. Die verwendete Kapillarsaule wurde analog zu den von Grob
(1986) beschriebenen Verfahren hergestellt.

Die Untersuchung der kompletten Serie an sekundaren Alkoholen und

2-Alkylestern erfolgte durch vier Kombinationen an ,Cut-Fenstern®:

Kombination Verbindung Cut-Fenster (min)
() 2-Pentanol 12,18 - 12,35
2-Heptanol 20,08 - 20,21
(1 2-Heptylacetat 17,81-17,95
2-Heptylbutanaot 22,93 - 23,08
2-Heptylhexanoat 29,38 - 29,57
2-Heptyloctanoat 35,37 - 35,51
2-Nonylhexanoat 35,37 - 35,51
(1) 2-Pentylbutanoat 15,81 - 15,99
2-Pentylhexanoat 23,14 - 23,22
2-Nonylacetat 24,86 - 25,00
(V) 2-Pentylacetat 10,34 - 10,49
2-Pentyloctanoat 29,66 - 30,16
2-Nonylbutanoat 29,66 - 30,16

3.2.3.3 Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des MDGC-Transfers wurden nach der
von Hé&drich und Vogelgesang (1999a, b) beschriebenen Methode bestimmt.
Hierzu wurden finf Konzentrationen (0,5-3 ug/kg) in Zweifachbestimmung

kapillargaschromatographisch untersucht und analog zu 3.2.2.4 ausgewertet.
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3.2.4 Enzymkatalysierte kinetische Racematspaltungen

3.2.4.1 Parameter

Der Enantiomerentberschuss ee (enantiomeric excess) beschreibt die optische

Reinheit des gebildeten Produktes oder des verbliebenen Substrates, also
inwieweit ein Enantiomer im Vergleich zum anderen vorliegt. Eine optisch reine
Substanz hat demnach einen Enantiomerenuberschuss von 100 %, ein Racemat
von 0 % (Chen et al., 1982b; Ghanem und Aboul-Enein, 2005).

P,-P
ee:umoo

P1 + P2
mit Py = Peakflache des Enantiomers mit hoherer Konzentration
P, = Peakflaiche des Enantiomers mit geringerer Konzentration

Die Berechnung der Umsatzrate U erfolgte Uber drei verschiedene Methoden:

Berechnung mit Internem Standard:

Der prozentuale Gehalt an synthetisiertem Produkt wurde Uber die Bestimmung
des nicht umgesetzten Substrates unter Berticksichtigung des Internen Standards
(IS;  2-Heptanon) erhalten. Dies erfolgte auf Basis der kapillar-
gaschromatographisch ermittelten Peakflachen (GC-SYSTEM 1) und der

jeweiligen FID-Response-Faktoren.

mit ¢ = verbliebene Substratmenge zum Zeitpunkt t,
C[%] _ Sx 'RfS/ISX 'RfIS %100 Sy = Peakflache des Substrates zum Zeitpunkt ty
S0 'RfS”SO 'RfIS Sy = Peakflache des Substrates zum Zeitpunkt t,
Rfs = Response-Faktor des Substrates
und Rfis = Response-Faktor des IS
ISy = Peakflache des IS zum Zeitpunkt tq
U [%] =100-c ISy = Peakflache des IS zum Zeitpunkt t,
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Berechnung iiber Enantiomereniiberschiisse (Chen et al., 1982b):

Ausgehend von einem racemischem Substrat wurde die Umsatzrate der
Reaktion auf Basis der Enantiomerenuberschisse des Substrates (ees) und des
gebildeten Produktes (eep) berechnet (GC-SYSTEM 3).

ee mit ees = Enantiomerenlberschuss des nicht
U [%] =— S %100 umgesetzten Substrates
ees +eep eep = Enantiomereniberschuss des Produktes

Berechnung liber Peakfldchenverhéltnisse (Chen et al., 1982b):

Ausgehend von einem optisch angereicherten Substrat wurde die Umsatzrate
der Reaktion uber die Peakflachen der Substrat-Enantiomere und der
entsprechenden Produkte ermittelt (GC-SYSTEM 3).

mit A = Peakflache des schneller reagierenden
A+B Substrat-Enantiomers
U[%]=1- x100 - : -
B Peakflache des langsamer reagierenden
(A+P)+(B+Q) .
Substrat-Enantiomers
P = Peakflache des Produktes aus Substrat A
Q = Peakflache des Produktes aus Substrat B

Die Enantioselektivitat E stellt ein Maly fur die Fahigkeit eines Enzyms dar,

zwischen zwei Enantiomeren zu unterscheiden, die um die gleiche Bindungsstelle
des Enzyms konkurrieren. Nicht enantioselektive Reaktionen haben einen E-
Wert von 1. Umsetzungen mit E > 20 sind nach Bornscheuer und Kazlauskas
(2006) nutzliche Synthesen. E-Werte, die grofier als 100 sind, kdnnen nicht mehr
exakt angegeben werden, da aufgrund der logarithmischen Funktion bereits kleine
Anderungen der gemessenen Enantiomerenlberschiisse zu groRen Anderungen

des resultierenden E-Werts fuhren.
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Chen et al. (1982b) entwickelten ein kinetisches Modell, mit dem die
Enantioselektivitat einer enzymkatalysierten Racematspaltung berechnet werden
kann. Voraussetzungen fur die Gultigkeit der angegebenen Formeln sind, dass ein
Substrat zu genau einem Produkt umgesetzt wird, dass die Reaktion praktisch

irreversibel ablauft und dass keine Produkthemmung vorliegt:

Berechnung tiber Umsatzrate und Enantiomereniiberschuss des Substrates:

Umgesetzte Substratmenge

e _Inl1-U)x(1-ees)] mit U
In[(1-U)x (1+ eeg)| c6s

Enantiomereniiberschuss des Substrates

Berechnung liber Umsatzrate und Enantiomereniiberschuss des Produktes:

Umgesetzte Substratmenge

In[(1-U)x (1+eep )] mit U

== In[(1-U)x (1-eep )| eee

Enantiomerentiberschuss des Produktes

Da Enantiomerenliberschisse im Gegensatz zu Umsatzraten oft genauer
bestimmt werden kdnnen, wird die Berechnung nach Rakels et al. (1993) Uber die
Enantiomerenuberschiisse von Substrat und Produkt als die praziseste

angesehen (Bornscheuer und Kazlauskas, 2006):

Berechnung liber Enantiomereniiberschiisse von Substrat und Produkt:

h{/l_ees} mit ees = Enantiomereniberschuss des Substrates
E= 1+ (ees/eep) eep = Enantiomerenlberschuss des Produktes
n 1+ eeg
1+ (eegl/eep)
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3.2.4.2 Enzymkatalysierte Veresterungen und Enzymscreening

Zum Enzymscreening und zur Synthese der Ester im Mikromalistab wurden je
200 ymol Saure und 200 pmol Alkohol in ein mit Rudhrfisch bestlcktes
Schraubglas gegeben und in 1000 pl Heptan (getrocknet auf Molekularsieb)
geldst. Nach Zugabe von 200 pmol Internem Standard (2-Heptanon) wurde das
Gemisch 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer gerthrt
(250 rpm).

Der Start der Synthese erfolgte durch die Zugabe des jeweiligen Enzyms. Die
dabei eingesetzten Mengen richteten sich nach der Aktivitat des Enzyms in U/mg
und entsprachen einer Aktivitat von etwa 80 Units.

Nach 0, 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden wurden jeweils 5 pl Probe entnommen, mit
500 pl Diethylether verdinnt und mit Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet. Die
Beendigung der Reaktion erfolgte durch Abfiltrieren des Enzyms mittels
Einmalspritzenfiltersystem. 1 ul wurde zur GC-Analyse verwendet (GC-SYSTEM 1
und GC-SYSTEM 3).

3.2.4.3 Enzymkatalysierte Hydrolysen

Im Puffersystem:

In ein Schraubglaschen mit Rudhrfisch und 1 ml Kaliumphosphat-Puffer
(KH2PO4/K:HPO,4; 50mM; pH 7,4) wurden 200 pmol des zu hydrolysierenden
racemischen Esters pipettiert und das Gemisch 15 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Magnetruhrer gerthrt. Vor der Enzymzugabe wurde ein Aliquot von 5 pl
fur die Nullprobe enthommen. Der Start der Hydrolyse erfolgte durch die Zugabe
von 80 Units immobilisierter Candida antarctica Lipase B (CALB imm). Im Verlauf
der Reaktion wurden nach 1, 2, 4, und 8 Stunden je 20 ul enthommen, mit 1000 pl
Pentan/Diethylether-Gemisch (1:1) extrahiert und die organische Phase mit
Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet. 0,5 pl wurden zur GC-Analyse (GC-
SYSTEM 3) verwendet.
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In Natrium-Taurocholat-Losung:

Hierzu wurden die enzymkatalysierten Hydrolysen statt in reinem Kaliumphosphat-
Puffer in einem Kaliumphosphat-Puffer/Natrium-Taurocholat-Lésung - Gemisch
(1:1) durchgefuhrt. Dazu wurden in zwei parallelen Ansatzen eine 12 mmol bzw.
24 mmol Natrium-Taurocholat-Losung verwendet. In ein Schraubgldschen mit
Ruhrfisch und 1ml des entsprechenden Puffer-Gemischs wurden 200 umol Ester
pipettiert, 15 Minuten gerUhrt und anschlieBend ein Aliquot von 20 pl fir die
Nullprobe entnommen. Nach der Zugabe von 80 Units CALB imm wurde nach 8
Stunden Reaktionszeit erneut eine Probe von 20 pl entnommen. Die Proben
wurden analog zu den Hydrolysen in reinem Puffersystem (s.o0.) weiterbehandelt

und analysiert.

3.2.5 Praparative Gewinnung optisch reiner Ester

3.2.5.1 Kinetische Racematspaltung

Zur praparativen Gewinnung der optisch reinen Ester wurden je 15 mmol
sekundarer Alkohol sowie Saure in einen mit RuUhrfisch bestickten 100 ml
Rundkolben pipettiert und in 75 ml Pentan (getrocknet auf Molekularsieb) geldst.
Das Gemisch wurde anschliellend bei Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer
geruhrt. Die Synthese wurde durch Zugabe von 300 Units CALB imm gestartet.
Vor der Enzymgabe und zur Kontrolle des Umsatzes wahrend der Veresterung
(nach 24 bzw. 48 Stunden) wurde ein Aliquot von 5 pl entnommen, in 500 pl
Diethylether verdinnt und mit Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet. 1 ul wurde zur
GC-Analyse (GC-SYSTEM 3) verwendet.

Die Reaktion wurde bei einem Umsatz von mindestens 45 % durch Abfiltrieren des
Enzyms Uber einen Rundfilter gestoppt und das Enzym mit Pentan
nachgewaschen. Das Filtrat wurde anschlieend mit Natriumsulfat (wasserfrei)
getrocknet und schonend an einer Vigreux-Kolonne (~ 35 °C Wasserbad-

temperatur) auf ca. 5 ml eingeengt.

56



MATERIAL & METHODEN

3.2.5.2 Saulenchromatographische Trennung

Das eingeengte Filtrat wurde auf eine mit Kieselgel/Aluminiumoxidgemisch
(basisch) [1:1] beflillte Trennsaule gegeben. Das Kieselgel wurde zuvor bei 90 °C
fur 1 Stunde im Trockenschrank getrocknet. Zur Elution wurden folgende

FlieBmittelgemische verwendet:

(la) Pentan/ Dichlormethan (2:1) 300 ml - enthaltene Substanz: Ester
(Ib) Pentan/ Diethylether (9:1) 150 ml > enthaltene Substanz: Ester
(Il) Diethylether 350 ml - enthaltene Substanz: Alkohol

Die im Reaktionsgemisch enthaltene Saure wurde durch Adsorption an
Aluminiumoxid abgetrennt. Die Fraktionen wurden hinsichtlich ihrer enthaltenen
Substanzen kapillargaschromatographisch untersucht (GC-SYSTEM 2). Zudem
erfolgte eine Bestimmung der Alkohol-Konzentration mit Hilfe von zuvor erstellten

Kalibriergeraden (0,8-8 pg/ul).

3.2.5.3 Wiederveresterung

Die Alkohol enthaltende Fraktion wurde an einer Vigreux- Kolonne schonend auf
ca. 3 ml eingeengt, anschlieffend in einen 100 ml Rundkolben Gberfuhrt und in ca.
40 ml Pentan (getrocknet auf Molekularsieb) verdunnt. Nach Zugabe der
aquimolaren Menge Saure wurde das Gemisch bei Raumtemperatur auf einem
Magnetrihrer gerthrt. Die Synthese wurde durch Zugabe von 8000 Units Candida
cylindracea Lipase (CCL) gestartet. Vor der Enzymgabe und zur Kontrolle des
Umsatzes wahrend der Veresterung wurde (zu definierten Zeitabschnitten) ein
Aliquot von 5 uyl entnommen, in 500 pl Diethylether verdiinnt und mit Natriumsulfat
(wasserfrei) getrocknet. 1 ul davon wurde zur GC-Analyse (GC-SYSTEM 3)
verwendet.

Die Veresterung wurde bei Erreichen des Reaktionsplateaus durch Abfiltrieren des
Enzyms Uber einen Rundfilter gestoppt und das Enzym mit Pentan
nachgewaschen. Das Filtrat wurde mit Natriumsulfat getrocknet und anschlie3end

schonend an einer Vigreux-Kolonne (~ 35 °C Wasserbadtemperatur) auf ca. 5 ml
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eingeengt. Anschlielend erfolgte die saulenchromatographische Auftrennung an

Kieselgel/Aluminiumoxidgemisch (basisch) [1:1] (siehe 3.2.5.2).

3.2.5.4 Gewinnung der (R)- und (S)-Ester

Die (R)-Ester bzw. (S)-Ester enthaltende Fraktion wurden an einer Vigreux-
Kolonne schonend auf ca. 5 ml eingeengt. AnschlieRend wurde das noch
vorhandene Ldsungsmittel unter Stickstoff bis zur Gewichtskonstanz abgeblasen
und die Ausbeute an Ester gravimetrisch bestimmt.

Losungen mit einer Konzentration von 1 pg/pl in Diethylether wurden zur
Bestimmung der chemischen Reinheit (GC-SYSTEM 1) und optischen Reinheit
(GC-SYSTEM 3) verwendet.

3.2.5.5 Bestimmung der optischen Drehwinkel

Die optischen Drehwinkel wurden mit einem Polarimeter der Firma Schmidt &
Haensch (Model Polartronic-E) in einer 2 dm-Messrohre mit Blasenfang
gemessen. Als Strahlungsquelle diente eine Natriumdampflampe (A = 589 nm).
Die Messungen der Ester (c = 3g/100ml in Aceton) erfolgten bei einer Temperatur
von 23-24 °C.

