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 Einleitung 1

1.1 Geschmack 

Der Genusswert von Lebensmitteln wird durch eine Vielzahl von sensorischen Systemen 

vermittelt. Darunter tragen Geruchs-, Tast- und Geschmacksempfindungen, die in der Sum-

me als „Flavour“ benannt werden, in derselben Weise zum sensorischen Eindruck eines Le-

bensmittels bei. Während Geruchs- oder Aromastoffe flüchtige Verbindungen sind, die mit 

den in der Nase befindlichen Rezeptoren der regio olfaktoria des Geruchssinns wahrge-

nommen werden können, zählen Geschmacksstoffe zu den meist nicht flüchtigen Verbin-

dungen, die durch deren Wechselwirkung mit chemosensorischen Rezeptoren, gustatorisch 

detektiert werden können (Belitz et al., 2001; Schieberle und Hofmann, 2003; Haseleu, 

2010). 

Wissenschaftler haben in den letzten Jahrzehnten zunehmend begonnen, die basierenden 

zellulären und molekularen Prozesse zu erforschen, die erste Einblicke in die fünf primären 

Grundqualitäten des Geschmacks süß, sauer, bitter, salzig und umami erlauben. Besonders 

bei der Auswahl von Nahrungsmitteln greift der Mensch auf seine Urinstinkte zurück. Wäh-

rend die Süße von Nahrungsmitteln auf eine kalorienreiche Kost hindeutet, ermöglicht die 

Umamiwahrnehmung aminosäurereiche Speisen zu erfassen. Aber auch um den Elektrolyt-

haushalt aufrechtzuerhalten, sucht der Mensch salzige Speisen. Sauer- und Bitterge-

schmack soll den Menschen dagegen vor verdorbenen oder giftigen Nahrungsmitteln warnen 

(Soldo, 2005; Chandrashekar, 2006).  

Die Geschmackswahrnehmung erfolgt dabei über Geschmackssinneszellen, die in erster 

Linie auf der Zungenoberfläche zu finden sind. Vereinzelt sind diese jedoch auch am Kehl-

deckel, der hinteren Rachenwand sowie am Gaumensegel zu finden. Die Geschmacks-

sinneszellen wiederum bilden zusammen mit den Basal- sowie den Stützzellen die zwiebel-

artig geformten Geschmacksknospen, die sich in dem Epithel der Zungenpapillen befinden. 

Die Geschmacksknospen, von denen jeder Mensch mehrere Tausend besitzt, sind auf der 

Zungenoberfläche unterschiedlich stark in den Geschmackspapillen verbreitet. Unterschie-

den wird zwischen drei Papillenarten, den großen Wallpapillen (Papillae vallatae) am Zun-

gengrund und den kleineren Pilz- und Blattpapillen (Papillae fungiformes und Papillae folia-

tae) an der Zungenspitze sowie dem Zungenrand (Rhener und Daniel, 2002).  
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Neben den fünf bereits aufgeführten Geschmacksqualitäten tragen weitere orosensorische 

Empfindungen wie scharf, tingling, kühlend, heiß, adstringierend, kokumi, prickelnd und fettig 

ebenso zum sensorischen Gesamteindruck einzelner Lebensmittel bei. Diese sensorischen 

Empfindungen werden im Mundraum größtenteils nicht durch spezifische Geschmacksrezep-

torzellen, sondern durch Nervenendungen des 5. Hirnnervs (Nervus trigeminus) wahrge-

nommen (Dunkel und Hofmann, 2010).  

 

1.2 Wahrnehmung der unterschiedlichen Geschmacksmodalitäten 

Grundlage für die gustatorische Wahrnehmung der fünf Basisgeschmacksrichtungen bilden 

zum einen Liganden-aktivierende Proteinkanalkomplexe, die den Sauer- und Salzeindruck 

ionotrop vermitteln und zum anderen metabotrope G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die für 

den Bitter-, Süß- und Umamigeschmack verantwortlich sind (Lindemann, 2001).  

 

Salzgeschmack 

Dabei wird der Salzgeschmack im Mundraum durch Ionen anorganischer Salze, wie z. B. 

Natriumchlorid, hervorgerufen. Besonders um den Elektrolythaushalt aufrecht zu erhalten, ist 

die tägliche Aufnahme solcher Mineralsalze für den Menschen von immenser Bedeutung 

(Meyerhof, 2003; Chandrashekar, 2006; Stähler et al., 2008). In der Literatur werden bei Na-

getieren mehrere mögliche Transduktionsmechanismen als molekulare Grundlagen des 

Salzgeschmacks diskutiert. Ein denkbarer Vertreter für die Reizauslösung ist der Amilorid-

sensitive epitheliale Natriumkanal (ENaC) (Stähler et al., 2008; Chandrashekar et al., 2010). 

Während sich der ENaC bei Nagern aus vier Untereinheiten, das heißt zwei α- und je einer 

β- und γ-Untereinheit zusammensetzt, ist beim Menschen eine α- durch eine δ-Untereinheit 

ausgetauscht (Stähler et al., 2008). Da im Gegensatz zu den epithelialen Natriumkanälen 

von Nagetieren die humanen Kanäle lediglich eingeschränkt auf Amilorid reagieren, ist es 

durchaus vorstellbar, dass der epitheliale Natriumkanal an der Salzgeschmackswahrneh-

mung des Menschen nur bedingt beteiligt ist. Humansensorische Untersuchungen von Ami-

lorid in Kombination mit NaCl führten beispielsweise nur zu einer Reduktion der Salzkonzent-

ration um 21% (Smith und Ossebaard, 1995). Deshalb stehen bei Menschen zunehmend die 

nicht Amilorid-sensitiven Vertreter, wie eine Variante des Vanilloidrezeptors TRPV1, in der 

Diskussion, am Salzgeschmack beteiligt zu sein (Treesukosol, 2007). Die Firma Senomyx 

hat zudem 2009 den Ionenkanal TRPML3, der auch MCOLN3 (mucolipin 3) genannt wird, 
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als weiteren möglichen Amilorid-unsensitiven Salzrezeptor patentieren lassen (Moyer et al., 

2009). 

 

Sauergeschmack 

Als weitere ionotrop vermittelte Geschmacksrichtung neben der Salzigkeit ist der Sauerge-

schmack zu erwähnen. Zahlreiche Nahrungsmittel, wie Brausepulver, Balsamicoessig oder 

Zitronen zeichnen sich in ihrem Geschmacksprofil durch einen sauren Eindruck aus. Hufna-

gel und Hofmann (2008a) konnten beispielsweise zeigen, dass die angenehme Säure eines 

Amarone Rotweines auf organische Säuren wie Essigsäure, Milchsäure, Zitronensäure oder 

Isozitronensäure zurückzuführen ist. Aber auch anorganische Säuren werden in der Literatur 

immer wieder als sauer schmeckend charakterisiert (Da Conceicao Neto et al., 2007). Ob-

wohl schon lange an den molekularen Grundlagen des Sauergeschmacks gearbeitet wird, 

kann in der Literatur noch keine zusammenfassende und vollständige Aussage über die 

Sauertransduktionswege gefunden werden.  