Die Berechnung der spezifischen Drehwinkel [a]p erfolgte nach folgender Formel
(Riicker, 1992):

mit a = gemessener Drehwinkel [ °]
[G]D — a %100 c = Konzentration der Lésung [g/100ml]
c-l | = Schichtdicke [dm]
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3.2.6 Sensorische Bewertung

3.2.6.1 Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (HRGC/O)

Zur sensorischen Bewertung der Aromastoffe wurde die Aromaextrakt-
verdinnungsanalyse angewandt (Ullrich und Grosch, 1987). Hierzu wurden
Stammldésungen des Standards (E)-2-Decenal (1 pg/ul), der Racemate (2-
Pentylacetat, 2-Pentylbutanoat, 2-Heptylacetat: 130 pg/ul; 2-Pentylhexanoat, 2-
Heptylbutanoat: 100 ug/ul) und der (R)-Ester (65 pg/ul) in Diethylether hergestellt
und stufenweise im Verhaltnis 1:1 mit Losungsmittel verdinnt. Die Losungen
wurden mittels Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie sensorisch analysiert.
Es erfolgte die Ermittlung der Aromaqualitaten sowie der Verdinnungsstufen n,
bei der ein Geruch gerade noch wahrnehmbar war. Hierbei wurden die einzelnen
Verdinnungen mindestens dreimal abgerochen und der Geruch als
,wahrgenommen“ akzeptiert, wenn bei der Prifung mindestens dreimal eine
positive Bewertung abgegeben wurde. Aus der ermittelten hdchsten
Verdinnungsstufe n wurde der Flavour Dilution Factor (FD) berechnet:
FD=2"

Aus den ermittelten FD-Faktoren fur Aromastoff und Standard wurden nach Ullrich

und Grosch (1987) die Geruchsschwellen berechnet:

O.-Cv -FD mit Oy = Geruchsschwelle der Substanz [ng/l Luft]
O, =S ~X S
X Cs -FDy Os = Geruchsschwelle des Standards (E)-2-Decenal
,7 ng/l Lu oelens und van Gemert,
2,7 ng/l Luft (Boel d G rt, 1986

Cx = Konzentration der Substanz [ug/ul]
Cs = Konzentration von (E)-2-Decenal [ug/ul]
FDx = FD Faktor der Substanz
FDs = FD Faktor des Standards
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GC-SYSTEM 5
Gerat:

Kapillarsaule:

Temperaturprogramm:
(E)-2-Decenal:
2-Pentylester:
2-Heptylester:
2-Nonylester:

Tragergas:

Injektor:

Detektor:
Sniffing-Port:

GC-SYSTEM 6

Gerat:

Kapillarsaule:

Temperaturprogramm:
(E)-2-Decenal:
2-Pentylacetat:
2-Pentylbutanoat:

2-Pentylhexanoat:

2-Heptylacetat:
2-Heptylbutanoat:
Tragergas:
Injektor:
Detektor:
Sniffing-Port:

MATERIAL & METHODEN

Carlo Erba Fractovap 4200 (C.E. Instruments)
DB-WAX (55 m; 0,32 mm I.D.; 0.25 ym F.); J&W Scientific

120 °C isotherm
60 °C/5 min//5 °C/min
60 °C/5 min//5 °C/min
100 °C/5 min//5 °C/min
H, (100 kPa)
Splitinjektion (215 °C);
Splitfluss 30 ml/min; Splitverhaltnis ca. 1:10
FID (230 °C)
Passiv geteilte Verlangerung der Detektorbasis (230 °C);

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

HP5890 Series |l
Oktakis(2,3-di-O-methoxymethyl-6-tert-butyldimethylsilyl)-
y-CD in OV-1701vi (50 %; 30 m; 0,25 mm |.D.; 0,25 ym F.)

40 °C/5 min//10 °C/min

40 °C/5 min//10 °C/min

40 °C/2 min//10 °C/min//70 °C/15 min

40 °C/2 min//10 °C/min//90 °C/15 min

40 °C/2 min//10 °C/min//70 °C/15 min

40 °C/2 min//10 °C/min//90 °C/15 min

H, (100 kPa)

On-column-Injektion (40 °C)

FID (220 °C)

Passiv geteilte Verlangerung der Detektorbasis (200 °C);
zusatzliche Einspeisung von N, als Make-up Gas
(100 kPa)

Das Cyclodextrinderivat wurde nach Takahisa et al. (2005a) synthetisiert und

charakterisiert. Die verwendete Kapillarsaule wurde analog zu den von Grob

(1986) beschriebenen Verfahren hergestellit.

60



MATERIAL & METHODEN

3.2.6.2 Sensorische Bewertung in Wasser (orthonasal)

Die Prufgruppe bestand aus insgesamt 18 Nichtrauchern in einem Alter von 22 bis
60 Jahren, wobei 6 mannlich und 12 weiblich waren. An den Einzeltests nahmen
jeweils mindestens 12 Panelisten teil.

Zur Bestimmung der Geruchsschwellen wurde die Methodik der Dreiecksprufung
(Triangeltest) verwendet. Der Test beinhaltet die Aufgabe, aus drei Lésungen, von
denen zwei identisch sind, die abweichende Probe zu erkennen.

Hierzu wurden Stammldsungen der Ester in Wasser hergestellt (100 mg/l) und
diese stufenweise im Verhaltnis 1:1 verdinnt. 10 ml der zu testenden Lésungen
wurden in mit Glasdeckeln verschlielRbare Verkostungsglaser gefillt. Dem Prifer
lagen 6 Reihen mit aufsteigender Konzentration vor, wobei eine Reihe aus zwei
Glasern Wasser und einem Glas mit Probenlésung bestand. Die Tests wurden in
einem gut bellfteten Raum bei Tageslicht durchgefihrt und die Temperatur der
Proben entsprach der Raumtemperatur. Es wurde die ,Forced-Choice“-Technik
angewandt, wonach die Prufpersonen auch bei Nicht-Wahrnehmung eines
Unterschieds eine Angabe machen mussten. Um Zufallstreffer auszuschliel3en,
wurde bei der Auswertung diejenige Probe als erste Richtige gewertet, ab der jede

weitere in der Verduinnungsreihe richtig erkannt wurde.

Die Berechnung der Geruchsschwellenwerte G erfolgte nach dem in der Literatur
beschriebenen Verfahren (Meilgaard et al., 2006).

G=,/Ce Ce_q mit G Geruchsschwelle der einzelnen Prifperson

Ce Konzentration der ersten wahrgenommenen Probe (g/l)

Co-1 Konzentration der vorangegangenen Probe (g/l)

Fur die Ermittlung der Geruchsschwellenwerte der Prufgruppe wurde das

geometrische Mittel herangezogen:

_ n mit G = Geruchsschwelle der Prufgruppe
G=n/| |G;
1i:1[ ! n = Anzahl der Priifpersonen
Gi = Geruchsschwelle der einzelnen Priifpersonen

= Produkte der Geruchsschwellen der einzelnen Prifer
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3.2.6.3 Sensorische Bewertung in Wasser (retronasal)

Zur Bestimmung der retronasalen Geruchsqualitaten wurden zunachst 1 %-ige
Ldsungen der Ester in Ethanol hergestellt. Diese wurden in Konzentrationen von
5 mg/l (Acetate) bzw. 10 mg/l (Butanoate, Hexanoate, Octanoate) in 5 %-iger
Zuckerlésung (Vittel) als Testmedium den Teilnehmern zur Verkostung angeboten.
Die drei codierten Losungen eines Esters (Racemat, (R)-, und (S)-Ester) wurden
in einer Reihe gegeneinander verglichen. Die sensorische Bewertung der Acetate
und Butanoate wurde von 5 Prufern (davon 4 Flavoristen), der Hexanoate und

Octanoate von 3 Prifern (davon 2 Flavoristen) durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

4.1 ANALYTIK VON 2-ALKYLESTERN IN PASSIONSFRUCHTEN

4.1.1 Einleitung

1983 wurde von Engel und Tressl in einem umfangreichen Vergleich der
Passionsfrucht-Varietaten gezeigt, dass die Gruppe der 2-Alkylester zur
Differenzierung zwischen roten und gelben Passionsfrichten geeignet ist.
Wahrend die Acetate, Butanoate, Hexanoate und Octanoate der ungeradzahligen
sekundaren Alkohole 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-Nonanol Hauptkomponenten
in roten Frichten darstellten, konnten sie in der gelben Varietat nicht oder lediglich
als Spurenkomponenten (Chen et al., 1982a; Werkhoff et al., 1998) nachgewiesen
werden. Die freien sekundaren Alkohole 2-Pentanol und 2-Heptanol wurden als
Minorkomponenten in beiden Varietaten identifiziert.

Die naturlichen Enantiomerenzusammensetzungen der chiralen sekundaren
Alkohole wurden mittels indirekter Methode (kapillargaschromatographische
Trennung der diastereomeren (R)-(+)-a-Methoxy-a-trifluormethylphenylessigsaure-
Ester) bestimmt (Tress/ und Engel, 1985). Es wurde gezeigt, dass die freien
Alkohole 2-Pentanol und 2-Heptanol in gelben Passionsfrichten vorwiegend als
(S)-Enantiomere vorliegen, wahrend in der roten Varietat (R)-2-Heptanol
dominiert. Fur das aus 2-Heptylestern roter Fruchte durch alkalische Hydrolyse
freigesetzte 2-Heptanol wurde ebenfalls (R)-Konfiguration bestimmit.

Die fur die damalige Zeit Ubliche indirekte Methode der Enantiomerentrennung
basierte auf der Derivatisierung der chiralen Verbindungen zu Diastereomeren und
beinhaltete fur die Untersuchung der 2-Heptylester folgende Aufarbeitungsschritte:
(I) saulenchromatographische Abtrennung der Esterfraktion aus dem
Passionsfrucht-Extrakt,  (ll)  alkalische  Verseifung der  Esterfraktion,
(M) Anreicherung des  freigesetzten = Alkohols  durch  praparative
Gaschromatographie, (V) Derivatisierung des Alkohols mit (R)-(+)-MTPA und

anschlielfende GC-Trennung der Diastereomere.
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Abgesehen von einer verringerten Analysenempfindlichkeit bestand der
entscheidende Nachteil dieses aufwendigen Verfahrens vor allem darin, dass eine
getrennte Untersuchung der einzelnen Ester nicht moglich war.
Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der instrumentellen Analytik (MDGC) und
insbesondere die Entwicklung chiraler stationarer Phasen ermdglichen nun die
direkte Trennung von Enantiomeren (Schurig, 2002).

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Bestimmung der naturlichen
Enantiomerenzusammensetzungen der chiralen sekundaren Alkohole sowie der 2-
Alkylester in roten und gelben Passionsfrichten mittels direkter Methode unter
Einsatz Multidimensionaler Gaschromatographie und Verwendung einer

modifizierten Cyclodextrin-Phase.

4.1.2 Qualitative und quantitative Verteilung

Zur Isolierung der sekundaren Alkohole und ihrer Ester wurde die Simultane
Destillation-Extraktion (SDE) nach Likens-Nickerson angewendet. Vorversuche
hatten gezeigt, dass mit Hilfe dieser Isolierungsmethode im Vergleich zu den
schonenden Verfahren der Flussig-Flussig Extraktion (LLE) und der Vakuum
Headspace Technik (VHS) deutlich héhere Extraktionsausbeuten an 2-Alkylestern
und freien sekundaren Alkoholen erzielt werden. Um saurekatalysierten
Veranderungen der Aromastoffzusammensetzung entgegenzuwirken, die aus dem
niedrigen pH-Wert der Passionsfrucht-Pulpe (pH 2,5-3,5) und der thermischen
Behandlung des SDE-Verfahrens resultieren koénnten, wurde der aus den
Frichten gewonnene Saft mit Phosphatpufferldsung homogenisiert und dadurch
auf einen pH-Wert von ca. 4,5 eingestellt.

Die gewonnenen Extrakte wurden mittels Kapillargaschromatographie (HRGC-
FID) und Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie = (HRGC-MS)
untersucht. Die quantitative Bestimmung der Komponenten erfolgte unter
Berucksichtigung des vor der lIsolierung zugesetzten Internen Standards 2-

Hexanol, der GC-Korrekturfaktoren und der Wiederfindungen der Verbindungen.
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Abbildung 11 zeigt die typische kapillargaschromatographische Trennung der aus
roten Passionsfruchten isolierten fluchtigen Verbindungen. Die fur diese Arbeit

relevanten Verbindungen sind mit Nummern gekennzeichnet.

?2 (mV) 6 10

|

11

J1 Ij» . 13/14
e il s 9
7 l ‘ Y 15

0 10 20 30 40 (min)

Abbildung 11: Kapillargaschromatographische Trennung (DB-WAX) sekundarer Alkohole und ihrer
Ester aus roten Passionsfriichten
(IS = Interner Standard 2-Hexanol. Die angegebenen Nummern entsprechen den
Verbindungen in Tabelle 4. GC-Bedingungen siehe Material & Methoden)

Die quantitative Verteilung der 2-Alkylester und der freien sekundaren Alkohole ist
in Tabelle 4 dargestellt. In den drei untersuchten Chargen roter Passionsfriichte
aus Kolumbien konnten die komplette Reihe der Acetate, Butanoate, Hexanoate
und Octanoate von 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-Nonanol sowie die freien
sekundaren Alkohole nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Alkohol-Komponente
dominierte die Gruppe der 2-Heptylester, wahrend im Bezug auf den Fettsaure-
Anteil die Butanoate und Hexanoate vorherrschend waren. Als quantitativ
bedeutendste Vertreter wurden 2-Heptylbutanoat (3800-4710 ug/kg) und 2-
Heptylhexanoat (2400-10500 pg/kg) bestimmt.
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Tabelle 4: Konzentrationen (ug/kg) sekundarer Alkohole und ihrer Ester in roten Passionsfriichten

Konzentration (pg/kg)

KiI® Charge®
Nr.°  Verbindung (DB-Wax) I ne me
Alkohole
2-Pentanol 1125 98 + 19 38 154
2-Heptanol 1328 68 + 13 415 455
2-Nonanol 1525 <2 <2 <2
Ester
1 2-Pentylacetat 1074 138 + 37 104 692
2-Pentylbutanoat 1216 459 =+ 171 34 247
2-Pentylhexanoat 1407 438 + 122 143 1192
12 2-Pentyloctanoat 1605 70 = 30 190 385
4 2-Heptylacetat 1266 215 + 38 946 974
6 2-Heptylbutanoat 1401 3800 + 628 3669 4710
10 2-Heptylhexanoat 1591 2403 =+ 215 10499 9867
14 2-Hepty|octanoatf 1788 72 + 6 1227 603
8 2-Nonylacetat 1466 <2 47 24
11 2-Nonylbutanoat 1600 187 + 20 344 226
13 2-Nonylhexanoatf 1787 17 = 3 267 131
15 2-Nonyloctanoat 1982 <2 <2 <2

T o

Q

Kovats Retentionsindex.

Herkunftsland: Kolumbien
Nummern entsprechen den Verbindungen in Abb. 11.
Mittelwert aus 3 Bestimmungen * Standardfehler.
Einfache Bestimmung.

Verbindungen nicht

getrennt;

Konzentrationen berechnet

unter Berlcksichtigung des
Verhaltnisses charakteristischer MS-Fragmente: m/z 127 (2-Heptyloctanoat) und 99 (2-
Nonylhexanoat).
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Abbildung 12 zeigt ein typisches GC-Chromatogramm der aus gelben
Passionsfrichten isolierten flichtigen Verbindungen. Generell wurde hier im
Vergleich zu den roten Frichten ein weniger komplexes Aromastoff-Spektrum

beobachtet. Dieses Ergebnis spiegelte sich auch bei der Gruppe der 2-Alkylester

wider.
\
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Abbildung 12: Kapillargaschromatographische Trennung (DB-WAX) sekundarer Alkohole und ihrer
Ester aus gelben Passionsfrichten
(IS = Interner Standard 2-Hexanol. Die angegebenen Nummern entsprechen den
Verbindungen in Tabelle 4. GC-Bedingungen siehe Material & Methoden)

Tabelle 5 zeigt die quantitative Verteilung der 2-Alkylester sowie der freien
sekundaren Alkohole in gelben Passionsfriichten verschiedener Herkunftslander.
Verglichen mit der roten Varietat wurden sowohl bei Fruchten aus Thailand als
auch Kolumbien die Ester 2-Heptylbutanoat und -hexanoat lediglich als
Minorkomponenten nachgewiesen. Abgesehen von 2-Pentylhexanoat, was
ebenfalls in geringen Konzentrationen identifiziert wurde, konnten keine weiteren
2-Alkylester nachgewiesen werden.

Als freie sekundare Alkohole wurden Spuren an 2-Pentanol und 2-Heptanol
bestimmt. 2-Nonanol konnte im Vergleich zu den roten Passionsfriichten nicht

nachgewiesen werden.
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Tabelle 5: Konzentrationen (ug/kg) sekundarer Alkohole und ihrer Ester in gelben Passionsfriichten

Konzentration (ug/kg) *

Nr  Verbindung Kl (DB-Wax) ¢ Thailand Kolumbien
Alkohole
2-Pentanol 1125 22 + 4 35 £ 3
2-Heptanol 1328 15 + 11 2+
2-Nonanol 1525 n.n.? n.n.
Ester
2-Pentylacetat 1074 n.n. n.n.
2-Pentylbutanoat 1216 n.n. n.n.
2-Pentylhexanoat 1407 <2 13 £ 3
12 2-Pentyloctanoat 1605 n.n. n.n.
4 2-Heptylacetat 1266 n.n. n.n.
6 2-Heptylbutanoat 1401 31 + 13 2 =1
10 2-Heptylhexanoat 1591 36 + 16 10 = 1
14 2-Heptyloctanoat 1788 n.n. n.n.
8 2-Nonylacetat 1466 n.n. n.n.
11 2-Nonylbutanoat 1600 n.n. n.n.
13 2-Nonylhexanoat 1787 n.n. n.n.
15 2-Nonyloctanoat 1982 n.n. n.n.

Mittelwert aus 3 Bestimmungen * Standardfehler.

Nummern entsprechen Verbindungen in Abb. 11 und Abb. 12.
Kovats Retentionsindex.

nicht nachweisbar (Nachweisgrenze: 0,7 ug/kg)

Q O T o

Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit den bereits bekannten Untersuchungen
an fluchtigen Verbindungen in gelben Passionsfrichten Gberein, bei denen bislang
ebenfalls nur einzelne 2-Alkylester als Spurenkomponenten nachgewiesen werden
konnten (Chen et al., 1982a; Werkhoff et al., 1998).

Durch den Vergleich der beiden Varietaten in der vorliegenden Arbeit konnte die
Rolle der 2-Alkylester als Markersubstanzen zur Differenzierung zwischen roten

und gelben Passionsfriichten bestatigt werden (Engel und Tressl, 1983).
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4.1.3 Bestimmung der natirlichen Enantiomerenzusammensetzungen

Zur Bestimmung der naturlichen Enantiomerenzusammensetzungen wurde die
Methodik der Multidimensionalen Gaschromatographie (MDGC) angewendet. Die
Kopplung der Trennsaulen wurde mit Hilfe eines Moving Column Stream
Switching Systems (MCSS) geregelt. Zur Vortrennung der fluchtigen
Verbindungen des Extraktes wurde eine achirale DB-WAX-Kapillarsaule bzw. zur
Verifizierung der Ergebnisse eine achirale DB-5-Kapillarsdule verwendet. In
Vorversuchen wurde eine Reihe an modifizierten Cyclodextrin-Phasen hinsichtlich
ihrer Eignung zur Trennung der Enantiomere der 2-Alkylester und sekundaren
Alkohole untersucht.

Von Maas et al. (1995) werden die Trennungen von kurzkettigen sekundaren
Alkoholen (Cs-Cqg) auf einer Oktakis(2,3-di-O-butyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-y-
cyclodextrinphase beschrieben. Die kurzkettigen Ester (Acetate und Butanoate)
von 2-Pentanol und 2-Heptanol wurden mittels einer Heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-
B-cyclodextrin- bzw. einer Heptakis(2,3,6-tri-O-pentyl)-3-cyclodextrinphase
(Lipodex C®) getrennt (Mosand! et al., 1991; Bernreuther, 1992). Mit der erst
kirzlich beschriebenen, neuartig modifizierten Cyclodextrinphase Oktakis(2,3-di-
O-methoxymethyl-6-O-tert-butyldimethyl-silyl)-y-CD (2,3-MOM-y-CD) wurden flr
die Gruppe der kurzkettigen 2-Alkylester ungewohnlich hohe Trenneigenschaften
gezeigt (Takahisa et al., 2005b;, Engel et al, 2008). Die Kkapillar-
gaschromatographischen Kenngrofden der 2,3-MOM-y-CD-Phase sind in Tabelle 6
angegeben. Wie die Ergebnisse zeigen, nimmt die Trennleistung fir Ester mit
zunehmender Kettenlange jedoch stark ab.

Als chirale stationare Phase zur Trennung der sekundaren Alkohole und ihrer
Ester wurde fur die vorliegende Arbeit eine Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-
butyldimethylsilyl)-B-Cyclodextrinphase (2,3-DIME-B-CD) gewahlt. Die
Verwendung dieser CD-Phase wurde bereits flr die Enantiomerentrennung
Passionsfrucht-typischer Schwefelaromastoffe (Weber et al., 1994) sowie anderer
chiraler Aromastoffe (Dietrich et al., 1992) gezeigt. Wie die Ergebnisse in Tabelle
6 veranschaulichen, konnte mit dieser Phase eine Basislinientrennung aller

untersuchten 2-Alkylester erreicht werden (Auflésung R = 1,3).
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Tabelle 6: Kapillargaschromatographische Kenngré3en chiraler stationarer Cyclodextrin-Phasen

2,3-MOM-y-CD * 2,3-DIME-B-CD
Verbindung T (°C) kq" 0° T (°C) ki o R
Alkohole
2-Pentanol 40 11,70 1,10 40 13,73 1,03 0,83
2-Heptanol 60 22,76 1,05 65 19,44 1,04 1,7
2-Nonanol 80 17,84 1,00 90 18,90 1,00 -
Ester
2-Pentylacetat 35 13,10 2,44 40 14,82 2,54 34,85
2-Pentylbutanoat 60 13,00 1,68 65 14,72 1,21 11,44
2-Pentylhexanoat 85 14,60 1,14 95 15,06 1,07 4,22
2-Pentyloctanoat 110 17,12 1,03 120 14,84 1,03 2,13
2-Heptylacetat 60 15,80 1,30 70 14,50 1,82 33,43
2-Heptylbutanoat 85 14,10 1,15 90 17,46 1,13 7,67
2-Heptylhexanoat 110 14,20 1,03 120 14,09 1,05 3,00
2-Heptyloctanoat 135 14,97 1,01 140 15,34 1,03 2,02
2-Nonylacetat 90 14,00 1,10 100 13,35 1,39 20,02
2-Nonylbutanoat 110 14,10 1,05 120 13,50 1,06 3,85
2-Nonylhexanoat 130 15,90 1,01 140 15,27 1,03 2,23
2-Nonyloctanoat 150 19,03 1,00 155 19,14 1,02 1,65

@ Takahisa et al., (2005b) (2-Nonanol, 2-Pentyl-, 2-Heptyl-, 2-Nonyloctanoat: eigene Daten).
® Kapazitatsfaktor des zuerst eluierenden Enantiomers.

° Trennfaktor.

d Auflésung.

(Berechnungen siehe Material & Methoden)

In Abbildung 13a ist exemplarisch die Enantiomerentrennung racemischer 2-
Heptylester dargestellt. Die Elutionsreihenfolgen der Enantiomere der sekundaren
Alkohole und ihrer Ester wurden durch Co-Injektion mit optisch reinen
Referenzsubstanzen bestimmt. Abhangig von ihrem Elutionsverhalten wurden 4
Kombinationen an ,Cut-Fenstern® festgelegt, die den MDGC-Transfer und die
Enantiomerentrennung des kompletten Spektrums an 2-Alkylestern und
sekundaren Alkoholen ermdglichten (siehe Material & Methoden). Lediglich fur 2-
Heptyloctanoat und 2-Nonylhexanoat konnte mit den verwendeten Vorsaulen

sowie auf der chiralen Hauptsaule keine Trennung erreicht werden.
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Abbildung 13: Kapillargaschromatographische Trennung der Enantiomere von 2-Heptylestern auf
2,3-DIME-B-CD mittels MDGC (GC-Bedingungen siehe Material & Methoden).
a) racemische Referenzsubstanzen (Vorsaule: DB-5)
b) 2-Heptylester aus SDE-Extrakt roter Passionsfriichte (Vorsaule: DB-WAX)
c) 2-Heptylester aus SDE-Extrakt roter Passionsfriichte (Vorsaule: DB-5)

Abbildung 13b zeigt die Enantiomerenzusammensetzung der 2-Heptylester in
roten Passionsfrichten. Die Vortrennung der Ester wurde mittels einer polaren
achiralen DB-WAX-Phase durchgefihrt. Zur Verifizierung der Ergebnisse und zur
AusschlieBung des Transfers von coeluierenden Substanzen wurden alle
Trennungen mit einer Vorsaule unterschiedlicher Polaritat (DB-5) wiederholt
(Abbildung 13 c). Der Vergleich der beiden Chromatogramme demonstriert, dass
mit beiden Verfahren ein einheitliches Ergebnis erzielt wurde: Die 2-Heptylester in

roten Passionsfrichten liegen nahezu optisch rein als (R)-Enantiomere vor.
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Die Enantiomerenzusammensetzungen der 2-Alkylester und der freien
sekundaren Alkohole in roten Passionsfrichten sind in Tabelle 7 gegeniber-
gestellt. Der Vergleich zeigt, dass in allen Chargen fur die komplette Reihe der
homologen 2-Alkylester hohe Uberschiisse der jeweiligen (R)-Enantiomere
ermittelt werden konnten. Fur die quantitativ.n dominierenden Ester 2-
Heptylbutanoat und 2-Heptylhexanoat wurden im Durchschnitt Uberschiisse von
98,8 % (R) bzw. 99,6 % (R) erhalten. Die maximalen Anteile der jeweiligen (S)-

Enantiomere betrugen 2,3 % bzw. 0,7 %.

Tabelle 7: Enantiomerenzusammensetzungen (%) sekundarer Alkohole und ihrer Ester aus roten
Passionsfriichten

Enantiomerenzusammensetzung (%)

Charge

|2 n° m°
Verbindung (R) (S) (R) (S) (R) (S)
Alkohole
2-Pentanol 70,8 29,2 85,5 14,5 84,3 15,7
2-Heptanol 85,7 14,3 92,5 7,5 72,0 28,0
2-Nonanol - - - - - -
Ester
2-Pentylacetat > 98,0° > 953 > 98,2
2-Pentylbutanoat 99,2 0,8 > 89,9 92,9 71
2-Pentylhexanoat > 08,7 93,5 6,5 96,4 3,6
2-Pentyloctanoat > 97,9 98,8 1,2 > 98,9
2-Heptylacetat > 98,4 > 99,5 > 98,6
2-Heptylbutanoat 99,4 0,6 99,2 0,8 97,7 2,3
2-Heptylhexanoat 99,8 0,2 99,8 0,2 99,3 0,7
2-Heptyloctanoat® > 98,8 99,1 0,9 98,6 1,4
2-Nonylacetat - - > 96,3 > 87,7
2-Nonylbutanoat 98,2 1,8 97,5 2,5 96,9 3,1
2-Nonylhexanoat® > 98,8 99,1 0,9 98,6 1,4

2-Nonyloctanoat - - - - - -

@ Mittelwert aus 3 Bestimmungen (vereinigter Extrakt aus 3 Aufarbeitungen).

® Mittelwert aus 3 Bestimmungen (einfache Aufarbeitung).

unterhalb der Bestimmungsgrenze (Alkohole: < 0,7 pg/kg; Ester: < 1,2 pug/kg).

Werte “grofer als (>)” berechnet unter Berulcksichtigung der Peakflache der Bestimmungsgrenze
fur das zweite Enantiomer.

Coelution der Enantiomere.

Q o
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Fir die Gruppe der 2-Pentylester wurden geringere Uberschiisse der (R)-
Enantiomere ermittelt. Bei den Ester-Homologen, die in niedrigeren
Konzentrationen enthalten waren, konnten die jeweiligen (S)-Enantiomere nicht
oder lediglich unterhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. In diesen
Fallen konnten die Verhaltnisse nicht exakt berechnet werden, sondern wurden
unter Berlcksichtigung der Peakflache der Bestimmungsgrenze ermittelt und mit
dem Vorzeichen , > “ angegeben (GDCh, 2001).

Fir die in roten Passionsfrichten vorkommenden freien Alkohole 2-Pentanol und
2-Heptanol wurden ebenfalls deutliche Uberschiisse der jeweiligen (R)-
Enantiomere festgestellt, allerdings weniger stark ausgepragt als bei den

entsprechenden Estern.

Die ermittelten Enantiomerenzusammensetzungen der freien sekundaren Alkohole

und ihrer Ester in gelben Passionsfrichten sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Enantiomerenzusammensetzungen (%) sekundarer Alkohole und ihrer Ester aus gelben
Passionsfriichten

Enantiomerenzusammensetzung (%) °

Thailand Kolumbien
Verbindung (R) (S) (R) (S)
Alkohole
2-Pentanol 49,7 50,3 51,7 48,3
2-Heptanol 29,1 70,9 42,5 57,5
2-Nonanol n.n.’ n.n. n.n. n.n.
Ester
2-Pentylacetat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Pentylbutanoat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Pentylhexanoat - - 89,1 10,9
2-Pentyloctanoat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Heptylacetat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Heptylbutanoat 87,2 12,8 >84,6°
2-Heptylhexanoat 93,1 6,9 94,4 5,6
2-Heptyloctanoat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Nonylacetat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Nonylbutanoat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Nonylhexanoat n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Nonyloctanoat n.n. n.n. n.n. n.n.

@ Mittelwert aus 3 Bestimmungen (vereinigter Extrakt aus 3 Aufarbeitungen).

® unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,4 ug/kg)

° Werte “groRer als (>)” berechnet unter Beriicksichtigung der Peakflache der Bestimmungsgrenze
fur das zweite Enantiomer.
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Bei den in geringen Konzentrationen nachgewiesenen Estern 2-Pentylhexanoat,
2-Heptylbutanoat und 2-Heptylhexanoat dominierten ebenfalls die entsprechenden
(R)-Enantiomere. Allerdings wurden deutlich geringere Uberschiisse als bei den
entsprechenden Estern der roten Varietat ermittelt. Unterschiede bezuglich der
Enantiomerenzusammensetzung zeigten sich auch in der Gruppe der freien
sekundaren Alkohole. Wahrend 2-Pentanol und 2-Heptanol in roten
Passionsfrichten vorwiegend in Form der (R)-Enantiomere vorlagen, dominierte
bei den gelben Friachten (S)-2-Heptanol und fur 2-Pentanol wurden nahezu

racemische Verhaltnisse bestimmt.

4.1.4 Einfluss der Isolierungsmethode auf die natirliche

Enantiomerenzusammensetzung

Von Brat et al. (2000) wurde gezeigt, dass verschiedene Methoden (LLE, SDE,
VHS) zur Isolierung der flichtigen Verbindungen aus Passionsfrichten geeignet
sind. Fur die vorliegende Arbeit wurde das Verfahren der SDE gewahlt, da
Vorversuche gezeigt hatten, dass hiermit deutlich hohere Extraktionsausbeuten an
sekundaren Alkohole und 2-Alkylestern erzielt werden (z.B. 30 % mehr als mit
LLE).

Um jedoch Veranderungen der naturlichen Enantiomerenzusammensetzungen,
bedingt durch die thermische Behandlung des SDE-Verfahrens, ausschlieen zu
kénnen, wurde ein Vergleich mit den schonenden Verfahren LLE und VHS
durchgefuhrt. Die fir die sekundaren Alkohole 2-Pentanol und 2-Heptanol sowie
die quantitativ dominierenden Ester 2-Heptylbutanoat und 2-Heptylhexanoat
erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 9 gegenlbergestellt. Der Vergleich der
Isolierungsmethoden zeigt, dass die Bedingungen der Isolierungsmethoden

keinen Einfluss auf die natirlichen Enantiomerenverhéaltnisse hatten.
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Tabelle 9: Enantiomerenzusammensetzungen der mittels verschiedener Isolierungsmethoden aus
roten Passsionsfriichten isolierten sekundaren Alkohole und ihrer Ester

Enantiomerenzusammensetzung (%) °

SDE " LLE® VHS °
Verbindung (R) (S) (R) (S) (R) (S)
Alkohole
2-Pentanol 60,2 39,8 58,6 41,4 59,2 40,8
2-Heptanol 84,6 15,4 85,1 14,9 84,2 15,8
2-Nonanol -° - - - - -
Ester
2-Pentylacetat >90,2" > 90,2 > 90,7
2-Pentylbutanoat >954 >94,9 >95,3
2-Pentylhexanoat > 94,6 >95,9 >95,3
2-Pentyloctanoat 96,5 3,5 96,3 3,7 >92,8
2-Heptylacetat >97,0 >971 > 96,9
2-Heptylbutanoat 99,4 0,6 99,4 0,6 99,4 0,6
2-Heptylhexanoat 99,8 0,2 99,8 0,2 99,8 0,2
2-Heptyloctanoat? 99,3 0,7 99,2 0,8 >92,5
2-Nonylacetat - - - - - -
2-Nonylbutanoat 98,4 1,6 98,5 1,5 >97,4
2-Nonylhexanoat ¢ 99,3 0,7 99,2 0,8 >92,5

2-Nonyloctanoat

a

o

Mittelwert aus 3 Bestimmungen.
Simultane Destillation-Extraktion.

° Flussig-Flussig Extraktion.

Q

-

Vakuum Headspace Technik.
unterhalb der Bestimmungsgrenze (Alkohole: < 0,7 pg/kg; Ester: < 1,2 pg/kg).
Werte “grof3er als (>)” berechnet unter Beriicksichtigung der Peakflache der Bestimmungsgrenze

fir das zweite Enantiomer.
9 Coelution der Enantiomere.