In den letzten Jahren wurde vor allem das Heterodimer aus den Transmembranproteinen 

PKD2L1 (Polycystic kidney disease 2-like 1 ion channel) und PKD1L3 (Polycystic kidney 

disease 1-like 3 ion channel) als molekulare Sensoren zur Vermittlung des Sauerge-

schmacks in den Vordergrund gestellt. Während der PKD2L1 ein Protein mit sechs Trans-

membrandomänen darstellt, besitzt der PKD1L3 dagegen elf (Huang et al., 2006; Ishimaru et 

al., 2006; LopezJimenez et al., 2006). Das Heteromer stammt aus einer der Unterfamilien 

der TRP-Kanäle (transient receptor potential), der PKD-Familie (polycystic kidney disease) 

(LopezJimenez et al., 2006). Huang et al. (2006) verdeutlichten insbesondere mit Hilfe von 

Knockout-Mäusen die Bedeutung der Untereinheit PKD2L1 für den Sauergeschmack.  

Eine weitere, in der Literatur vorgestellte mögliche Reizübertragung basiert auf zwei Kanälen 

der HCN-Familie, den so genannten „Schrittmacherkanälen“ HCN1 und HCN4 (Stevens et 

al., 2001). Studien an Hamstern haben verdeutlicht, dass auch hier der ENaC, der zum 

Salzgeschmack beiträgt, bei geringen mucosalen Natriumkonzentrationen zur sauren Trans-

duktion beisteuert (Rehnberg et al., 1992; Gilbertson et al., 1993). Da die humanen Natrium-

gehalte vergleichbar höher liegen, wird heute davon ausgegangen, dass der ENaC als 

Sauerinduktionsweg eher vernachlässigbar ist. Als weitere vorgeschlagene Signaltransduk-

tionswege des Sauergeschmacks werden der Acid-Sensing Ion Channel (ASICs) (Ugawa et 

al., 1998; Ugawa et al., 2003; Huang et al., 2006), der Protonen-selektive GPR4 (Ludwig et 

al., 2003) sowie der Säure-sensitive Kaliumkanal K2P diskutiert (DeSimone und Lyall, 2006; 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=PKD2L1&action=edit&redlink=1
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Huang et al., 2006). Dennoch konnten Richter et al. (2004) interessanterweise keine mRNA 

des ASICS2 in den Geschmacksknospen der Mäuse mittels PCR nachweisen.  

 

Süßgeschmack 

Bei der Beurteilung von Lebensmitteln gehört neben den sauren und salzigen Noten vor al-

lem die Süße zu den entscheidenden sensorischen Kriterien. Zu den süßen Verbindungen 

gehören nicht nur ubiquitär vorkommende Zucker, wie Saccharose, Glucose oder Fructose, 

sondern auch natürliche und synthetisierte Süßstoffe. Gängige Beispiele für synthetisch ge-

wonnene Süßstoffe sind Aspartam, Cyclamat, Acesulfam K oder Saccharin (vgl. Abbildung 

1). Auch natürliche Süßstoffe wie die Peptide Thaumatin I und II (van der Wel und Loeve, 

1972), Steviolglycoside wie das Rebaudiosid A (Tanaka, 1982), Aminosäuren wie D-

Tryptophan und Glycin (Kier, 1972) oder Saponine wie Osladin (Yamada und Nishizawa, 

1995) sind seit langem bekannt (Übersicht in Belitz et al., 2001 und in Behrens et al., 2011) 

(Abbildung 1).  

 

 

 

Abbildung 1: Strukturen süß schmeckender Substanzen: Saccharose (I), Aspartam (II), Saccha-

rin (III), D-Tryptophan (IV), Glycin (V), Osladin (VI) und Rebaudiosid A (VII). 
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Zahlreiche Studien der letzten Jahre vermitteln, dass neben der Umami- auch die Süßwahr-

nehmung auf der Aktivierung metabotroper G-Protein-gekoppelter Rezeptoren der Klasse C 

(C-GPCRs) basiert (Behrens et al., 2011). Der Kombination von zwei Untereinheiten aus der 

TAS1R-Familie, dem Heterodimer aus T1R2 und T1R3, wird dabei die Süßwahrnehmung 

zugeschrieben (Hoon et al., 1999; Li et al., 2002; Zhao et al., 2003). Als Besonderheit besit-

zen beide Isoformen, neben sieben helicalen Transmembrandomänen, extrazelluläre Amino-

terminale Abschnitte mit Venusfliegenfallen-Bindungsdomänen (Morini et al., 2005; Chan-

drashekar et al., 2006; Temussi, 2006). Dabei aktivieren die süß schmeckenden Agonisten, 

die sich strukturell oftmals stark unterscheiden, den T1R2/T1R3-Rezeptor in unterschiedli-

chen Rezeptorregionen. Während Jiang et al. (2005) beispielsweise zeigen konnten, dass 

die Süßstoffe Cyclamat und Saccharin die C-terminalen Transmembrandomänen des T1R3 

aktivieren, fanden Xu et al. (2004) heraus, dass Aspartam am N-terminalen Ende in dem 

Venus-Fliegenfallen-Modul der T1R2-Untereinheit an den Rezeptor bindet. Weitere Studien 

von Jiang et al. (2004) verdeutlichen, dass die cysteinreiche Domäne der T1R3-Untereinheit 

des Rezeptorpaares auf süße Proteine wie z. B. Brazzein ansprechen.  

 

Umamigeschmack 

Neben der Süße zählt auch Umami zu den fünf Hauptgeschmacksrichtungen (Chandrashe-

kar et al., 2006). Der Japaner Kikunae Ikeda beschrieb bereits 1909 erstmals den Ge-

schmack des Mononatriumsalzes der L-Glutaminsäure als umami-artig (Ikeda, 2002). Neben 

Mononatriumglutamat wurden in den letzten Jahrzehnten viele weitere Umami-

Geschmacksstoffe sowie deren Geschmacksverstärker entdeckt, von denen einige exempla-

risch in Abbildung 2 aufgeführt sind.  

Carbonsäuren wie auch deren Derivate, z. B. die Bernsteinsäure oder L-Asparaginsäure 

(Ney, 1971), werden ebenso umami-artig empfunden wie Morelid (Rotzoll et al., 2005) oder 

Strombin (Starkenmann et al., 2009). Besonders potente Umami-Verbindungen gingen aus 

zellbasierten Rezeptorscreening-Assays und synthetischen Struktur/Wirkungsstudien hervor: 

N-((E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienyl)cyclopropancarboxamid, N1-(2,4-Dimethoxy-benzyl)-N2-

(2-(pyridin-2-yl)ethyl)oxalamid und (N-(Heptan-4-yl)benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamid rufen 

einen Umami-Geschmack im unteren µM-Bereich hervor (Tachdjian et al., 2006; Dewis et al., 

2006). 
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Abbildung 2: Strukturen von Umami-Geschmacksstoffen bzw. Geschmacksverstärkern: Mo-

nonatrium-L-glutamat (I), Strombin (II), L-Asparaginsäure (III), Inosin-5´-monophosphat (IV), 

Guanosin-5´-monophosphat (V), (S)-Morelid (VI), N-(Heptan-4-yl)benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamid (VII), N-((E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienyl)-cyclopropancarboxamid (VIII), N
1
-(2,4-

Dimethoxybenzyl)-N
2
-(2-(pyridin-2-yl)-ethyl)-oxalamid (IX). 