4.1.5 Zusammenfassung und biogenetische Aspekte

Durch die Untersuchungen der qualitativen und quantitativen Verteilungen der

sekundaren Alkohole und ihrer Ester konnte bestatigt werden, dass die Gruppe

der 2-Alkylester geeignet ist zur Differenzierung zwischen roten und gelben

Passionsfrichten (Engel und Tressl, 1983). Wahrend die homologen Ester als
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Hauptkomponenten in der roten Varietat bestimmt werden konnten, wurden sie in
gelben Fruchten nicht oder lediglich als Minorkomponenten nachgewiesen.

Die Methodik der MDGC unter Verwendung einer modifizierten Cyclodextrin-
Phase ermoglichte die direkte Bestimmung der natlrlichen Enantiomeren-
zusammensetzung der einzelnen Ester und freien sekundaren Alkohole. Dass die
Hauptvertreter 2-Heptylacetat, -butanoat, -hexanoat und -octanoat in roten
Passionsfrichten nahezu als optisch reine (R)-Enantiomere vorliegen, bestatigte
das mittels indirekter Methode (Derivatisierung zu Diastereomeren) fur die Gruppe
der 2-Heptylester erhaltene Ergebnis (Tressl/ und Engel, 1985). Dartber hinaus
konnte auch fur die einzelnen Ester des 2-Pentanols sowie des 2-Nonanols ein
Uberschuss der jeweiligen (R)-Enantiomere gezeigt werden. Aufgrund der
Empfindlichkeit der angewandten Methodik wurde ersichtlich, dass die Ester
allerdings nicht in optisch reiner Form vorliegen. Die nachgewiesenen Anteile der
(S)-Enantiomere variierten je nach Charge und Alkohol-Komponente. Zudem
konnten die gegensatzlichen Konfigurationen des freien sekundaren Alkohols 2-

Heptanol in roten und gelben Passionsfruchten bestatigt werden.

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, werden die 2-Alkylester im Zuge der Biosynthese
durch Veresterung der entsprechenden sekundaren Alkohole gebildet, wobei als
reaktionskatalysierende Enzyme Alkohol-Acyltransferasen vermutet werden (Sanz
et al., 1997). Die hohen Gehalte an nahezu optisch reinen (R)-2-Alkylestern in
roten Passionsfriichten lassen auf den ersten Blick eine hohe Enantioselektivitat
der beteiligten Enzyme zugunsten der (R)-Alkohole vermuten. Betrachtet man
allerdings die niedrigen Gehalte an (S)-konfigurierten freien sekundaren Alkohole,
wird deutlich, dass die Veresterungen nicht Uber eine ,in-vivo-Racematspaltung”
verlaufen, bei der nur ein Enantiomer selektiv verestert wird, wahrend das andere
Stereoisomer (in diesem Fall (S)-Alkohol) als nicht umgesetztes Substrat
angereichert wird. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass die freien 2-
Alkanole bereits vor der Veresterung als (R)-Enantiomere vorliegen. Als Grund
hierfir liegt die stereoselektive Reduktion der entsprechenden 2-Methylketone
nahe (Tressl und Engel, 1985). Diese sind als flichtige Verbindungen in
Passionsfriuchten bekannt (Whitfield und Last, 1986, Shibamoto und Tang, 1990)
und konnten auch im Rahmen dieser Arbeit in den SDE-Extrakten der roten sowie

der gelben Varietat nachgewiesen werden.
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In gelben Passionsfrichten wurden deutlich geringe Konzentrationen an 2-
Alkylestern bestimmt. Die erhaltenen Enantiomerenuberschusse der Ester deuten
auf eine Enantiopraferenz der beteiligen Alkohol-Acyltransferasen zugunsten der
(R)-Alkohole hin. Die Enantiomerenverteilungen der freien sekundaren Alkohole
lassen vermuten, dass diese im Gegensatz zu den roten Passionsfriichten vor der
Veresterung in einem nahezu racemischen Verhaltnis vorliegen.

Die erarbeiteten Ergebnisse zeigen, dass sich rote und gelbe Passionsfriichte in
ihren Konzentrationen sowie Enantiomerenzusammensetzungen an 2-Alkylestern
unterscheiden. Allgemein koénnen hierfir unterschiedliche Aktivitaten und
Enantioselektivitaten der an der Biosynthese beteiligten Schlisselenzyme als
Ursache gesehen werden.

Dariber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass Passionsfrichte deutliche
metabolische Unterschiede zu Bananen aufweisen, in denen ebenfalls die
sekundare Alkohole und 2-Alkylester als typische fliichtige Verbindungen
nachgewiesen wurden. Im Gegensatz zu Passionsfrichten wurden hier fir freies
2-Pentanol und 2-Heptanol sowie deren Acetate und Butanoate hohe
Uberschiisse der jeweiligen (S)-Enantiomere bestimmt (Gessner et al., 1988;
Fréhlich et al., 1989; Schubert et al., 1991; Bernreuther, 1992).
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4.2 ENZYMKATALYSIERTE GEWINNUNG DER 2-ALKYLESTER

4.2.1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat sich der Einsatz von Enzymen als Biokatalysatoren
in vielen Bereichen der organischen Synthese etabliert. Die Vorteile
biokatalytischer Umsetzungen zeigen sich in ihrer Chemo-, Regio- und
Stereoselektivitdt sowie in milderen Reaktionsbedingungen (Faber, 1997). Zudem
verlaufen biokatalytische Prozesse meist weniger gefahrlich, umweltgefahrdend
und energieverbrauchend als konventionelle chemische Methoden (Carrea und
Riva, 2000). Unter den Biokatalysatoren zahlen Hydrolasen, insbesondere
Lipasen, zu den am meisten verwendeten Enzymen. Sie katalysieren sowohl
Hydrolysen in wassrigen als auch Veresterungen in organischen Medien. Neben
ihrem breiten Substratspektrum zeichnen sie sich vor allem durch ihre hohe
Enantioselektivitat aus (Bornscheuer und Kazlauskas, 2006). Die am haufigsten
angewandte @ Methode der enantioselektiven Biokatalyse stellt die
enzymkatalysierte kinetische Racematspaltung dar (Ghanem und Aboul-Enein,
2005). Hierbei wird selektiv nur ein Enantiomer des racemischen Substrates zum
optisch reinen Produkt umgesetzt, wahrend das andere im Reaktionsprozess
angereichert wird.

Sekundare Alkohole stellen geeignete Substrate flr die Lipase-katalysierte
Racematspaltung dar und gehdren zu den bestuntersuchten Verbindungen im
Bereich der enantioselektiven Biokatalyse (Bornscheuer und Kazlauskas, 2006).
Zur Vorhersage der Enantiopraferenz von Lipase-katalysierten Umsetzungen
sekundarer Alkohole wurde eine empirische Regel erstellt, die auf dem
Grolenvergleich der Substituenten am Stereozentrum des chiralen Alkohols
basiert (Kazlauskas et al., 1991).

Das Potenzial enzymkatalysierter Umsetzungen zur Gewinnung der
Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester in optisch reiner Form wurde bislang nur
von wenigen Arbeitsgruppen erforscht. Bei der Verwendung von
Schweinepankreas Lipase als Biokatalysator zur Veresterung der sekundaren
Alkohole mit kurzkettigen (Engel, 1988; Engel et al., 1989) und mittelkettigen
(Gerlach et al., 1989) Fettsauren konnte eine Enantiopraferenz fur die jeweiligen

(R)-Alkohole beobachtet werden. Allerdings waren die erhaltenen Umsatzraten
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und Enantioselektivitaten nicht geeignet fur eine effektive Anwendung im
praparativen Malstab oder konnten nur durch zusatzlichen Arbeitsaufwand
(Gerlach und Schreier, 1989) gesteigert werden. Dass Candida antarctica Lipase
B ein geeignetes Enzym zur Gewinnung optisch reiner Acetate von 2-Pentanol
und 2-Heptanol darstellt, wurde von Patel et al. (2000) sowie DIlugy und Wolfson
(2007) gezeigt. Allerdings wurde die Moglichkeit zur Herstellung der Ubrigen
Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester nicht untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit war es (I) kommerzielle Lipase- und Esterasepraparate
hinsichtlich ihrer Eigenschaft zur enantioselektiven Veresterung sekundarer
Alkohole mit kurzkettigen Fettsauren zu untersuchen, (lI) den Einfluss der
Kettenlangen der Substrate auf die enzymkatalysierten Synthese- und
Hydrolysereaktionen zu analysieren und (ll) basierend auf den erhaltenen
Ergebnissen eine Methode zur Gewinnung der optisch reinen Passionsfrucht-

typischen 2-Alkylester im praparativen Maldstab zu entwickeln.

4.2.2 Enzymscreening

Neun kommerziell erhaltliche Enzympraparate mikrobiellen und tierischen
Ursprungs wurden hinsichtlich ihrer Eignung zur enzymkatalysierten kinetischen
Racematspaltung von chiralen sekundaren Alkoholen untersucht. Als Testansatz
diente die Veresterung von racemischem 2-Heptanol mit Buttersaure im
organischen Losungsmittel Heptan. Die mittels der verwendeten Lipasen und
Esterasen nach 24 Stunden erhaltenen Umsatzraten (%) und Enantioselektivitaten
(E) sind in Tabelle 10 dargestellt.

Die erreichten Umsatzraten erstreckten sich Uber einen Bereich von 0,1 - 56,6 %.
Mit Ausnahme der Lipase aus Penicillium roqueforti und Schweineleber Esterase
zeigten alle verwendeten Enzyme Enantiopraferenz fur den (R)-Alkohol. Die
hochste Umsatzrate wurde mit Candida cylindracea Lipase (CCL) erzielt.
Allerdings zeigte das Enzym nahezu keine Selektivitat beztglich der Enantiomere
des verwendeten Substrates. In der Literatur gilt die Lipase sowohl als hoch
enantioselektives (Cambou und Klibanov, 1984; Patel et al., 2000) als auch

unselektives (Sonnet und Baillargeon, 1987; Gerlach et al., 1988) Enzym. Zudem
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ist bekannt, dass die Enantiopraferenz von CCL stark von der Polaritat des

Reaktionsmediums abhangt (Ueji et al., 1992).

Tabelle 10: Enzymscreening zur kinetischen Racematspaltung von 2-Heptanol durch Veresterung
mit Buttersaure

Enzympriparate Un(los;;tza ee(ozs)te’ ee(ﬁk':i’“' E
Lipasen

Candida antarctica Lipase B 47,0 99,8 (R) 88,4 (S) >100
Candida antarctica Lipase B (imm.) 49,1 99,1 (R) 95,5 (S) >100
Candida antarctica 6,0 36,3 (R) 2,3(S) 2,2
Candida cylindracea 56,6 6,6 (R) 8,6 (S) 1,2
Penicillium roqueforti 1,0 57,1 (S) 0,6 (R) 3,7
Aspergillus oryzae 0,1 >99,9 (R) 0,1(S) >100
Schweinepankreas Lipase 1,7 85,4 (R) 1,5(S) 12,9
Esterasen

Mucor miehei 4,7 >99.9 (R) 4,9 (S) >100
Schweineleber Esterase 241 2,7(S) 2,7 (R) 1,2

Bedingungen siehe Material & Methoden (Reaktionszeit: 24 h)
ee, Enantiomerenlberschuss; E, Enantioselektivitat.

% berechnet nach Chen et al. (1982b).

® perechnet nach Rakels et al. (1993).

Die hochsten Esterbildungsraten bei nahezu ausschlieRlicher Umsetzung des (R)-
Alkohols wurden mit freier und immobilisierter Candida antarctica Lipase B (CALB)
erzielt. In beiden Fallen wurde als Produkt 2-Heptylbutanoat mit einer optischen
Reinheit von > 99,0 % erhalten. Dies zeigt, dass mit Umsatzraten von 47 % bzw.
49 % der maximale Umsatz einer ,idealen® Racematspaltung von 50 % nahezu
erreicht wurde.
CALB gilt als hoch effizienter Biokatalysator und die Anwendung in der
organischen Synthese wurde bereits umfangreich zusammengefasst (Anderson et
al., 1998; Bornscheuer und Kazlauskas, 2006). Es ist bekannt, dass die Lipase
hohe Aktivitat und Stereoselektivitat gegenuber sekundaren Alkoholen aufweist. In
den meisten Fallen folgen die Umsetzungen dem Kazlauskas-Modell (Kazlauskas
et al., 1991), welches auf dem Grollenunterschied des mittelgroRen M-
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Substituenten und des groRen L-Substituenten am Stereozentrum des Substrates
basiert. Durch Variation der Substituenten konnte gezeigt werden, dass die
Enantioselektivitdt von CALB gegenuber sekundaren Alkoholen am groften ist,
wenn der M-Substituent kleiner als n-Propyl und der L-Substituent gréfer als n-
Propyl ist (Orrenius et al., 1998; Rotticci et al., 1998). Der zum Enzymscreening
eingesetzte kurzkettige sekundare Alkohol 2-Heptanol erfillt diese molekularen
Voraussetzungen.

4.2.3 Enzymkatalysierte Veresterungen

Aufgrund der im Enzymscreening erzielten hohen Umsatzraten sowie
Enantioselektivitaten wurden freie (CALB) und immobilisierte Candida antarctica
Lipase B (CALB imm) als Biokatalysatoren fur die weiteren Untersuchungen
gewahlt. Es sollte der Einfluss der Kettenlangen der sekundaren Alkohole und der
kurzkettigen Fettsduren (C,-Cg) auf die Lipase-katalysierte Synthese der
Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester untersucht werden. Abbildung 14 zeigt
exemplarisch den zeitlichen Verlauf der Veresterungen von 2-Heptanol mittels
CALB imm.
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b —e— 2-Heptylacetat
g —e— 2-Heptylbutanoat
20 -
—a— 2-Heptylhexanoat
10 —a— 2-Heptyloctanoat
0 j ' ‘ T T T 1
0 4 8 12 16 20 o

Zeit (h)

Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Synthese von 2-Heptylestern durch kinetische
Racematspaltung von 2-Heptanol mit CALB imm

81



ERGEBNISSE & DISKUSSION

Bei allen synthetisierten 2-Alkylestern wurde die maximale Umsatzrate von fast
50 % bereits nach 2 bis 4 Stunden erreicht. Lediglich der Vergleich der initialen
Esterbildungsraten (bis 2 Stunden) zeigt einen Unterschied bezuglich der
Kettenlangen der eingesetzten homologen Fettsauren. Wahrend die
Veresterungen mit Buttersdure und Hexansaure am schnellsten abliefen,
erreichten die Synthesen der jeweiligen Acetate und Octanoate langsamer ihre
Maximalrate. Der insgesamt schnelle Umsatz der Substrate beweist, dass die
verwendete Lipase in dem gewahlten Reaktionsmedium Heptan eine hohe
Aktivitat aufweist. Von Dlugy und Wolfson (2007) wurde in Chlorbenzol eine
deutlich niedrigere Umsatzrate erhalten.

Der stereochemische Verlauf der Synthesen wurde durch Trennung der
Enantiomere von Substrat und erhaltenem Produkt an Heptakis(2,3-Di-O-methyl-
6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-Cyclodextrin ~ als  chiraler  stationarer Phase
beobachtet. Abbildung 15 zeigt exemplarisch die kapillargaschromatographische
Trennung des Produktes und des nicht umgesetzten Substrates fur die

Veresterung von 2-Heptanol mit Hexansaure katalysiert durch CALB imm.

(mv)[

Hexanséure

2-Heptanol
(@) t S|, R

2-Heptylhexanoat
(R)

(b) 2-Heptanol
®

Hexanséure

(S)

R)

15 (min) 50

Abbildung 15: Kinetische Racematspaltung von 2-Heptanol durch CALB imm-katalysierte
Veresterung mit Hexansaure (GC-Bedingungen siehe Material & Methoden)
a) vor Enzymzugabe
b) nach 24 Stunden Reaktionszeit
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Nach 24 Stunden Reaktionszeit wurde (R)-2-Heptylhexanoat erhalten, wahrend
der (S)-Alkohol in hoher optischer Reinheit [91,7 % (S); 8,3 % (R)] angereichert
wurde.

Die Umsatzraten und Enantioselektivitdaten der Synthesen aller homologen 2-
Alkylester mit CALB und CALB imm als Biokatalysator sind in Tabelle 11

zusammengefasst.