 

Genau wie beim Süßgeschmack basiert die metabotrope Umami-Wahrnehmung auf der Ak-

tivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren der Klasse C (C-GPCRs) (Lindemann, 2001; 

Chandrashekar et al., 2006; Behrens et al., 2011). Während die Süße einzelner Verbindun-

gen durch das Dimer aus T1R2/T1R3 hervorgerufen wird, konnten Nelson et al. (2002) und 

Li et al. (2002) zeigen, dass insbesondere L-Glutamat neben diversen L-Aminosäuren das 

Heteromer aus T1R1 und T1R3 aktiviert. Obwohl wenig über den Aufbau und die Funktion 

des Rezeptorpaares bekannt ist, wird in der Literatur davon ausgegangen, dass die wesent-

lichen Mechanismen des Umami-Dimeres mit den Süßgeschmacksrezeptoren zu verglei-

chen sind (Behrens et al., 2011). Auch dieses Rezeptorpaar der TAS1R-Familie weist neben 

sieben Transmembrandomänen noch eine C- und eine extrazelluläre N-terminale Domäne 

mit einem Venus-Fliegenfallen-Modul auf (Parmentier et al., 2002; Pin et al., 2003). Zhang et 
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al. (2008) schlagen vor, dass L-Glutamat an der Scharnierregion der Venus-Fliegenfallen-

Domäne bindet und damit einen Verschluss der Untereinheit hervorruft. Dagegen aktivierte 

der „high potency“ Umami-Geschmacksstoff N-(Heptan-4-yl)-benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamid die Transmembrandomäne des T1R1 (Zhang et al., 2008). 

In der Literatur ist nicht nur beschrieben, dass Ribonucleotide, wie Inosine-5´-monophosphat 

und Guanosin-5´-monophosphat (Abbildung 2) durch synergistische Effekte die Umami-

Intensität von Natriumglutamat erhöhen und somit die Rezeptoraktivität verstärken, sondern 

dass auch 5´-Ribonucleotide an einer anderen Position der Venus-Fliegenfalle als L-

Glutamat binden und damit die geschlossene Konformation dieser Domäne begünstigen 

(Yamaguchi, 1967; Yamaguchi und Ninomya, 2000; Zhang et al., 2008). 

Yasumatsu et al. (2009) konnten mit Hilfe von Knockout-Mäusen verdeutlichen, dass mGluR-

Rezeptoren zusätzlich zu dem Rezeptordimer aus T1R1/T1R3 an der Umami-Detektion be-

teiligt sind. Insbesondere der taste-mGluR1 und der taste-mGluR8 aus der Familie der 

mGluR-Rezeptoren stehen als Glutamatrezeptoren in der Diskussion (Yasumatsu et al.; 

2009). 

 

Bittergeschmack 

Während Umami und Süßnoten als angenehm empfunden werden, gilt der Bittergeschmack 

eines Lebensmittels beim Menschen seit Urzeiten als ein Warnsignal vor pharmakologisch 

aktiven Nahrungsbestandteilen (Chandrashekar et al., 2006). Dennoch sind heutzutage zahl-

reiche bitter schmeckende Lebensmittel, wie Bitterorangen, Chicorée, Zartbitterschokolade 

oder Bier beim Verbraucher sehr beliebt. Mit dem Ziel, die Schlüsselverbindungen, die den 

Bittergeschmack einiger Lebensmittel hervorrufen, zu identifizieren und sensorisch zu cha-

rakterisieren, wurden in den letzten Jahren durch Anwendung molekular-sensorischer Tech-

niken z. B. Kohlenhydrat/Aminosäuremischungen (Frank et al., 2001), Karottenprodukte 

(Czepa et al., 2003), gerösteter Kakao (Stark et al., 2005), Kaffeegetränke (Frank et al. 2006, 

2007 und 2008), Goudakäse (Toelstede und Hofmann 2008), Orangensaft (Glabasnia und 

Hofmann, 2008) oder Bier bzw. Hopfen (Intelmann et al. 2009 a-b, Haseleu et al., 2009 a-b) 

analysiert. In Abbildung 3 ist beispielhaft je ein Bitterstoff der untersuchten Produkte zu fin-

den.  
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Abbildung 3: Ausgewählte Bitterstoffe mit dem jeweiligen Lebensmittel in Klammern: Qui-

nizolat (Xylose/L-Alaninmischungen) (I), Lupulon (Hopfen/Bier) (II), cis/trans-4,5-Dihydroxy-1-

methyl-3-(3´,4´-dihydroxyphenyl)-indan (Kaffee) (III), Falcarindiol (Karotten) (IV), cis-Cyclo(L-

Pro-L-Val) (Kakao) (V), Limonin (Orangensaft) (VI). 

 

Literaturstudien zeigen, dass der bittere Geschmack diverser Stimuli auf der Aktivierung ei-

ner Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, der TAS2Rs, beruht, die von etwa 25 

Genen des menschlichen Genoms kodiert werden (Adler et al., 2000; Chandrashekar et al., 

2000; Matsunami et al., 2000; Meyerhof et al., 2010; Behrens et al., 2007). Aus Literaturstu-

dien geht hervor, dass die Vertreter der TAS2Rs ein breites Ligandenspektrum aufweisen. 

Um humane TAS2Rs als Sensoren für die Bitterstoffcharakterisierung einzusetzen, wurden 

diverse heterogene Expressionsexperimente durchgeführt. Dabei konnte die Ligandenaktivi-

tät auf 15 der bekannten 25 TAS2Rs erfolgreich dargestellt werden (Chandrashekar et al., 

2000; Bufe et al., 2002, 2005; Behrens et al., 2004; Kuhn et al., 2004; Pronin et al., 2004; Go 

et al., 2005; Brockhoff et al., 2007; Sainz et al., 2007; Dotson et al., 2008; Maehashi et al., 

2008; Intelmann et al., 2009a; Meyerhof et al., 2010). Intelmann et al. (2009a) konnten z. B. 

erstmals, die für die Bittere des Bieres verantwortlichen Rezeptoren hTAS2R1, hTAS2R14 

und hTAS2R40 ausfindig machen. Dafür wurden die 25 bekannten TAS2R-codierten Se-
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quenzen mittels Polymerase-Kettenreaktion aus genomischer DNA humaner Nierenzellen 

gewonnen und in HEK293-Zellen exprimiert. Die Rezeptorstimulierung durch verschiedene 

isolierte Bier- und Hopfenbitterstoffe, wie beispielsweise Humulon (I), Lupulon (II), trans-

Isoadhumulon (III), cis-Isocohumulon (IV), Isoxanthohumol (V) oder Xanthohumol (VI) (vgl. 

Abbildung 4), wurde nach Inkubierung mit einem Calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff 

Fluo-4-acetoxymethylester mittels Calcium-Imaging nachgewiesen. Abhängig von der jewei-

ligen Struktur konnten Intelmann et al. (2009a) zeigen, dass 15 bittere Hopfen-Abkömmlinge, 

die sowohl die α- und β-Säuren, cis/trans-iso-α-Säuren, Isoxanthohumol, Xanthohumol als 

auch 8-Prenylnaringenin umfassen, in unterschiedlichen Kombinationen die drei TAS2R Ge-

schmacksrezeptoren aktivieren.  