Tabelle 11: Enantioselektive Synthesen der 2-Alkylester mit CALB und CALB imm

Umsatz® €ergter €€aikonol’ £
(%) (%) (%)

2-Pentylacetat 52,1 83,6 85,3 30

@  2-Pentylbutanoat 53,2 81,4 93,1 33

S 2-Pentylhexanoat 52,0 85,3 87,5 36

2-Pentyloctanoat 49,5 93,0 86,4 77
= 2-Pentylacetat 46,1 99,2 82,0 > 100
£ 2-Pentylbutanoat 43,9 99,7 73,6 >100
2 2-Pentylhexanoat 45,2 99,1 73,7 >100
o 2-Pentyloctanoat 47.6 99,1 82,8 > 100
2-Heptylacetat 42,3 99,4 86,5 > 100
o 2-Heptylbutanoat 471 99,8 88,4 > 100
ZE) 2-Heptylhexanoat 46,9 99,3 87,4 >100
2-Heptyloctanoat 47,2 99,5 89,8 >100
= 2-Heptylacetat 46,5 99,8 83,6 >100
E 2-Heptylbutanoat 49,8 99,1 95,5 >100
g 2-Heptylhexanoat 46,0 99,9 83,4 >100
© 2-Heptyloctanoat 49,5 99,8 95,3 >100
2-Nonylacetat 46,8 99,8 - > 100
@  2-Nonylbutanoat 47,5 99,1 - >100
S 2-Nonylhexanoat 46,2 99,8 - > 100
2-Nonyloctanoat 46,2 99,8 - > 100

Bedingungen siehe Material & Methoden (Reaktionszeit: 24 h)

ee, Enantiomereniberschuss; E, Enantioselektivitat.

& berechnet mit Internem Standard 2-Heptanon.

® Enantiomereniiberschuss des (R)-Enantiomers.

° Enantiomereniiberschuss des (S)-Enantiomers.

2-Pentyl- und 2-Heptylester berechnet nach Rakels et al. (1993); 2-Nonylester berechnet Gber
Enantiomereniberschuss des Produktes (eep) nach Chen et al. (1982b).

Enantiomere von 2-Nonanol nicht getrennt.

Q
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Der Vergleich der verwendeten Enzyme zeigt einen Unterschied in der Gruppe der
2-Pentylester. Die Verwendung der nicht immobilisierten CALB flhrte zu
Umsatzraten > 50 %. Dies impliziert die Synthese eines groferen Anteils an (S)-2-
Pentylestern, was sich in verringerten optischen Reinheiten der synthetisierten
(R)-Ester und somit geringeren Enantioselektivitaten (E < 100) widerspiegelte. Als
Ursache hierflr kénnte eine Veranderung der Selektivitdt des Enzyms gesehen
werden, die aus dem Schritt der Immobilisierung resultieren kann (Bornscheuer,
2003; Cao, 2005). Aus der Literatur ist bekannt, dass die Beschaffenheit der
Immobilisierungs-Oberflache zu signifikanten Veranderungen der Enantio-
selektivitat von CALB fuhrt (Palomo et al., 2002; Palomo et al., 2007). Im Falle des
fir diese Arbeit verwendeten Enzyms wird vermutlich durch die Bindung an die
Immobilisierungs-Oberflache (makroporoses Acrylharz) eine deutliche Stabilitat
der Konformation des aktiven Zentrums, insbesondere der ,Stereospezifitats-
Tasche* (siehe Kapitel 2.5.1.3) erzielt, was zur ausschliel3lichen Anlagerung des
bevorzugten (R)-Alkohols fuhrt (Orrenius et al., 1998; Rotticci et al., 1998). Bei der
nicht immobilisierten CALB ist diese Stabilitdt der Enzym-Konformation weniger
stark ausgepragt, weshalb eine Anlagerung des (S)-Alkohols an die leichter
zugangliche Bindungstasche ermdglicht wird. Dass dieses Phanomen lediglich
beim sekundaren Alkohol 2-Pentanol, bei dem der Unterschied zwischen den
Substituenten im Vergleich zu 2-Heptanol weniger grol3 ist, beobachtet werden
konnte, stutzt diese Erklarung. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde auf die

Veresterung von 2-Nonanol mit CALB imm verzichtet.

4.2.4 Enzymkatalysierte Hydrolysen

Von Patel et al. (2000) und Dlugy und Wolfson (2007) wurde Uber die hohe
Enantioselektivitdt von CALB gegenlber den Acetaten von 2-Pentanol bzw. 2-
Heptanol berichtet. In dieser Arbeit sollte die Moglichkeit der Herstellung der
kompletten Reihe an optisch reinen (S)-2-Alkylestern untersucht werden. Die
Lipase-katalysierten Racematspaltungen der zuvor synthetisierten racemischen
Ester wurden in wassriger Puffer-Losung durchgefihrt. Die zeitlichen Verlaufe der
CALB imm-katalysierten Hydrolysen der 2-Heptylester sind in Abbildung 16
gegenubergestellt.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse von 2-Heptylestern durch kinetische
Racematspaltung mit CALB imm

Wie aus Abbildung 16 ersichtlich, nehmen die Hydrolyseraten mit zunehmender
Kettenlange der Ester ab. Dieses Phanomen wurde auch bei den Hydrolysen der
2-Pentyl- und 2-Nonylester beobachtet.

Wie die Ergebnisse in Tabelle 12 zeigen, verliefen die Hydrolysereaktionen hoch
enantioselektiv. Es wurde ausschlielllich der (R)-Ester zum entsprechenden
Alkohol hydrolysiert, wahrend der nicht umgesetzte (S)-Ester angereichert wurde.
Die maximal erzielbare Umsatzrate der konventionellen kinetischen
Racematspaltung betragt 50 %. Wie die erhaltenen Hydrolyseraten zeigen, wurde
diese ideale Umsatzrate lediglich in der Gruppe der Acetate erreicht. Fir 2-
Nonyloctanoat, den Ester mit der grof3ten Kettenlange, wurde nach 8 Stunden
lediglich eine Hydrolyserate von 19 % erhalten. Da die Racematspaltungen in
wassrigem Medium (Kaliumphosphat-Puffer) durchgefuhrt wurden, wurde eine
schlechtere Loslichkeit der langerkettigen Ester und somit geringeren
Verfugbarkeit fur den katalytischen Prozess als Ursache fur die Abnahme der

Hydrolyseraten vermutet.
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Tabelle 12: Enantioselektive Hydrolysen der 2-Alkylester mit CALB imm

Umsatz?®

b
eeEster

C
€€alkohol

Ed
(%) (%) (%)
2-Pentylacetat 48,6 94,6 >99,9 >100
2-Pentylbutanoat 426 74,3 >99,9 >100
2-Pentylhexanoat 36,8 58,3 >99,9 >100
2-Pentyloctanoat 29,8 42,4 >99,9 >100
2-Heptylacetat 48,3 93,4 >99,9 >100
2-Heptylbutanoat 39,3 64,7 >99,9 >100
2-Heptylhexanoat 27,7 38,3 >99,9 >100
2-Heptyloctanoat 21,4 27,2 >99,9 >100
2-Nonylacetat 49,0 96,2 - >100
2-Nonylbutanoat 37,2 59.4 - > 100
2-Nonylhexanoat 27,6 38,1 - >100
2-Nonyloctanoat 19,0 235 - > 100

Bedingungen siehe Material & Methoden (Reaktionszeit: 8 Stunden)

ee, Enantiomereniberschuss; E, Enantioselektivitat.
? berechnet nach Chen et al. (1982b).

® Enantiomereniiberschuss des (S)-Enantiomers.

Enantiomereniberschuss des (R)-Enantiomers.

berechnet Uber Enantiomereniberschuss des Substrates (ees) nach Chen et al. (1982b).
Enantiomere von 2-Nonanol nicht getrennt; Umsatz berechnet unter der Annahme, dass
ausschlieBlich (R)-2-Nonanol gebildet wird.

(o]

Durch den Zusatz des Gallensalzes Natrium-Taurocholat als Emulgator konnte fur

eine Reihe von Esterase-katalysierten Hydrolysereaktionen eine Umsatz-

steigerung gezeigt werden (Barman, 1969; Miller, 2004). Es ist bekannt, dass die

Aktivitat einiger Esterasen, wie z.B. Cholesterolesterasen, von der Konzentration

an Gallensalzen beeinflusst wird (Vahouny und Treadwell, 1969). Da Candida

antarctica Lipase B als Esterase bzw. als Intermediat zwischen Esterase und

Lipase klassifiziert wird (Bornscheuer und Kazlauskas, 2006, Anderson et al.,

1998), wurde der Einfluss der Natrium-Taurocholats auf die fur diese Arbeit

relevanten Hydrolysereaktionen untersucht.
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Abbildung 17: Umsatzraten der Hydrolyse von 2-Heptyloctanoat in Abhangigkeit von der
Zusammensetzung des Reaktionsmediums
a) Kaliumphosphat-Puffer
b) Kaliumphosphat-Puffer : 12 mM Natrium-Taurocholat-Losung (1:1; v/v)
c¢) Kaliumphosphat-Puffer : 24 mM Natrium-Taurocholat-Losung (1:1; v/v)

Wie aus Abbildung 17 ersichtlich, hatte die Verwendung von Natrium-Taurocholat
zur Erhdhung der Loslichkeit von 2-Heyptyloctanoat im Reaktionsmedium keinen
Einfluss auf die Aktivitat des verwendeten Enzyms bzw. die Umsatzrate der
Hydrolyse.

Die fir die Acetate erzielten hohen Umsatzraten und Enantioselektivitaten
stimmten mit den kirzlich gezeigten Daten von Patel et al. (2000) und Dlugy und
Wolfson (2007) Uberein. Die mit steigender Kettenlange der Ester sinkenden
Umsatzraten und die daraus resultierenden niedrigen optischen Reinheiten der
(S)-Ester erwiesen sich jedoch als nicht geeignet fur die Gewinnung der

kompletten Reihe an homologen 2-Alkylestern im préaparativen Maf3stab.
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4.2.5 Gewinnung optisch reiner 2-Alkylester

Die Vorversuche im MikromalRstab zeigten, dass aufgrund der hohen Umsatzraten
und Enantioselektivitaten die Lipase-katalysierte Racematspaltung der
sekundaren Alkohole mittels immobilisierter Candida antarctica Lipase B (CALB
imm) geeignet ist zur Gewinnung optisch reiner Passionsfrucht-typischer (R)-2-
Alkylester. Durch Ubertragung der erarbeiteten Ergebnisse auf einen praparativen
Malstab sollten die Ester in quantitativen Ausbeuten gewonnen werden, die
weiterfuhrende Untersuchungen, wie z.B. polarimetrische Messungen oder
sensorische Bewertungen ermaglichen.

Weitere Vorteile der Veresterungsreaktion spiegeln sich in der kommerziellen
Verfugbarkeit und dem direkten Einsatz der Substrate sowie der Durchfihrung in
organischem Losungsmittel wider, wodurch die im Vergleich zur Hydrolysereaktion
notigen Synthesen der Substrate und Extraktionsschritte aus dem wassrigen
Medium entfallen. Zur verlustarmeren Wiedergewinnung der Produkte aus dem
Reaktionsprozess wurde aufgrund des niedrigeren Siedepunktes (wasserfreies)
Pentan anstatt Heptan als Reaktionsmedium gewahlt. Vorversuche hatten gezeigt,
dass der Wechsel des verwendeten organischen Losungsmittels Kkeine

Veranderung der Enantioselektivitat des Enzyms bewirkt.

4.2.5.1 Gewinnung der (R)-2-Alkylester

Die entwickelte Methode zur Gewinnung der optisch reinen Passionsfrucht-
typischen 2-Alkylester ist in Abbildung 18 schematisch dargestellt. Zur Herstellung
der (R)-Ester wurde ein aquimolarer Ansatz (15 mmol) von sekundarem Alkohol
und Carbonsaure sowie CALB imm als Biokatalysator verwendet. Nach Abschluss
der Reaktion und schonendem Einengen der Reaktionslosung an einer Vigreux-
Kolonne erfolgte eine saulenchromatographische Auftrennung der Komponenten.
Durch die Verwendung einer Kieselgel/Aluminiumoxid-Mischung (1:1) konnte die
nicht umgesetzte Saure, die zu einer Kontamination sowohl der Ester- als auch
der Alkoholfraktion fihren wirde, durch Adsorption an das Saulenmaterial entfernt

werden. Dass die Verwendung von Aluminiumoxid als Adsorbens keine
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Veranderung der Ausbeuten oder Verteilung der zu trennenden Verbindungen

bewirkt, wurde von Renner (1979) beschrieben.

VERESTERUNG |
Alkohol + Saure
+ CALB imm

FRAKTIONIERUNG

< | Pentan / Dichlormethan (2:1)
! Pentan / Diethylether (9:1)

() Diethylether

(S)-ALKOHOL

VERESTERUNG I
+ Saure

+ CCL

| FRAKTIONIERUNG

(R)-ESTER (S)-ESTER

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Gewinnung optisch reiner bzw. angereicherter
Passionsfrucht-typischer 2-Alkylester.

Die synthetisierten (R)-Ester wurde nach schonender Entfernung des
leichtfliichtigen Elutionsmittels an einer Vigreux-Kolonne als chemisch reine
Substanzen gewonnen. Die erzielten Ausbeuten sowie die chemischen und
optischen Reinheiten der Produkte sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Die (R)-
Ester wurden als optisch reine Substanzen gewonnen (ee > 99,9 %). Die im
Vergleich zu den Veresterungen im Mikromal3stab fir alle Ester erhaltenen leicht
niedrigeren maximalen Enantiomerenuberschisse (ee 99,1 - 99,9 %) kénnten zum
einen auf den Wechsel des Losungsmittels (Pentan statt Heptan) zurtckgefuhrt
werden. Die Beeinflussung der Enantioselektivitat von CALB durch Beschaffenheit

des Mediums wurde von Orrenius et al. (1995) beschrieben. Das Verfahren des
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,Medium-Engineerings“ zur Optimierung u.a. der Stereoselektivitat von Enzym-
katalysierten Synthesen wurde kirzlich umfassend zusammengefasst (Carrea und
Riva, 2008). Zum anderen konnte ein optimiertes Enzym-Substrat-Verhaltnis
durch die im praparativen Malstab vergleichsweise geringere eingesetzte

Enzymmenge als Ursache gesehen werden.

Tabelle 13: Ausbeuten sowie chemische und optische Reinheiten der gewonnenen (R)-2-Alkylester

(R/S)-Alkohol* Ausbeute  Ausbeute  chem. Reinheit”  opt. Reinheit®

(R)-Ester
(9) (9) (mol%) (%) (%)

2-Pentylacetat 1,32 0,81 41,5 99,7 >99,9
2-Pentylbutanoat 1,32 1,02 43,2 99,7 >99,9
2-Pentylhexanoat 1,32 1,21 43,4 99,3 >99,9
2-Pentyloctanoat 1,32 1,40 43,6 99,0 >99,9
2-Heptylacetat 1,74 1,04 43,8 99,5 >99,9
2-Heptylbutanoat 1,74 1,27 45,6 99,6 >99,9
2-Heptylhexanoat 1,74 1,47 45,8 99,7 >99,9
2-Heptyloctanoat 1,74 1,57 43,2 99,2 >99,9
2-Nonylacetat 2,16 1,16 41,4 99,8 >99,9
2-Nonylbutanoat 2,16 1,29 40,0 99,7 >99,9
2-Nonylhexanoat 2,16 1,46 40,2 99,7 >99,9
2-Nonyloctanoat 2,16 1,78 43,8 99,1 >99,9

Herstellungs- und GC-Bedingungen siehe Material & Methoden

@ zur Racematspaltung eingesetzter racemischer Alkohol.

® ermittelt durch kapillargaschromatographische Analyse.

¢ kapillargaschromatographisch ermittelter Enantiomereniiberschuss (ee) des Esters.

Im Vergleich zu anderen Studien lag der Fokus dieser Arbeit neben der
Stereoselektivitat vor allem auf der effektiven Gewinnung der chemisch reinen
Produkte. Die maximale Ausbeute an optisch reinen Substanzen kann bei der
konventionellen kinetischen Racematspaltung lediglich 50 % (entspricht 50 mol%)
betragen. Die erhaltenen Ausbeuten (fur alle gewonnenen Ester > 40 mol%) sowie
die chemischen Reinheiten (> 99 %) demonstrieren, dass das durchgeflhrte
Aufarbeitungs- und Fraktionierungsverfahren eine effektive Trennung der
Reaktionskomponenten bei lediglich geringen Verlusten garantiert. Die
beschriebene saulenchromatographische Aufreinigung bietet eine geeignete
Alternative zu bereits beschriebenen Methoden (Gerlach und Schreier, 1989;
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Irimescu et al., 2003; Berkessel et al., 2006). Die bekannten Vorteile von
immobilisierten Enzymen, wie z.B. der einfachen Abtrennung aus dem
Reaktionsgemisch sowie der hohen Stabilitat, konnten durch das angewandte
Verfahren fur immobilisierte Candida antarctica Lipase B bestatigt werden
(Bornscheuer, 2003). Die Mehrfachverwendung des Enzyms wurde durch einen
erneuten Einsatz der wiedergewonnenen Lipase in einem Testansatz untersucht,
wobei weder Einbuf3en in der Aktivitdt noch in der Enantioselektivitat festgestellt

werden konnten.

4.2.5.2 Gewinnung der (S)-2-Alkylester

Die Ergebnisse der Hydrolysereaktionen im Mikromal3stab zeigten, dass dieser
Reaktionsweg nicht geeignet ist zur praparativen Gewinnung der kompletten
Reihe an Passionsfrucht-typischen 2-Alkylestern. Eine Moglichkeit der Enzym-
katalysierten Herstellung optisch reiner (S)-Estern bietet die Verwendung so
genannter ,Anti-Kazlauskas“-Lipasen. Allerdings sind nur wenige Lipasen bekannt,
die entgegengesetzte Stereoselektivitat hinsichtlich der Kazlauskas-Regel zeigen.
In den meisten Fallen sind sie nicht kommerziell erhaltlich und somit nur durch
groRen Aufwand zu gewinnen (Bosch et a., 2004, Nagy et al., 2006). Die
Enantiopraferenz von (S)-konfigurierten sekundaren Alkoholen wurde fir Candida
cylindracea Lipase (Uegji et al., 1992) sowie kurzlich fur Weizenkeim-Lipase (Xia et
al., 2009) gezeigt. Jedoch wurden fiur aliphatische Substrate nur sehr geringe
Umsatzraten und Enantioselektivitaten erzielt. Ein vergleichbares Ergebnis wurde
auch fur die im Rahmen dieser Arbeit getesteten Enzympraparate erhalten.

Eine Alternative zur kinetischen Racematspaltung stellt die Gewinnung der (S)-
Ester mittels einer unspezifischen Lipase ausgehend von einem bereits optisch
reinen bzw. angereicherten Alkohol dar. Wie in Abbildung 18 veranschaulicht,
wurde somit der in der enantioselektiven Veresterung mit CALB imm nicht
umgesetzte, aber daflr stark optisch angereicherte (S)-Alkohol nach
Wiedergewinnung aus dem Reaktionsprozess als Substrat fir eine erneute
Veresterung eingesetzt. Aufgrund des im Enzymscreening gezeigten hohen
Umsatzes bei unselektiver Umsetzung wurde hierfur Lipase Candida cylindracea
(CCL) als Biokatalysator gewahlt. Nach Beendigung der Reaktion und erneuter

Trennung der Reaktionskomponenten mittels Fraktionierung an Kieselgel-
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Aluminiumoxid (1:1) wurde der optisch angereicherte (S)-Ester als chemisch reine
Substanz gewonnen.

Abbildung 19 =zeigt exemplarisch den stereochemischen Verlauf der CCL-
katalysierten Wiederveresterung des optisch angereicherten sekundaren Alkohols
2-Heptanol mit Buttersaure. Als Produkt der Umsetzung wurde optisch
angereichertes 2-Heptylbutanoat mit einem Enantiomerenverhaltnis von 91 % (S) :
9 % (R) erhalten.

(mv) [

2-Heptanol
(S)
(a)

Buttersaure

-

2-Heptylbutanoat
(S)

(b)

2-Heptanol
S Buttersaure
©)r) P |

10 (min) 45

Abbildung 19: CCL-katalysierte Wiederveresterung von optisch angereichertem 2-Heptanol mit
Buttersaure (GC-Bedingungen siehe Material & Methoden)
a) vor Enzymzugabe
b) nach 120 h Reaktionszeit

Mittels der gezeigten Methode konnte die komplette Reihe der homologen (S)-
Alkylester mit optischen Reinheiten von 81,4 % bis 88,2 % gewonnen werden
(Tabelle 14). Aufgrund der hohen Umsatzraten sowie der Aufreinigung mittels
Saulenchromatographie wurden wie bei der Gewinnung der (R)-2-Alkylester

ebenfalls Ausbeuten > 40 mol% und sehr hohe chemische Reinheiten erzielt.
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Tabelle 14: Ausbeuten sowie chemische und optische Reinheiten der gewonnenen (S)-2-Alkylester

(S)-Ester Ausbeute Ausbeute chem. Reinheit® opt. Reinheit”
(9) (mol%) (%) (%)
2-Pentylacetat 0,78 40,0 99,6 81,4
2-Pentylbutanoat 0,96 40,4 99,5 83,9
2-Pentylhexanoat 1,13 40,3 99,6 83,1
2-Pentyloctanoat 1,34 41,7 99,0 83,7
2-Heptylacetat 0,95 40,1 99,0 82,6
2-Heptylbutanoat 1,23 43,9 99,3 82,7
2-Heptylhexanoat 1,37 42,6 99,7 86,9
2-Heptyloctanoat 1,46 40,1 99,2 82,3
2-Nonylacetat 1,14 40,9 99,8 82,9
2-Nonylbutanoat 1,30 40,7 99,9 88,2
2-Nonylhexanoat 1,46 40,1 99,8 84,3
2-Nonyloctanoat 1,83 45,1 99,4 84,0

Herstellungs- und GC-Bedingungen siehe Material & Methoden
@ ermittelt durch kapillargaschromatographische Analyse.
b kapillargaschromatographisch ermittelter Enantiomerentberschuss (ee) des Esters.

4.2.5.3 Polarimetrische Untersuchung der gewonnenen Ester

Enantiomere besitzen identische chemische und physikalische Eigenschaften, mit
der Ausnahme ihrer Wechselwirkung mit linear polarisietem Licht. Dieses
physikalische Phanomen wird als optische Aktivitat bezeichnet. Die Enantiomere
drehen die Schwingungsebene um denselben Betrag, aber in unterschiedliche
Richtungen. Aus der Literatur ist bekannt, dass es sich bei den (R)-Alkylestern um
linksdrehende Verbindungen handelt, wahrend die (S)-konfigurierten Ester die
Schwingungsebene linear polarisierten Lichtes nach rechts drehen (Mosand! und
Deger, 1987). Allerdings wurden die spezifischen Drehwinkel ap bislang noch nicht
beschrieben. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Herstellungsverfahren konnten
die optisch reinen (R)-2-Alkylester bzw. die optisch angereicherten (S)-Alkylester
als chemisch reine Substanzen sowie in hohen quantitativen Ausbeuten

gewonnen werden, was eine polarimetrische Analyse der einzelnen Enantiomere
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ermdglichte. Die gemessenen spezifischen Drehwinkel ap der 2-Alkylester sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Spezifische Drehwinkel ap der gewonnenen (R)- und (S)-2-Alkylester

(R)-Ester (S)-Ester
opt. Reinheit ap? opt. Reinheit ap” Ap catc.
(%) () (%) ) ()

2-Pentylacetat >99,9 - 16,01 81,4 +13.08 +13.03
2-Pentylbutanoat >99,9 - 16,61 83,9 +14.02 +13.94
2-Pentylhexanoat >99,9 - 15,01 83,1 +12.49 +12.47
2-Pentyloctanoat >99,9 -13,43 83,7 +11.22 +11.24
2-Heptylacetat >99,9 -6,32 82,6 +5.29 +5.22
2-Heptylbutanoat >99,9 -9,40 82,7 +7.81 +7.77
2-Heptylhexanoat >99,9 -9,45 86,9 +8.37 +8.22
2-Heptyloctanoat >99,9 - 8,88 82,3 +7.44 +7.31
2-Nonylacetat >99,9 -4.,51 82,9 +3.67 +3.74
2-Nonylbutanoat >99,9 -7,27 88,2 + 6.51 + 6.41
2-Nonylhexanoat >99,9 - 8,19 84,3 +6.77 +6.90
2-Nonyloctanoat >99,9 -7,89 84,0 +6.61 +6.63

Bedingungen siehe Material & Methoden
@ gemessener spezifischer Drehwinkel

b

° berechneter spezifischer Drehwinkel [ap caic = (ap (R) x ee (S)) / ee (R)].

um den Enantiomerenanteil des (R)-Esters verringerter gemessener spezifischer Drehwinkel.

Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen die allgemeine Beschreibung der
Drehrichtung der Ester von Mosand! und Deger (1987). Bei den (R)-2-Alkylestern

handelt es sich um linksdrehende, bei den (S)-Estern um rechtsdrehende

Verbindungen. Allgemein lasst sich der Trend feststellen, dass die Drehwinkel mit

zunehmender Kettenlange der Ester abnehmen. Zur Kontrolle der Messwerte

wurden die Drehwinkel der (S)-Alkylester Uber ihre Enantiomerenuberschisse und

die bereits fur die optisch

berechnet.

reinen (R)-Enantiomere erhaltenen Drehwerte
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4.2.6 Zusammenfassung

Die Lipase-katalysierte kinetische Racematspaltung mittels Veresterung der

sekundaren Alkohole 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-Nonanol in organischem

Losungsmittel sowie die Hydrolyse der Acetate, Butanoate, Hexanoate und

Octanoate in wassrigem Medium bestatigte die beschriebene hohe Aktivitat und

Enantioselektivitdt von Candida antarctica Lipase B (Anderson et al., 1998;

Bornscheuer und Kazlauskas, 2006). Basierend auf den Ergebnissen eines

Enzymscreenings und den Versuchen im Mikromalistab wurde folgende Methode

zur Gewinnung der optisch reinen Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester im

praparativen Mal3stab entwickelt:

() Gewinnung der optisch reinen (R)-2-Alkylester ausgehend von den
racemischen sekundaren Alkoholen mittels Lipase-katalysierter kinetischer
Racematspaltung und Candida antarctica Lipase B als Biokatalysator.

(Il) Saulenchromatographische Trennung der gewonnenen Produkte und der
nicht umgesetzten Substrate an Kieselgel/Aluminiumoxid (1:1).

(Ill) Gewinnung der optisch  angereicherten  (S)-2-Alkylester  durch
Wiederveresterung der nicht umgesetzten Alkohole mit unselektiver Candida
cylindracea Lipase.

Aufgrund der hohen Enantioselektivitdt der Candida antarctica Lipase B wurden

die (R)-2-Alkylester als optisch reine Substanzen gewonnen. Daruber hinaus

wurde durch die hohen Umsatze der kinetischen Racematspaltung eine starke
optische Anreicherung der nicht umgesetzten Alkohole erhalten. Durch gezielte

Wiederveresterung der aufgereinigten Alkohole mit der unselektiven Lipase

Candida cylindracea konnten die (S)-Alkylester in optisch angereicherter Form (ee

> 81 %) gewonnen werden. Durch die sdulenchromatographische Abtrennung der

Ester aus dem Reaktionsgemisch an Kieselgel/Aluminiumoxid (1:1) wurden die

Ester als chemisch reine Substanzen erhalten. Aufgrund der erhaltenen

Estermengen und der hohen chemischen Reinheiten konnten zum ersten Mal die

spezifischen Drehwinkel ap der einzelnen Ester beschrieben werden. Das

linksdrehende Verhalten der (R)-2-Alklyester und die rechtsdrehende Eigenschaft

der (S)-2-Alkylester wurden bestatigt (Mosandl und Deger, 1987).

Die Gesamtausbeuten an (R)- und (S)-Ester von bis zu 90 mol% zeigen, dass das

entwickelte Verfahren eine sehr effiziente Methode zur Gewinnung optisch reiner

95



ERGEBNISSE & DISKUSSION

bzw. angereicherter Ester darstellt. Durch die Wiedergewinnung und erneute
Veresterung des im ersten Reaktionsschritt nicht umgesetzten Substrates konnte
die limitierende Eigenschaft der konventionellen kinetischen Racematspaltung
wirtschaftlich genutzt werden. Dartber hinaus zeichnet sich das Verfahren durch

einen geringen Arbeits- und Kostenaufwand aus.
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4.3 SENSORISCHE BEWERTUNG DER 2-ALKYLESTER

4.3.1 Einleitung

Aufgrund ihres angenehmen exotischen Aromas zahlen Passionsfrichte zu den
beliebtesten tropischen Frichten. Mit ihrer angenehmen blumig-fruchtigen Note
unterscheiden sich rote Passionsfrichte deutlich von der gelben Varietat, die ein
eher typisch schweflig-exotisches Aroma besitzt (Engel und Tressl, 1983). In den
letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl an flichtigen Aromastoffen identifiziert,
die einen Beitrag zum Gesamtaroma der roten und gelben Passionsfriichte leisten
(Whitfield and Last, 1986; Shibamoto and Tang, 1990).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die chiralen 2-Alkylester
charakteristische flichtige Verbindungen in roten Passionsfriichten darstellen und
nahezu ausschliel3lich als (R)-Enantiomere vorliegen.

Es ist bekannt, dass sich Enantiomere in ihren sensorischen Eigenschaften
unterscheiden koénnen. Dabei kdnnen sowohl Unterschiede hinsichtlich der
Geruchsqualitaten als auch der Geruchsintensitaten auftreten. Letztere werden
durch den ,Wahrnehmungsschwellenwert, d.h. der Konzentration einer Substanz,
bei der ein Unterschied des Geruchs im Vergleich zu einer Substanz-freien Matrix
wahrgenommen werden kann, ausgedruckt (Noble, 2002). Einen umfangreichen
Uberblick der sensorischen Eigenschaften von Enantiomeren geben die Arbeiten
von Boelens et al. (1993), Koppenhoefer et al. (1994) und Brenna et al. (2003).
Dass sich die Enantiomere der Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester in ihren
Aromaqualitaten unterscheiden und die jeweiligen (S)-Ester charakteristische
fruchtige Ester-Noten aufweisen, wurde von Mosand! und Deger (1987) postuliert.
Allerdings wurde der Einfluss der Enantiomere auf das Aroma der jeweiligen
Racemate bislang nicht untersucht. Zudem liegen bislang keine Daten Uber die
Geruchsschwellenwerte der homologen Enantiomere und Racemate vor.

Das Ziel dieser Arbeit war der direkte Vergleich der sensorischen Eigenschaften
der homologen Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester. Hierzu wurden die mittels
enantioselektiver Biokatalyse gewonnenen optisch reinen (R)-Ester und optisch
angereicherten (S)-Ester sowie die Racemate untersucht. lhre Geruchsqualitaten

und -schwellenwerte wurden sowohl iin Wasser als auch mittels
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Gaschromatographie-Olfaktometrie (GC/O) in Luft bestimmt. Abschlielend sollte
basierend auf diesen Ergebnissen der Beitrag der 2-Alkylester auf das

Gesamtaroma roter Passionsfrichte abgeschatzt werden.

4.3.2 Bewertung mittels Gaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O)

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Gaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O)
als effektive Methode =zur sensorischen Bewertung von Aromastoffen in
Lebensmitteln etabliert (Blank, 1997; Mistry et al., 1997, d’Acampora Zellner et al.,
2008; Plutowska und Wardencki, 2008). Bei diesem Verfahren, das eine
Kombination aus einer instrumentell-analytischen und einer sensorischen Methode
darstellt, werden die einzelnen Substanzen zunachst kapillar-
gaschromatographisch getrennt und anschlieRend am so genannten ,Sniffing
Port“ sensorisch bewertet. Die Kombination dieser Technik mit der von Ullrich und
Grosch (1987) entwickelten Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA) erlaubt
neben der Ermittlung von Schlisselaromastoffen aus einer komplexen
Lebensmittelmatrix auch die Bestimmung von Geruchsschwellenwerten von
Referenzsubstanzen. Hierbei wird der Extrakt bzw. die Stammlésung so lange
schrittweise verdunnt und abgerochen, bis kein Geruch mehr festgestellt werden
kann. Die Konzentration des Aromastoffes ist folglich unter seine Geruchsschwelle
gesunken.