 

 

 

Abbildung 4: Strukturen ausgewählter Bitterstoffe: Humulon (I), Lupulon (II), trans-

Isoadhumulon (III), cis-Isocohumulon (IV), Isoxanthohumol (V), Xanthohumol (VI), Phenylthio-

harnstoff (VII) sowie Propylthiouracil (VIII). 

 

Diverse psychophysikalische und Zellstudien haben gezeigt, dass einige Bitterstoffagonisten 

aufgrund von genetischen Variationen in der Bevölkerung unterschiedlich wahrgenommen 

und teilweise gar nicht detektiert werden (Kim et al., 2003; Nelson et al., 2003; Bufe et al., 

2005). Kim et al. (2003) und Bufe et al. (2005) konnten zeigen, dass Polymorphismen im 

TAS2R38-Gen beispielsweise zu einer unterschiedlichen Bitterwahrnehmung von Propylthio-
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uracil (PROP) (VIII, Abbildung 4) und Phenylthioharnstoff (PTC) (VII, Abbildung 4) führen. 

Die Arbeit von Sandell und Breslin (2006) verdeutlicht, dass Bitterstoffe aus diversen Gemü-

searten wie Brokkoli und Rosenkohl nur von einem Teil der Bevölkerung mit einer spezifi-

schen Genvariation, die das Schmecken von PTC ermöglicht, wahrgenommen werden kön-

nen. Variationen in Geschmacksrezeptorgenen lassen unterschiedliche Präferenzen gegen-

über bestimmten Gemüsesorten aus der Familie der Kreuzblütlergewächse erwarten (Stähler 

und Meyerhof, 2010). 

 

1.3 Somatosensorische Wahrnehmungen 

Neben den fünf bereits aufgeführten Geschmacksqualitäten tragen weitere sensorische 

Empfindungen, die ebenfalls durch chemische Stimuli induziert werden, zum sensorischen 

Gesamteindruck einzelner Genussmittel bei. Dazu zählen unter anderem scharf, tingling, 

kühlend, heiß, adstringierend, kokumi, prickelnd und fettig (Dunkel und Hofmann, 2011). 

 

Chemisch induzierte Scharfempfindung 

Beispielsweise ist die spezifische Wirkung einiger Scharfstoffe, wie Capsaicin aus Chilis, auf 

deren Bindung an den Vanilloidrezeptor TRPV1 aus der Familie der „transient receptor po-

tential“ (TRP) zurückzuführen (Caterina et al., 1997). Der TRPV1 wurde durch Expressions-

clonierung mittels cDNA-Datenbank von sensorischen Neuronen der Hinterwurzel- und Tri-

geminal-Ganglien von Ratten entdeckt und ist ein nicht-selektiver Kationenkanal, der perme-

abel für Natrium-, Kalium- und vor allem Calciumionen ist (Caterina et al., 1997; Jahnel, 

2004). Caterina et al. (1997) konnten darüber hinaus zeigen, dass sich die TRPV1-cDNA aus 

einem offenen Leseraster von 2514 Nucleotiden zusammensetzt, die ein Protein aus 838 

Aminosäuren kodieren. Zudem postulierte die kalifornische Arbeitsgruppe, dass dieses Pro-

tein aus sechs Transmembrandomänen, mit einer Porenschleife zwischen der 5. und 6. Do-

mäne besteht (Caterina et al., 1997). Während das C-terminale Ende des Polypeptides 

strukturell wenig auffällig ist, wird das N-terminale Ende durch prolinreiche Regionen sowie 

seine drei Ankyrin-Anker geprägt. Vermutlich dienen die Ankyrin-Anker einerseits der Ver-

bindung des Membranproteins mit dem Zytoskelett und sind andererseits für die Interaktion 

mit anderen Proteinen verantwortlich. Indem sich die Porenschleifen von vier TRPV1-

Untereinheiten zusammen lagern, entstehen zum einen homotetramere und zum anderen 

heteromere Membrankomplexe mit weiteren TRP-Vertretern (Caterina et al., 1997; Clapham 

et al., 2003; Greffrath, 2006; Venkatachalam und Montell, 2007). Die Bindungsstelle des 
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Scharfstoffes Capsaicin z. B. liegt zwischen der zweiten und dritten Transmembrandomäne 

(Jordt und Julius, 2002). Neben Capsaicin und weiteren Vanilloiden wie Resiniferatoxin 

(Chou et al., 2004), fungieren auch Gingerole (Dedov et al., 2002), Isovelleral und Polygodial 

(Sterner und Szallasi, 1999) oder Ethanol (Trevisani et al., 2002) als chemische Agonisten 

des TRPV1 (vgl. Abbildung 5). Neuere Experimente von McNamara et al. (2005), Correa et 

al. (2010) und Okumura et al. (2010) zeigen, dass nicht nur Piperin, sondern auch seine 

Analoga, den TRPV1 aktivieren. Im Vergleich zu Capsaicin wirkt Piperin zwar erst in höheren 

Konzentrationen, ist aber bis zu zweifach potenter (McNamara et al., 2005). Weiterhin wird 

der Rezeptor durch Säure (Tominaga et al., 1998) und noxische Hitzereize über 42 °C (Cate-

rina et al., 1997) aktiviert. Aufgrund dieser Kreuzsensibilität gegenüber Hitze und Scharfstof-

fen lassen sich die schmerzhaften und heiß-brennenden Empfindungen nach dem Genuss 

von scharfen Gewürzen erklären (Greffrath, 2006). Außerdem werden Endovanilloide, wie 

Anandamide, N-Arachidonoyldopamin und N-Oleoyldopamin, als endogene Liganden des 

TRPV1 angesehen (Bisogno et al., 2000; Di Marzo et al., 2001; Huang et al., 2002; Chu et 

al., 2003). 

 

 

 

Abbildung 5: Strukturformeln ausgewählter TRPV1 Agonisten: Capsaicin (I), Polygodial (V), 6-

Gingerol (IV), Isovelleral (II), Piperin (VII), Resiniferatoxin (VIII) und die Endovanilloide N-

Arachidonoyldopamin (III), Anandamid (VI) und N-Oleoyldopamin (IX). 
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Zu Beginn des 21. Jahrhunderts sind weitere wärmesensitive Rezeptoren kloniert und postu-

liert worden, wie der TRPV2–V4, TRPM8 und TRPA1, die jedoch nicht durch Capsaicin akti-

viert werden (Greffrath, 2006; Venkatachalam und Montell, 2007). Inhaltsstoffe aus Knob-

lauch, Ingwer und schwarzem Senf werden oftmals, ebenso wie Zimtaldehyd oder Eugenol 

(Bandell et al., 2004; Calixto et al., 2005), als beißend scharf beschrieben und aktivieren den 

Ionenkanal TRPA1. Der TRPA1, der zuvor auch ANTKM1 (ankyrin-like protein with trans-

membrane domains 1) genannte wurde, konnte erstmals von Jaquemar et al. (1999) identifi-

ziert werden. Dieser humane TRP-Kanal setzt sich aus 1119 Aminosäuren zusammen, hat 

eine molekulare Masse von 127,4 kDa und einen Isoelektrischen Punkt von 7,0. Dieses Po-

lypeptid besitzt nicht nur einen N-Terminus, der dem zytoskelettalen Protein Ankyrin ähnlich 

ist, sondern auch einen C-Terminus mit sieben hydrophoben Teilbereichen mit je 20 Amino-

säuren. Zudem wurde jedoch vermutet, dass lediglich sechs der hydrophoben Segmente als 

Transmembrandomänen mit einer Porenschleife fungieren (Jaquemar et al., 1999).  

Zu den spezifischen Agonisten für den TRPA1 gehören neben beißend scharfen Einzelver-

bindungen wie Zimtaldehyd, Allicin, Acrolein und Allylisothiocyanat auch Senföl, Winter-

grünöl, Nelkenöl und Ingwer oder Iodoacetamid und Formaldehyd (Bandell et al., 2004; Jordt 

et al., 2004; Bautista et al., 2005; Calixto et al., 2005; Macpherson et al., 2007). In der Litera-

tur wird stark diskutiert, in wieweit der Ionenkanal neben den chemischen Agonisten durch 

noxische Kälte unter 17 °C, die bereits als schmerzhaft beschrieben wird, aktiviert werden 

kann. Dennoch konnten Story et al. (2003) bei ihren Arbeiten am TRPA1 zeigen, dass sie 

kältesensitive sensorische Neuronen ausfindig gemacht haben.  

 

Chemisch induzierte Tingling-Empfindung 

Neben den scharfen Eindrücken, die von diversen Inhaltsstoffen aus Gewürzen hervorgeru-

fen werden, besitzen einige wenige Würzmittel auch einen „tingling“-Effekt. Besonders der 

Szechuanpfeffer (Xanthoxylum piperitum) ist bekannt dafür beim Verzehr seiner 

aromatischen Früchte, einen „tingelnden“-Eindruckt im Mundraum zu induzieren. Bryant und 

Mezine (1999) verglichen den sensorischen Eindruck, den tingelnde Alkylamide aus 

Szechuanpfeffer hervorrufen mit einem milden elektrischen Reiz (5 – 7 V), der mit einem 

Prickeln auf der Zunge beschrieben werden kann. Hervorgerufen wird dieser außergewöhnli-

che Sinneseindruck durch langkettige Alkylamide wie das α-Sanshool und das α-

Hydroxysanshool (Sugai et al., 2005) (vgl. Abbildung 6). Sugai et al. (2005) beschreiben 

nicht nur den brennenden und tingelnden Eindruck von α-Sanshool und α-Hydroxysanshool, 

sondern zeigen auch, dass deren Analoga andere Scharf- beziehungsweise Geschmacks-

qualitäten aufweisen. Demnach wirken deren zwei all-trans Isomere betäubend und adstrin-
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gierend, während β-, γ- und δ-Sanshool sowie β-Hydroxysanshool bitter schmecken. γ- und δ-

Sanshool wurden von deren Panel ebenfalls als scharf bewertet (Strukturen vgl. Abbildung 

6).  

 

 

 

Abbildung 6: Alkylamide aus Szechuanpfeffer: α-Sanshool (I, R=H), α-Hydroxysanshool (I, 

R=OH), γ-Sanshool (II), β-Sanshool (III, R=H), β-Hydroxysanshool (III, R=OH), δ-Sanshool (IV). 

 

Das tingelnde Alkylamid, α-Hydroxysanshool, aktiviert neben dem TRPV1, auch den bereits 

beschriebenen TRPA1 (Sugai et al., 2005; Koo et al., 2007; Menozzi-Smarrito et al., 2009). 

Koo et al. (2007) konnten zeigen, dass im Gegensatz zu dem tingelnden α-Hydroxysanshool 

das bittere β-Hydroxysanshool die TRP-Kanäle nicht aktiviert. Darüber hinaus zeigen Unter-

suchungen von Bautista et al. (2008), dass diverse KCNK-Kanäle wie KCNK3, KCNK9 und 

KCNK18 durch α-Hydroxysanshool aktiviert werden. 

Galopin et al. (2004) untersuchten beispielsweise Scharfstoffe aus den Sanshool- und Bun-

geanool-Familien sowie deren synthetisierte Analoga und konnten zeigen, dass die Schärfe 

und der Tingling-Effekt dieser aus langkettigen Polyenamiden bestehenden Verbindungen 

von minimalen und optionalen Strukturmerkmalen (vgl. Abbildung 7) abhängen. Entschei-

dend für den sensorischen Eindruck ist neben der trans-konfigurierten Doppelbindung in -

Stellung zur Carbonylgruppe die cis-konfigurierte Doppelbindung in -Position zu dieser 

Doppelbindung (Galopin et al., 2004). 

I

III

II

IV

N
H

O

R

N
H

O

R



Einleitung 

14 

 

 

 

Abbildung 7: Minimale und optionale Strukturmerkmale für die Schärfe von Verbindungen der 

Sanshool- und Bungeanool-Familie nach Galopin et al. (2004). 

 

 

Chemisch induzierte Kälteempfindung 

Ein weiterer Vertreter aus der Familie der TRP-Kanäle konnte in der Vergangenheit für den 

physiologischen Kühleffekt verantwortlich gemacht werden. Der Verzehr diverser Menthol-

produkte kann, ebenso wie niedrige Temperaturen, zur Aktivierung des Kälterezeptors 

TRPM8 führen. Sowohl Peier et al. (2002) als auch McKemy et al. (2002) identifizierten und 

charakterisierten den TRPM8 und konnten zeigen, dass es sich bei diesem Vertreter aus der 

Familie der TRP-Kanäle um einen nicht-selektiven Kationenkanal handelt, der eine leichte 

Präferenz für Calciumionen besitzt. Studien von Bandell et al. (2004) lassen zudem vermu-

ten, dass der TRPM8 durch Temperaturen zwischen 15 – 25 °C aktiviert wird. Bei Tempera-

turabsenkungen unter 15 °C soll es zusätzlich zu einer Aktivierung der TRPA1- und TRPV1-

Kanäle kommen (Bandell et al., 2004; Behrendt, 2004). Um molekulare Mechanismen und 

Voraussetzungen für die Aktivierung des TRPM8-Kälterezeptors herauszuarbeiten, wurden 

in den letzten Jahren zum einen synthetische Struktur/Wirkungsbeziehungen und sensori-

schen Analysen durchgeführt (Watson et al., 1978; Pelzer et al., 1994; Ottinger et al., 2001; 

Hofmann und Soldo, 2004) und zum anderen eine Reihe von Menthol-Analoga auf Rezep-

toraktivierung getestet (Behrendt et al., 2004).  

Neben (−)-Menthol konnte eine Vielzahl an Verbindungen mit einem physiologischen Kühlef-

fekt entdeckt werden (Übersicht bei Leffingwell et al., 2009). Beispiele für ausgewählte artifi-

ziell gewonnene Kühlverbindungen sind: (−)-Menthyllactat (II), Mentholglyceroketal (III), 6-

Isopropyl-9-dimethyl-1,4-dioxa-spiro[4,5]decan-2-on (IV) und (−)-Isopulegol (V) (vgl. Abbil-

dung 8). 