Die sensorische Bewertung von Enantiomeren kann ausgehend von einem
Racemat durch Trennung der Stereoisomere an einer geeigneten chiralen Phase
durchgefuhrt werden. Eine weitere Moglichkeit bietet der Einsatz
enantiomerenreiner Verbindungen. Da die 2-Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester
mittels der in Kapitel 4.2.5.1 beschriebenen Methode als optisch reine
Verbindungen (R)-Enantiomere (ee > 99,9 %) gewonnen wurden, konnten diese
direkt unter Verwendung einer achiralen Phase untersucht werden. Die erhaltenen
sensorischen Eigenschaften wurden mit denen der jeweiligen Racemate

verglichen.
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Tabelle 16: Sensorische Bewertung der (R)-Enantiomere und Racemate der 2-Alkylester mittels
achiraler GC/O

Geruchsqualitat ®

Geruchsschwellenwert”

(ng/l Luft)
2-Pentylacetat (R) fruchtig, frisch 175 - 350
(R,S) fruchtig (Ananas, Birne) 175 - 350
2-Pentylbutanoat (R) tropisch, Banane 700 - 1400
(R,S) tropisch, Banane 700 - 1400
2-Pentylhexanoat (R) tropisch, muffig 700 - 1400
(R,S) tropisch, Banane, leicht blumig 1400 - 2800
2-Pentyloctanoat (R) leicht fruchtig, sauerlich 5600 - 11200
(R,S) leicht fruchtig, dumpf sauerlich 5600 - 11200
2-Heptylacetat (R) fruchtig, leicht sduerlich 90 - 180
(R,S) fruchtig, sauerlich, blumig 90 - 180
2-Heptylbutanoat (R) tropisch, Banane 350 - 700
(R,S) tropisch, Banane, leicht blumig 350 - 700
2-Heptylhexanoat (R) chemisch, dumpf fruchtig 1400 - 2800
(R,S) muffig, dumpf fruchtig (Uberreif) 1400 - 2800
2-Heptyloctanoat (R) unspezifisch, frisch 11200 - 22400
(R,S) ethanolisch, frisch 22400 - 44800
2-Nonylacetat (R) blumig, seifig 90 - 180
(R,S) blumig, stechend, dumpf seifig 90 - 180
2-Nonylbutanoat (R) fruchtig, su3, Banane 1400 - 2800
(R,S) dumpf fruchtig, Banane 1400 - 2800
2-Nonylhexanoate (R) Lésungsmittel, leicht muffig 5600 - 11200
(R,S) Losungsmittel, leicht schweildig 11200 - 22400
2-Nonyloctanoat (R) Lésungsmittel, frisch 22400 - 44800
(R,S) leicht Losungsmittel, frisch 44800 - 89600

GC-Bedingungen siehe Material & Methoden

@ Geruchsqualitat der Stammlésungen (Racemat 130 pg/ul; (R)-Ester 65 ug/ul).

b niedriger Wert entspricht der nicht mehr wahrgenommenen Konzentration, hoher Wert entspricht
der gerade noch wahrgenommenen Konzentration.
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Die in Tabelle 16 gegenubergestellten Aromaqualitaten zeigen eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen den (R)-Enantiomeren und den entsprechenden
Racematen. Im Allgemeinen wurden die kurzkettigen Ester vorwiegend mit
fruchtigen und blumigen Noten beschrieben. Verglichen mit den Acetaten war der
fruchtige Charakter bei den Butanoaten deutlich intensiver ausgepragt und wurde
unanhangig von der Alkohol-Komponente als tropisch und an Bananen erinnernd
beschrieben. Ein Ubereinstimmendes Ergebnis fur die 2-Pentylester wurde von
Shiota (1993) gezeigt, die das racemische Acetat ebenfalls als fruchtig mit einer
Birnen-Bananen-Note und das Butanoat als Bananen-ahnlich beschrieben. Die
Geruchsqualitaten der homologen Aromastoffe veranschaulichen, dass mit
steigender Kettenlange der Ester der fruchtige Charakter abnimmt und daflr die
Dominanz unangenehmer Noten, wie z.B. muffig, chemisch und Losungsmittel-
ahnlich, zunimmt. Dieser Trend konnte durch die aus der Literatur bekannten
Daten flr aliphatische Ester bestatigt werden. Boelens et al. (1983) beschrieben
Ester mit einer Saureeinheit von C3-Cs ebenfalls als fruchtiger als Ester mit C4-C;
und beobachteten eine deutliche Abnahme des fruchtigen Charakters bei
Saureeinheiten grolder als Ce.

Fir die Geruchsschwellen wurden Bereiche angegeben, wobei der héhere Wert
der Konzentration entspricht, bei der die Substanz gerade noch wahrgenommen
wurde. Der niedrigere Wert beschreibt die Konzentration, bei der kein Geruch
mehr feststellbar war. Wie auch bei den Geruchsqualitaten konnten hier ebenfalls
groRe Ubereinstimmungen zwischen den optisch reinen (R)-Enantiomeren und
den racemischen 2-Alkylestern beobachtet werden. In den Fallen, in denen
unterschiedliche Geruchsschwellen erhalten wurden, beschrankten sich die
Abweichungen lediglich auf eine Verdlinnungsstufe. Hinsichtlich der
Geruchsschwellen wurde ein klarer Trend beobachtet: Innerhalb einer Alkohol-
Gruppe nehmen die Werte mit steigender Kettenlange der Ester zu. Fir die
Acetate von 2-Heptanol und 2-Nonanol wurden die niedrigsten Geruchsschwellen
bestimmt (90-180 ng/I Luft), wahrend fur das racemische 2-Nonyloctanoat ein 500-
fach hoherer Wert (44800-89600 ng/I Luft) erhalten wurde.

Aufgrund ihrer Enantiomerenuberschisse (ee > 81 %) konnte die Untersuchung
der (S)-Ester mittels der achiralen GC/O-Methode nicht durchgeflhrt werden, da

bereits kleine Kontaminationen der geruchsaktiven (R)-Enantiomere zu
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Verfalschungen der sensorischen Eindricke fuhren kdnnten. Die Bewertung von
nicht optisch reinen Verbindungen setzt eine Trennung der Enantiomere an einer
geeigneten chiralen stationaren Phase voraus. Aufgrund ihrer ungewohnlich
hohen Trennleistung fur kurzkettige 2-Alkylester (Tabelle 6) wurde die von
Takahisa et al. (2005a) neuartig modifizierte Oktakis(2,3-di-O-methoxymethyl-6-O-
tert-butyldimethyl-silyl)-y-CD-Phase gewahlt. Abbildung 20 veranschaulicht, dass
durch Verwendung dieser chiralen stationdaren Phase eine Trennung der
Enantiomere auch bei den zur Sensorik bendtigten hohen Konzentrationen
erreicht werden konnte. Die Konzentrationen entsprechen den fur 2-Pentylacetat
und 2-Pentylhexanaot ermittelten hochsten (a und c) sowie niedrigsten (b und c)

Geruchsschwellenwerten (Tabelle 17).

2-Pentylacetat 2-Pentylhexanoat
64 S R 512 S R
(@ ™ () ™V
0 0
4 (min) 20 22 (min) 38
64 ° 512 S R
(b) V) s (d) ™V
{t
: : _
4 (min) 20 22 (min) 38

Abbildung 20: Kapillargaschromatographische Trennung der Enantiomere von 2-Pentylacetat und
2-Pentylhexanoat auf 2,3-MOM-6-TBDMS-y-CD (Temperaturprogramm: 40°C/2 min
/12°C/min//200°C/10 min)

Weitere GC-Bedingungen siehe Material & Methoden (GC-System 3).
a) 2-Pentylacetat: Konzentration entspricht 11200 ng/I Luft.

b) 2-Pentylacetat: Konzentration entspricht 175 ng/l Luft.

c) 2-Pentylhexanoat: Konzentration entspricht 34000 ng/I Luft.

d) 2-Pentylhexanoat: Konzentration entspricht 2150 ng/l Luft.

Die Geruchsqualitaten und Schwellenwerte der kurzkettigen (S)- und (R)-2-
Alkylester, flr die mittels der verwendeten chiralen Phase eine ausreichende

Enantiomerentrennung erreicht wurde, sind in Tabelle 17 zusammengestellt.
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Die sensorische Bewertung der getrennten Enantiomerenpaare der 2-Alkylester
zeigt deutliche Unterschiede der Geruchsqualitaten und auch Schwellenwerte. Mit
Ausnahme von 2-Heptylacetat dominierten die (R)-Enantiomere durch einen
intensiveren fruchtigen Charakter. Die Untersuchungen von Jordan et al. (2001)
untermauern diesen Trend, die fliichtige Verbindungen eines Bananen-Extraktes
mittels GC/O analysierten und 2-Pentylacetat als krautig, suf® und blumig
beschrieben. Das naturliche Vorkommen dieser Verbindung in Bananen als
nahezu optisch reiner (S)-Ester ist bekannt (Gessner et al., 1998; Fréhlich et al.,
1989; Bernreuther, 1992; Schubert et al., 1991).

Zudem wurden fir die (R)-Enantiomere bis zu 16-fach niedrigere
Geruchsschwellenwerte im Vergleich zu den jeweiligen (S)-Enantiomeren

bestimmt.

Tabelle 17: Sensorische Bewertung der (S)- und (R)-2-Alkylester mittels chiraler GC/O

Geruchsqualitat® Geruchsschwellenwert”

(ng/l Luft)
2-Pentylacetat (S) fruchtig (Apfel), grin, wirzig 5600 - 11200
(R) fruchtig (Ananas, Birne) 175 - 350
2-Pentylbutanoat (S) schwach tropisch, Banane 2800 - 5600
(R) tropisch, Banane 700 - 1400
2-Pentylhexanoat (S) schwach fruchtig 17200 - 34000
(R) tropisch, Banane, schwach blumig 2150 - 4300
2-Heptylacetat (S) fruchtig, griin, schwach wirzig 1400 - 2800
(R) wirzig, krautig, blumig 350 - 700
2-Heptylbutanoat (S) schwach fruchtig 8600 - 17200
(R) tropisch, Banane, schwach blumig 2150 - 4300

GC-Bedingungen siehe Material & Methoden

@ Geruchsqualitat der Stammldsungen (2-Pentylacetat, -butanoat, 2-Heptylacetat: 130 pg/ul;
2-Pentylhexanoat, 2-Heptylbutanoat: 100 pg/ul).

b niedriger Wert entspricht der nicht mehr wahrgenommenen Konzentration, hoher Wert entspricht
der gerade noch wahrgenommenen Konzentration.

Die Untersuchung der racemischen Verbindungen bestatigte die bereits
beschriebenen sensorischen Eigenschaften der optisch reinen (R)-Enantiomere

(Tabelle 16). Der Vergleich der mittels achiraler und chiraler GC/O erhaltenen
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Geruchsschwellen zeigte eine maximale Abweichung um lediglich zwei
Verdinnungsstufen.

Der von Mosandl und Deger (1987) postulierte Trend, dass sich die (S)-
Enantiomere durch deutlich fruchtigere Noten auszeichnen, konnte durch die
mittels GC/O erhaltenen Ergebnisse nicht bestatigt werden. Die Untersuchungen
zeigten vielmehr, dass die (R)-Ester aufgrund ihres starker ausgepragten
fruchtigen Charakters und ihrer niedrigeren Geruchsschwellenwerte eine gréRRere

Aromarelevanz aufweisen und das Aroma der Racemate pragen.

4.3.3 Orthonasale Bewertung in Wasser

Die Wahrnehmung von Aromastoffen wird von einer Vielzahl an Faktoren
beeinflusst, wie z.B. der angewandten Bestimmungsmethode oder den jeweiligen
Untersuchungsbedingungen (Medium, Temperatur, Lichtverhaltnisse) (Van Toller,
1993; Buttery, 1999; Noble, 2002). Um eine umfangreichere Aussage bezuglich
der organoleptischen Eigenschaften der 2-Alkylester zu erhalten, wurde deshalb
eine weitere Methode zur sensorischen Bewertung der fliichtigen Verbindungen
angewendet. Hierbei wurden die Geruchsqualititen und Schwellenwerte der
mittels Lipase-katalysierter Racematspaltung gewonnenen optisch reinen (R)-
Enantiomere bzw. der angereicherten (S)-Enantiomere und der Racemate in
Wasser bestimmt. Eine Verfalschung der Ergebnisse durch die Kontamination mit
weiteren geruchsaktiven Substanzen konnte aufgrund der hohen chemischen
Reinheiten der 2-Alyklester (> 99 %) nahezu ausgeschlossen werden.

Im Rahmen eines Sensorik-Panels wurden die Aromaqualitaten verglichen und
nach dem Verfahren der ,Forced-Choice“-Technik durch Dreieckspriufung
(»Triangeltest) die orthonasalen Geruchsschwellenwerte bestimmt. Die
Ergebnisse der sensorischen Bewertungen der 2-Alkylester in Wasser sind in

Tabelle 18 zusammengefasst.
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Tabelle 18: Orthonasale Geruchsqualitaten und Geruchsschwellenwerte der 2-Alkylester in Wasser

Geruchsqualitat?®

Geruchsschwellenwert

(ug/l Wasser)

2-Pentylacetat

2-Pentylbutanoat

2-Pentylhexanoat

2-Pentyloctanoat

2-Heptylacetat

2-Heptylbutanoat

2-Heptylhexanoat

2-Heptyloctanoat

2-Nonylacetat

2-Nonylbutanoat

2-Nonylhexanoate

2-Nonyloctanoat

(S) leicht erdig, Walnuss 52
(R) fruchtig, frisch, Kleber 7
(R,S) fruchtig, frisch 46
(S) sR, blumig 46
(R) fruchtig, Banane 138
(R,S) fruchtig, kiinstlich 82
(S) weich, leicht fruchtig 82
(R) Losungsmittel, Radieschen 232
(R,S) Radieschen, leicht fruchtig 1392
(S) frisch, wirzig, krautig 146
(R) Heu, grasig 82
(R,S) frisch, grasig, wirzig 52
(S) wassrig, schwach fruchtig 293
(R) Kimmel 130
(R,S) Kiammel, leichte Dillnote 146
(S) kiinstlich fruchtig, frisch 138
(R) kunstlich fruchtig (Banane) 232
(R,S) kunstlich fruchtig, kiihlend 55/58 /62"
(S) Losungsmittel, leicht muffig 116
(R) Lésungsmittel, muffig 174
(R,S) Losungsmittel, chemisch, modrig 1171
(S) leicht stiBlich-fruchtig 929
(R) chemisch, frische Wandfarbe 195
(R,S) chemisch, Lack 1171
(S) frisch, fruchtig, leicht blumig 110
(R) stechend, erdig, chemisch 58
(R,S) frisch, fruchtig, erdig 219
(S) chemisch, kinstlich fruchtig, stechend 261
(R) chemisch, kiinstlich fruchtig 261
(R,S) chemisch, kiinstlich fruchtig 310
(S) chemisch, frische Wandfarbe, Lack 1655
(R) modrig, muffig 1105
(R,S) chemisch, modrig, leicht pilzig 3125
(S) schwach, frische Wandfarbe 3125
(R)  wassrig, unspezifisch 1563
(R,S) frische Wandfarbe, chemisch 369

Bedingungen siehe Material & Methoden
@ Geruchsqualitaten der Stammlésungen (Konzentration: 100 mg/l).
® Werte von 3 Durchfiihrungen (Standardabweichung: + 4 ug/l)
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Durch orthonasales Abriechen der wassrigen Stammlésungen konnte bei allen
untersuchten 2-Alkylestern beobachtet werden, dass sich die Enantiomere in ihren
Geruchsqualitaten unterscheiden. Wahrend die Unterschiede zum Teil sehr stark
ausgepragt waren, wie z.B. im Falle des 2-Pentylbutanoats, bei dem das (S)-
Enantiomer als blumig-stif3 und der (R)-Ester als fruchtig und Bananen-ahnlich
beschrieben wurde, wurden bei einigen Estern nur Abweichungen innerhalb der
Grundnote festgestellt. Die Aromaqualitat des Racemates wurde bei den meisten
Estern durch beide Stereoisomere gepragt. Bei einigen Estern allerdings konnte
eine starkere Dominanz der (R)-Enantiomere beschrieben werden, wie z.B. bei
racemischem 2-Pentyl- und 2-Heptylacetat. Der mittels GC/O ermittelte Trend,
dass die kurzkettigen Ester durch einen angenehmen, vorwiegend fruchtigen
Charakter gepragt sind, der mit zunehmender Kettenlange abnimmt, konnte durch
die in Wasser erhaltenen Ergebnisse bestatigt werden.