 

Minimale Struktur: R=H, n=1, x=1

Optimale Eigenschaften: R=OH, n=2, x>2
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Abbildung 8: Strukturen ausgewählter Kühlverbindungen: (−)-Menthol (I), (−)-Menthyllactat (II), 

Mentholglyceroketal (III), 6-Isopropyl-9-dimethyl-1,4-dioxaspiro[4,5]decan-2-on (IV) und (−)-

Isopulegol (V), 5-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (VI), 3-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-

cyclopenten-1-on (VII) und 2,5-Dimethyl-4-(1-pyrrolidinyl)-3(2H)-furanon (VIII). 

 

Außerdem haben Ottinger et al. (2001) 5-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (VI), 3-

Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (VII) und 2,5-Dimethyl-4-(1-pyrrolidinyl)-3(2H)-

furanon (VIII) als natürliche Verbindungen mit einem Kühleffekt mit Schwellenwerten zwi-

schen 0,04 und 0,66 mmol/l in Darr- und Röstmalz identifiziert (vgl. Abbildung 8).  

 

 

Chemisch induzierte Adstringenzempfindung 

Auch die Adstringenz ist ein wichtiges Kriterium bei der sensorischen Bewertung von       

Lebensmitteln, wie z. B. Kaffee, Tee, Kakao, Rotwein, Whisky oder auch Johannisbeersaft. 

Nicht nur organische Säuren, mehrwertige Metallkationen, Mineralien, Ethanol und Aceton, 

sondern vor allem auch Polyphenole gehören zu den adstringierenden Verbindungen (Bajec 

und Pickering, 2008). Neben Vertretern aus der Tannin-Familie, wie Procyanidin, Pentag-

alloylglucose (Hofmann et al., 2006) oder Castalagin und Vescalagin (Glabasnia und Hof-

mann, 2006) konnte auch eine Vielzahl an niedermolekularen Verbindungen <500 Da wie 

z. B. Rutin aus schwarzem Tee (Scharbert et al., 2004), (+)-N-[3´,4´-Dihydroxy-(E)-
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cinnamoyl]-L-asparaginsäure aus geröstetem Kakao (Stark et al., 2005), (E/Z)-Aconitsäure 

und 3-Carboxymethylindol-1-N-β-D-glucopyranosid aus roten Johannisbeeren (Schwarz und 

Hofmann, 2007), Syringetin-3-O-β-D-glucopyranosid aus Rotwein (Hufnagel und Hofmann, 

2008b) und 3´,5-Dihydroxy-3-methoxy-6:7-methylendioxy-flavon-4´-O-β-D-glucuronid aus 

Spinat (Brock und Hofmann, 2008) als adstringierende Schlüsselverbindungen in Lebensmit-

teln identifiziert werden (vgl. Abbildung 9).  

 

 

 

Abbildung 9: Hoch- und niedermolekulare adstringierende Verbindungen: Rutin (I), 3´,5-

Dihydroxy-3-methoxy-6:7-methylendioxy-flavon-4´-O-β-D-glucuronid (II), Vescalagin R1=OH/ 

R2=H (III), Castalagin R1=H/ R2=OH (IV), Syringetin-3-O-β-D-glucopyranosid (V), (+)-N-[3´,4´-

Dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-asparaginsäure (VI), Pentagalloylglucose (VII), Carboxymethyl-

indol-1-N-β-D-glucopyranosid (VIII), (E)-Aconitsäure (IX) und (Z)-Aconitsäure (X). 
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Auch wenn zahlreiche Studien zur Identifizierung von adstringierenden Verbindungen existie-

ren, wird deren sinnesphysiologische Wahrnehmung in der Literatur kontrovers diskutiert 

(Bajec und Pickering, 2008). Während Breslin et al. (1993) die Adstringenz als taktile Emp-

findung beschreiben, ordnen andere Forschergruppen diese somatosensorische Empfindung 

als weitere rezeptorbasierte Geschmacksempfindung ein (Bartoshuk, 1978; Bajec und Picke-

ring, 2008). Besonders die Theorie der taktialen Empfindung zur Entstehung von Adstringenz 

stand in den letzten Jahrzehnten im Vordergrund. Dabei wird davon ausgegangen, dass ad-

stringierende Polyphenole Speichelproteine präzipitieren und/oder komplexieren (Kallithraka 

und Bakker, 1998). In dem Übersichtsartikel von Bajec und Pickering (2008) wird zudem die 

Rolle der Mechanorezeptoren betont. Besonders adstringierende Tannine sollen Speichel-

proteine fällen und damit die Gleitfähigkeit des Speichels herabsetzen (Baxter et al., 1997; 

Gawel, 1998). Jöbstl et al. (2004) konnten ergänzend zeigen, dass Polyphenole durch ihre 

Interaktion mit prolinreichen Speichelproteinen zur Adstringenz-Empfindung beitragen. Au-

ßerdem wird die Interaktion von Polyphenolen oder Polyphenol/Protein-Komplexen mit hu-

manen Epithelproteinen des Mundraumes mit der Adstringenz in Zusammenhang gebracht 

(Green, 1993). Schwarz und Hofmann (2008) konnten dennoch verdeutlichen, dass in der 

Natur adstringierende Verbindungen, wie das Quercetin-3-O-[α-L-rhamnosyl-(1→6)-β-D-

glucopyranosid], vorliegen, die die Speichelproteine weder komplexieren noch prezipitieren. 

Folglich unterstützen die von Schwarz und Hofmann gefundenen Erkenntnisse die Vermu-

tung von Bartoshuk et al. (1978), dass die Adstringenz eine weitere rezeptorvermittelte Ge-

schmacksrichtung darstellt.  

 

 

Orosensorische CO2-Empfindung 

Neuere Untersuchungen von Chandrashekar et al. (2009) verdeutlichen, dass die prickelnde 

Wahrnehmung von CO2 beim Konsum von kohlensäurehaltigen Getränken auf die enzymati-

sche Umwandlung des CO2 zu Kohlensäure beziehungsweise Hydrogencarbonat zurückzu-

führen ist, die eine Stimulierung der Säurerezeptoren (PKDs) verursacht. Die Forschergrup-

pe um Zuker konnte anhand von genetisch modifizierten Knockout-Mäusen die Carboanhyd-

rase IV, ein Glycosylphosphatidylinositol verankertes Membranenzym mit einem Molekular-

gewicht von 35 kDa, als Schlüsselenzym für die Detektion ausfindig machen (Chandrashekar 

et al., 2009; Dunkel und Hofmann, 2010).  
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Orosensorische Fettwahrnehmung 

Besonders die Erforschung der Fettwahrnehmung besitzt in Zeiten einer immer übergewich-

tiger werdenden Bevölkerung einen immensen Stellenwert. Dennoch ist über die Wahrneh-

mungsphysiologie der fettigen Bestandteile der Nahrung wenig bekannt. Erste Studien zur 

Fettwahrnehmung bei Nagern verdeutlichen jedoch die Bedeutung freier Fettsäuren in Bezug 

auf die Fettwahrnehmung (Gilbertson et al., 2010). Zurzeit stehen mehrere Modelle zur Dis-

kussion, die die Interaktionen der freien Fettsäuren mit spezifischen Ionenkanälen bezie-

hungsweise dem Fettbindenden CD 36 (Fatty acid transporter, FAT) als mögliche Aktivie-

rungsmechanismen für Geschmacksrezeptorzellen beschreiben (Laugerette et al., 2007). 