Dass sich die Enantiomere der einzelnen Ester in ihren sensorischen
Eigenschaften unterscheiden, zeigen auch die ermittelten Schwellenwerte. Mit
Ausnahme des 2-Nonylbutanoats wurden bei allen Verbindungen Unterschiede in
der Geruchsintensitat der  Stereoisomere  beobachtet. Die  grofiten
Schwellenwertsunterschiede wurden bei 2-Heptylhexanoat (Faktor 5) und 2-
Pentylacetat (Faktor 7) festgestellt. Im Vergleich zu den mittels GC/O erhaltenen
Ergebnissen konnte bei der Beurteilung in Wasser jedoch keine Regelmaligkeit
der Aromaintensitat eines Enantiomers beobachtet werden. Auch ein einheitlicher
Trend hinsichtlich der Pragung des Racemates konnte nicht festgestellt werden.
Flr racemisches 2-Pentylhexanoat wurde z.B. ein im Vergleich zu den einzelnen
Enantiomeren deutlich hoherer Geruchsschwellenwert erhalten, wahrend fur
racemisches 2-Nonyloctanoat ein gegensatzliches Verhalten beobachtet wurde.
Dies kdnnte auf additive bzw. suppressive Effekte der Enantiomere zurlickgeflihrt
werden (Meilgaard et al., 2006). Dass die Durchfihrung der Methode eine sehr
gute Reproduzierbarkeit der Geruchsschwellenwerte erlaubt, wurde am Beispiel
des racemischen 2-Heptylbutanoats gezeigt.

Die erhaltenen Geruchsschwellenwerte bestatigen, dass sich die Enantiomere der
2-Alkylester aufgrund ihrer verschiedenen Aromaqualitaten unterscheiden lassen.
Die untersuchten (S)-Enantiomere lagen nicht in optisch reiner Form vor, sondern
beinhalteten einen Anteil von ca. 10 % (R)-Ester. Selbst bei den Estern, bei denen

die (R)-Enantiomere vergleichsweise niedrigere  Geruchsschwellenwerte
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aufweisen und somit als geruchsintensiver anzusehen sind, konnte keine

Uberlagerung des Aromas der jeweiligen (S)-Enantiomere festgestellt werden.

4.3.4 Retronasale Bewertung in Wasser

Das beim Verzehr eines Lebensmittels wahrgenommene ,Flavour® stellt das
Zusammenspiel von Geruchs-, Geschmacks- und Tastempfinden dar (Belitz et al.,
2008). Hierbei kommt der retronasalen Geruchswahrnehmung, bei der die
Aromastoffe Uber den Rachenraum zu den Geruchsrezeptoren transportiert
werden, eine groRe Bedeutung zu (Blittner, 2004). Wie stark sich die orthonasalen
und retronasalen Geruchsschwellenwerte voneinander unterscheiden konnen,
zeigen die Zusammenstellungen von Rychlik et al. (1998) und Belitz et al. (2008).
Um die bereits erhaltenen Ergebnisse der sensorischen Eigenschaften zu
erweitern, wurden die retronasalen Geruchsqualitaten der 2-Alkylester untersucht.
Hierzu wurden wassrige Losungen der (R)-und (S)-Enantiomere sowie der
Racemate von einem geschulten Sensorik-Panel (darunter professionelle
Flavoristen) verkostet und bewertet. Im Anschluss wurden die aromaintensivsten
Verbindungen der Ester bestimmt.

Die Ergebnisse in Tabelle 19 zeigen, dass sich die Enantiomere der 2-Alkylester
auch in ihrer retronasalen Wahrnehmung deutlich unterscheiden. Allgemein
wurden die Ester vorwiegend als fruchtig und suf3 beschrieben, wobei auch hier
mit steigender Kettenlange der Ester eine Zunahme eher unangenehmer Noten
(seifig, fettig, ranzig) beobachtet wurde. Unterschiede zwischen den
Stereoisomeren wurden auch in ihrer Aromaintensitat festgestellt, wobei kein
eindeutiger Trend hinsichtlich eines Enantiomers erkannt werden konnte. Die
retronasal wahrgenommenen Intensitaten zeigten allerdings eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den orthonasal bestimmten Geruchsschwellenwerten der
Enantiomere. So wurden z.B. ebenfalls (R)-2-Pentylacetat und (R)-2-
Heptyloctanoat als aromaintensivere Enantiomere beschrieben. Fur diese Ester
wurden deutlich niedrigere orthonasale Schwellenwerte im Vergleich zu den (S)-
Enantiomeren gezeigt (Tabelle 18). Auch die Ergebnisse von intensitatsgleichen

Stereoisomeren (2-Nonylbutanoat und -hexanoat) konnten bestatigt werden.
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Tabelle 19: Retronasale Geruchsqualitaten der 2-Alkylester in Wasser

Geruchsqualitat?®

2-Pentylacetat

2-Pentylbutanoat

2-Pentylhexanoat

2-Pentyloctanoat

2-Heptylacetat

2-Heptylbutanoat

2-Heptylhexanoat

2-Heptyloctanoat

2-Nonylacetat

2-Nonylbutanoat ”

2-Nonylhexanoate °

2-Nonyloctanoat

(S) chemisch, fruchtig, esterig
(R)* fruchtig (Rhabarber), esterig, Filberton-Note, metallisch, Rum
(R,S) fruchtig (Rhabarber), esterig , Rum, chemisch
(S)* schwach grin, esterig, wirzig, parfimistisch
(R) esterig, fruchtig (Banane), holzig, suf
(R,S)  Tutti-Frutti, getrocknete Banane, sl
(S) exotisch, griin, wachsig, seifig, schwerfruchtig, esterig, holzig
(R)* seifig, schwerfruchtig, holzig, wachsig, fruchtig
(R,S) suf3, fruchtig, esterig
(S) wachsig, seifig
(R)* wachsig, seifig, aldehydig, Gemise
(R,S) holzig, seifig, wachsig, erdig
(S) fruchtig (Birne), esterig, suR, balsamisch, blumig
(R)* fruchtig (Birne), grin, blumig, wirzig, parfimistisch
(R,S) fruchtig (Birne), esterig, ranzig, wirzig, aldehydig, fettig
(S)* blumig, fettig, aldehydig, wiirzig, chemisch, fruchtig, esterig
(R) fruchtig, Uberreif, fettig, Birnenschale, ranzig,
(R,S) grun, fruchtig (Birne), su3, blumig, esterig
(S) wachsig, seifig
(R) wachsig, seifig, fettig,
(R,S)* aldehydig, wachsig, seifig
(S) Birne, sif3, leicht fettig
(R)* Birne, suf3, fettig
(R,S)  Birne, suf, fettig
(S)* seifig, aldehydig, schwach sif,
(R) fettig, metallisch, leicht seifig, suf3, leichte Anis-Note
(R,S) sehr seifig, fettig, aldehydig, blumig
(S) sUR, fruchtig, leicht fettig, wachsig
(R) wachsig, aldehydig, fettig, blumig
(R,S)  fettig, s, leicht fruchtig
(S) ranzig, fettig, chemisch
(R) fettig, leicht ranzig
(R,S) fettig, ranzig, leicht chemisch
(S) seifig, wachsig, fettig
(R) seifig, wachsig, fettig
(R,S)* seifig, wachsig, fettig, fruchtig

Bedingungen siehe Material & Methoden

*

als aromaintensivste Verbindung eines Esters bewertet.

@ Geruchsqualitaten der Stammlésungen (Konzentration: 10 mg/l bzw. 5 mg/l (Acetate)).
® keine Unterschiede hinsichtlich der Intensitit feststellbar.
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4.3.5 Berechnung des Aromawertes

Die Kenntnis der Konzentration eines Aromastoffes in einem Lebensmittel und
dessen Geruchsschwellenwert in einer Lebensmittel-dhnlichen Matrix erlaubt die
Bestimmung des Aromawertes (Rothe und Thomas, 1963). Eine Verbindung
leistet demnach einen Beitrag zum Gesamtaroma, wenn der Aromawert > 1 ist.

Zur Ermittlung der Aromawerte wurden die ermittelten Konzentrationen an 2-
Alkylestern roter Passionsfrichte aus 3 Chargen verwendet. Da durch die
Untersuchungen der natlrlichen Enantiomerenzusammensetzungen gezeigt
werden konnte, dass die Ester nahezu ausschlieBBlich als (R)-Enantiomere
vorkommen, wurden die fir diese Verbindungen in Wasser ermittelten
Geruchsschwellenwerte zur Berechnung herangezogen. Wie aus Tabelle 20
ersichtlich, wurden fur alle 2-Pentyl- und 2-Heptylester Aromawerte > 1 berechnet.
Hohe Werte wurden fur die quantitativ dominierenden Ester 2-Heptylbutanoat und
2-Heptylhexanoat ermittelt. Aufgrund des sehr niedrigen Geruchsschwellenwertes
wies das in niedrigeren Konzentrationen enthaltene 2-Pentylacetat ebenfalls einen

Aromawert von 44 auf.

Tabelle 20: Aromawerte der 2-Alkylester in roten Passionsfriichten

Konzentration * Geruchsschwellenwert ”
Verbindung Aromawert °
(ng/kg) (ng/l Wasser)

2-Pentylacetat 311 7 44
2-Pentylbutanoat 247 138 1,8
2-Pentylhexanoat 591 232 2,5
2-Pentyloctanoat 215 82 2,6
2-Heptylacetat 712 130 55
2-Heptylbutanoat 4060 232 18
2-Heptylhexanoat 7590 174 44
2-Heptyloctanoat 634 195 3,3
2-Nonylacetat 36 58 0
2-Nonylbutanoat 252 261 1,0
2-Nonylhexanoat 138 1105 0
2-Nonyloctanoat <2 1563 0

@ Mittelwert aus 3 Chargen (siehe Tabelle 4).
b Geruchsschwellenwerte der (R)-2-Alkylester (siehe Tabelle 18).
° Aromawert = Quotient aus Konzentration und Geruchsschwelle.
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4.3.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die mittels Lipase-katalysierter Racematspaltung praparativ. gewonnenen optisch
reinen (R)-2-Alkylester und die optisch angereicherten (S)-Ester wurden mittels
GC/O sowie als wassrige Losungen sensorisch bewertet und die Ergebnisse mit
den fur racemische Mischungen erhaltenen Daten verglichen.

Der kapillargaschromatographisch-olfaktometrische Vergleich der (R)-Ester und
der entsprechenden Racemate zeigt eine klare Ubereinstimmung der
Geruchsqualitaten sowie der Schwellenwerte. Durch Enantiomerentrennung der
kurzkettigen Ester an einer geeigneten stationaren Phase konnte gezeigt werden,
dass sich (S)-Enantiomere durch deutlich hohere Geruchsschwellenwerte
auszeichnen.

Bei der orthonasalen und retronasalen Bewertung der 2-Alkylester in Wasser
konnte dagegen kein Trend bezuglich der Aromaintensitat der Enantiomere
festgestellt werden.

Unabhangig von der angewandten Prifmethode konnte gezeigt werden, dass sich
die Enantiomere der Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester sowohl in ihren
Aromaqualitaten als auch Intensitaten deutlich unterscheiden. Dass sich die
jeweiligen (S)-Enantiomere aufgrund ihrer charakteristischen Frucht-Noten von
den jeweiligen (R)-Enantiomeren abgrenzen, konnte hierbei nicht bestatigt werden
(Mosand|! und Deger, 1987). Im Allgemeinen wurde festgestellt, dass der fruchtige
Charakter mit zunehmender Kettenlange der Ester abnimmt und daflr die
Dominanz eher unangenehmer Noten (fettig, seifig, chemisch) steigt.

Die ermittelten Geruchsschwellenwerte sowie die Kenntnis des natarlichen
Vorkommens der 2-Alkylester in roten Passionsfrichten ermdglichten die
Berechnung der Aromawerte. Inwieweit diese flichtigen Verbindungen das
Gesamtaroma der roten Passionsfriichte pragen, kann tber die zum Teil hohen
Aromawerte nicht definiert werden. Die durchgefluhrten sensorischen Methoden
ermdglichen lediglich eine isolierte Betrachtung der Ester, da additive oder
suppressive Effekten sowohl der Aromastoffe untereinander als auch mit der
Lebensmittel-Matrix nicht bertcksichtigt werden.

Allerdings konnte durch die Untersuchung der naturlichen Enantiomeren-
zusammensetzungen und die Bestimmung der Geruchsschwellenwerte der

praparativ gewonnenen Enantiomere in einem Passionsfrucht-ahnlichen Medium
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zum ersten Mal gezeigt werden, dass Vertreter der Gruppe der 2-Alkylester eine
potenzielle Aromarelevanz in roten Passionsfrichten aufweisen. Eine Aufklarung
des konkreten Beitrages zum Gesamtaroma konnte durch weiterfuhrende
sensorische Untersuchungen, wie z.B. die Herstellung von Rekombinaten,
erfolgen.

110



ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gehalte und natlrlichen Enantiomeren-
verhaltnisse von 2-Alkylestern in roten (Passiflora edulis Sims) und gelben
(Passiflora edulis f. flavicarpa) Passionsfrichten untersucht. Hierzu wurden die
Acetate, Butanoate, Hexanoate und Octanoate der ungeradzahligen sekundaren
Alkohole 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-Nonanol durch Anwendung der Simultanen
Destillation-Extraktion  isoliert und mittels  Kapillargaschromatographie/
Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert. Durch die erhaltenen
qualitativen und quantitativen Verteilungen konnte bestatigt werden, dass die 2-
Alkylester Markersubstanzen in roten Passionsfrichten darstellen.

Die Methodik der Multidimensionalen Gaschromatographie unter Verwendung
einer modifizierten Cyclodextrinphase ermoglichte die direkte Bestimmung der
nattirlichen Enantiomerenzusammensetzungen der homologen Ester und freien
sekundaren Alkohole. Die Untersuchungen zeigten, dass die 2-Alkylester in roten
Passionsfrichten nahezu als optisch reine (R)-Enantiomere vorkommen, wahrend
fur die in gelben Frichten als Minorkomponenten enthaltenen Ester weniger stark
ausgepragte Enantiomereniberschisse erhalten wurden. Fir die freien
sekundaren Alkohole wurden gegensatzliche Konfigurationen in den beiden
Passionsfrucht-Varietaten bestimmt. Die erhaltenen Gehalte und
Enantiomerenzusammensetzungen an sekundaren Alkoholen und ihren Estern
geben Hinweise darauf, dass sich gelbe und rote Passionsfriichte in ihren an der

Biosynthese beteiligten Schlusselenzymen unterscheiden.

Basierend auf den Ergebnissen eines Enzymscreenings und der Untersuchung
von Synthese- und Hydrolysereaktionen wurde eine Methode zur Gewinnung der
optisch reinen Passionsfrucht-typischen 2-Alkylester im praparativen Malstab
entwickelt. Ausgehend von den racemischen sekundaren Alkoholen wurden durch
enzymkatalysierte  kinetische = Racematspaltung unter Verwendung der
enantioselektiven Candida antarctica Lipase B die optisch reinen (R)-Ester
gewonnen. Die nicht umgesetzten Substrate wurden nach saulen-
chromatographischer ~ Abtrennung aus dem  Reaktionsgemisch  einer
Wiederveresterung mit der nichtspezifischen Lipase Candida cylindracea

unterzogen, um so die optisch angereicherten (S)-Ester zu erhalten. Neben den
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erhaltenen hohen optischen Reinheiten zeichnete sich die Methode durch sehr
hohe Umsatzausbeuten und chemische Reinheiten der Produkte aus. Dies

ermoglichte erstmals die Bestimmung der spezifischen Drehwinkel der Ester.

Zum anderen konnte aufgrund der hohen optischen und chemischen Reinheiten
eine Bestimmung der sensorischen Eigenschaften der gewonnenen Enantiomere
erfolgen. Hierzu wurden die optisch reinen (R)-Ester und optisch stark
angereicherten (S)-Ester als  wassrige Losungen  sowie  mittels
Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie untersucht und die Ergebnisse mit den
fur die Racemate erhaltenen Daten verglichen. Unabhangig von der angewandten
Prifmethode konnte gezeigt werden, dass sich die Enantiomere der
Passionsfrucht-typischen  2-Alkylester in  ihren  Aromaqualitaten  und

Geruchsschwellen deutlich unterscheiden.

Auf Basis der erhaltenen Geruchsschwellen in Wasser und des Vorkommens in
roten Passionsfrichten wurden die Aromawerte der einzelnen 2-Alkylester
bestimmt. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass Vertreter der Gruppe der 2-

Alkylester einen Beitrag zum Gesamtaroma roter Passionsfriichte leisten.
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