Gilbertson et al. (1997 und 2010) konnten erstmals zeigen, dass cis-mehrfachungesättigte 

Fettsäuren Geschmackszellen der Ratte durch die Inhibierung von spannungsgesteuerten 

K+-Kanälen (DRK) aktivieren. Dennoch haben gesättigte, monoungesättigte sowie trans-

polyungesättigte Fettsäuren keinen Einfluss auf die DRKs (Gilbertson et al., 1997). Weiterhin 

wird postuliert, dass es auch beim Menschen, wie bei der Maus und der Ratte, eine rezep-

torbasierte Fettwahrnehmung geben soll. Dabei steht das Rezeptor-ähnliche Protein CD36 

(FAT) in der Diskussion, vor allem mit langkettigen Fettsäuren zu interagieren (Laugerette et 

al., 2007; Gilbertson et al., 2010). Während Fukuwatari et al. (1997) erstmals den FAT in den 

Geschmacksknospen der Wallpapillen der Ratten ausfindig machen konnten, gelang es 

Laugerette et al. (2005) die Affinität des CD 36 auf langkettige Fettsäuren, wie Stearin-, Öl- 

oder Linolsäure herauszustellen. Gilbertson et al. (2010) verdeutlichen in ihrem Review zur 

Fettwahrnehmung aber auch, dass der CD 36 wohl als Rezeptor nicht allein für die Fett-

wahrnehmung verantwortlich sein kann. Zudem wird in der Literatur die Rolle der Fettsäure-

aktivierten GPCRs hervorgehoben (Gilbertson et al., 2010). Darüber hinaus berichten sowohl 

Briscoe et al. (2003) als auch Brown et al. (2003) von Vertretern der G-Protein-gekoppelten 

GPR 40-Familie, namentlich GPR 40, GPR 41 sowie GPR 43, die von kurz-, mittel- und 

langkettigen Fettsäuren aktiviert werden. Aus der GPR-Familie wurden zudem noch der GPR 

84 und der GPR 120 als mögliche Fettrezeptoren beschrieben (Hirasawa et al., 2005; Wang 

et al., 2006; Matsumura et al., 2007; Gilbertson et al., 2010). Während die Rezeptoren GPR 

41 und GPR 43 durch kurzkettige Carbonsäuren mit bis zu sieben Kohlenstoffatomen stimu-

liert werden, können der GRP 40 und GRP 120 durch langkettige Fettsäuren aktiviert werden 

(Briscoe et al., 2003; Brown et al., 2003; Hirasawa et al., 2005). Besonders die Arbeit von 

Cartoni et al. (2010) mit Knockout-Mäusen verdeutlicht, dass die Präferenz für langkettige 

Fettsäuren von dem GPR 40 und dem GPR 120 vermittelt wird. Insbesondere der GRP 120 

ist in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung geraten, da er nicht nur im Ge-

schmacksepithel von Ratten, sondern auch in dem des Menschens identifiziert wurde 

(Matsumura et al., 2007; Galindo et al., 2011). 
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Chemisch induzierte Kokumi-Empfindung 

Bei der Verkostung von Einzelsubstanzen ebenso wie bei diversen Lebensmittelextrakten 

z. B. in komplexen Modellsystemen, wird oftmals neben dem Umami-Geschmack noch der 

Kokumi-Effekt, eine Facette der Mundfülle, beschrieben. Bereits 1990 konnten Ueda et al. 

den geschmacksmodulierenden Effekt, den ein aus Knoblauch gewonnener Wasserextrakt in 

Suppe hatte, entschlüsseln. Zahlreiche schwefelhaltige Verbindungen, wie Alliin (I, Abbildung 

10), (+)-S-Methyl-L-cysteinsulfoxid (II, Abbildung 10) oder γ-L-Glutamyl-S-allyl-L-cystein 

konnten bei dieser Studie chromatographisch ausfindig gemacht werden (Ueda et al, 1990). 

Aus Wasser- und Ethanolextrakten von Zwiebeln (Allium cepa L.) konnten darüber hinaus 

trans-(+)-S-Propenyl-L-cysteinsulfoxid sowie sein γ-Glutamylpeptid mit Kokumi-Aktivitäten 

isoliert und charakterisiert werden (Ueda et al, 1994). Die Forschergruppe um Ueda konnte 

insbesondere zeigen, dass der Kokumi-Flavour von Glutathion (γ-L-Glutamyl-L-

cysteinylglycin, Abbildung 10) in Gegenwart von Mononatriumglutamat und Inosin-

Monophosphat beeinflusst wird. Während Glutathion in Evian gelöst selbst nicht schmeckt, 

fällt eine Brühe mit Glutathionzusatz durch seine starke Kokumi-Note auf (Ueda et al., 1997).  

 

 

 

Abbildung 10: Strukturen ausgewählter Kokumi-Verbindungen: Alliin (I), (+)-S-Methyl-L-

cysteinsulfoxid (II), Glutathion (III), γ-L-Glutamyl-L-leucin (IV), γ-L-Glutamyl-L-valin (V) sowie γ-

L-Glutamyl-L-cysteinyl-β-alanin (VI). 

 

Aus einem wässrigen Extrakt getrockneter Bohnen (Phaseolus vulgaris L.) gelang es Dunkel 

und Hofmann (2007) kokumi-aktive γ-Glutamylpeptide, wie das γ-L-Glutamyl-L-leucin, das γ-
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L-Glutamyl-L-valin oder das γ-L-Glutamyl-L-cysteinyl-β-alanin, zu identifizieren (Abbildung 

10). Toelstede et al. (2009) konnten zudem diverse γ-Glutamylpeptide als Kokumi-

Schlüsselverbindungen in 44 Wochen gereiftem Goudakäse lokalisieren.  

Erste Versuche, den Kokumi-Effekt auf Rezeptorebene zu entschlüsseln, unternahmen 

jüngst Ohsu et al. (2010). Sie diskutieren in ihrer Arbeit die Rolle des calciumsensitiven Re-

zeptors (CaSR), einem Protein aus der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, der 

beim Menschen aus 1078 Aminosäuren besteht. Die Arbeitsgruppe um Ohsu konnte dabei 

zeigen, dass bekannte Kokumi-Verbindungen wie z. B. die γ-Glutamylpeptide den CaSR ak-

tivieren (Ohsu et al., 2010). 

 

 

1.4 Methoden zur sensorischen Charakterisierung von 

Geschmacksstoffen 

Ziel der modernen Geschmacksstoff-Forschung ist zum einen, sensorisch aktive Verbindun-

gen zu identifizieren und zu charakterisieren und zum anderen, deren Detektion auf Rezep-

torebene aufzudecken. Die Lokalisierung und Identifizierung nicht-flüchtiger Schlüsselge-

schmacksstoffe auf molekularer Ebene aus komplex zusammengesetzten Matrices erfolgt 

dabei mit Hilfe eines aktivitätsorientierten Screening-Verfahrens, das auf einer Kombination 

diverser instrumentell-analytischer Techniken mit humansensorischen Analysen beruht.  

Voraussetzung für diese aktivitätsorientierte Vorgehensweise ist dabei die vollständige Isolie-

rung der nicht-flüchtigen sensorisch aktiven Verbindungen mit gängigen Lösungsmitteln wie 

Methanol, Ethanol, Pentan oder Ethylacetat. Zur Grobfraktionierung und um erste Einblicke 

in die Polarität oder Molekülgröße sensorisch aktiver Verbindungen in den Lebensmittelex-

trakten zu bekommen, werden diverse Techniken wie z. B. aktivitätsorientierte Extraktion mit 

Lösungsmitteln steigender Polarität, säulenchromatographische Vortrennungen an RP-, HI-

LIC- oder Kieselgelphasen, Gelpermeationschromatographie oder Ultrafiltration angewandt 

(Frank et al., 2001; Stark und Hofmann, 2005; Schwarz und Hofmann, 2007; Dunkel und 

Hofmann, 2007; Brock und Hofmann, 2008; Haseleu et al., 2009a). Durch Anwendung der 

Geschmacksverdünnungsanalyse (GVA) (Frank et al., 2001) auf die so gewonnenen Ge-

samt- oder Teilextrakte, konnte in den letzten Jahren eine Vielzahl von geschmacksaktiven 

Verbindungen lokalisiert und identifiziert werden. Die GVA ermöglicht somit die Selektion der 

geschmacklich relevanten unter den vielen sensorisch inaktiven Verbindungen aus komplex 

zusammengesetzten Fraktionen, sodass sich anschließende Identifizierungsexperimente auf 
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Schlüsselgeschmacksstoffe beschränken. Neben adstringierenden Substanzen aus schwar-

zem Tee (Scharbert et al., 2004), geröstetem Kakao (Stark und Hofmann, 2005), roten Jo-

hannisbeeren (Schwarz und Hofmann, 2007), Rotwein (Hufnagel und Hofmann, 2008b) und 

Spinat (Brock und Hofmann, 2008), konnten weiterhin Bitterstoffe aus Kohlenhyd-

rat/Aminosäuremischungen (Frank et al., 2001), aus Karotten (Czepa und Hofmann, 2003) 

und aus Hopfen (Haseleu et al., 2009a-b) charakterisiert werden. Auch eine mit (−)-Menthol 

vergleichbare kühlende Verbindungen aus Darr- und Röstmalz (Ottinger et al., 2001) und der 

Geschmacksverstärker Alapyridain in Maillardansätzen und Rinderbrühe (Ottinger et al., 

2003a-b) konnten mit diesem sensorischen Assay detektiert werden. Mit dem Einsatz der von 

Ottinger et al. (2003a) entwickelten, modifizierten vergleichenden Geschmacksverdünnungs-

analyse (vGVA) gelang es Dunkel und Hofmann (2007) ergänzend kokumi-aktive Verbin-

dungen aus einem wässrigen Extrakt getrockneter Bohnen aufzuklären.  

Die Identifizierung mittels LC/MS- und NMR-Experimenten und, wenn nötig, durch Synthe-

sen, ermöglicht jedoch noch keine konkrete Aussage über die Geschmackswirksamkeit der 

sensorisch aktiven Moleküle. Um Geschmacksstoffe in ihrem Beitrag zum gesamten Ge-

schmacksprofil eines Lebensmittels einzuordnen und auf Basis ihrer Konzentration zu ge-

wichten, führten Warmke et al. (1996) den so genannten Geschmacksaktivitätswert (GAW) 

ein. Der GAW ist definiert als der Quotient aus der Konzentration eines Geschmacksstoffes 

im Lebensmittel und der Geschmacksschwelle und impliziert einen linearen Zusammenhang 

zwischen der Konzentration und der Geschmacksintensität. Dennoch vernachlässigt dieser 

Faktor, dass die Geschmacksstoffe mit weiteren Inhaltsstoffen aus der Lebensmittelmatrix 

interagieren können. Synergistische oder maskierende Wirkungen werden durch den GAW 

nicht mit berücksichtigt, sodass Scharbert und Hofmann (2005) den GAW durch den Begriff 

Dose-over-Threshold-Faktor (DoT-Faktor) ersetzten. Der DoT-Faktor ist ebenfalls definiert 

als der Quotient aus der Konzentration eines Stimulans im jeweiligen Lebensmittel und sei-

nem Schwellenwert. Alle Stimulantien mit DoT-Faktoren über 1 tragen definitionsgemäß zum 

Geschmack bei. Liegt der Wert unter 1, kann der Geschmacksstoff dennoch zu synergisti-

schen oder verstärkenden Effekten führen. Folglich bildet der DoT-Faktor ein Verhältnis zwi-

schen der Konzentration und dem Schwellenwert, trifft aber noch keine konkrete Aussage 

über den Beitrag eines Stimulans zum Geschmacksprofil eines Lebensmittels. Durch die 

Aufzeichnung so genannter Dose-Response-Kurven von Stark et al. (2006), Glabasnia und 

Hofmann (2006) oder Brock und Hofmann (2008) konnte untermauert werden, dass die Kon-

zentration einzelner Geschmacksstoffe wie z. B. das bittere Theobromin und (−)-Epicatechin 

oder das adstringierende Roburin C und 3´,5,7-Trihydroxy-3,6-dimethoxy-flavon-4´-O-β-D-

glucuronid nicht mit dessen Intensität linear korreliert.  
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Voraussetzung für die Kalkulation des DoT-Faktors ist die vorherige Konzentrationsbestim-

mung im Nahrungsmittel. Für die quantitative Analytik von Naturstoffen sowie von Ge-

schmacksstoffen ist die Stabilisotopenverdünnungsanalyse (SIVA) in Verbindung mit der 

Massenspektroskopie heutzutage die Methode der Wahl. Bei dieser Vorgehensweise werden 

mit stabilen Isotopen markierte Verbindungen ([2H], [13C]), die die gleichen chemischen und 

physikalischen Eigenschaften wie die jeweiligen Analyten besitzen, als interne Standards 

verwendet (Rychlik und Asam, 2009). Verluste bei der Isolierung und Aufarbeitung der Le-

bensmittelmatrix sind bei diesen Analysenverfahren kompensiert, da markierte Standards 

den gleichen Aufarbeitungsverlusten unterliegen wie die Analyten. Mit dieser Vorgehenswei-

se haben Stark und Hofmann (2006) beispielsweise rauh-adstringierende N-

Phenylpropanoyl-L-aminosäuren über deren deuterierte Analoga wie das (−)-N-[3´,4´-

Dihydroxy-(E)-cinnamoyl)-[2,5,6-2H]-3-hydroxy-L-tyrosine in geröstetem Kaffee- und Kakao-

pulver quantifiziert.  

Mit Hilfe der Konzentrationsbestimmung einzelner Schlüsselinhaltsstoffe können weiterhin 

Rekombinations- und Omissionsexperimente durchgeführt werden, die die additiven und 

inhibitorischen Effekte von Einzelsubstanzen oder auch gesamter Verbindungsgruppen ver-

deutlichen. Besonders das Rekombinationsexperiment, bei dem alle identifizierten Ge-

schmacksstoffe in natürlichen Konzentrationen gegen das authentische Lebensmittel in einer 

vergleichenden Geschmacksprofilanalyse gegeneinander evaluiert werden, zeigt, ob alle 

sensorisch aktiven Substanzen erfasst wurden. Bei Omissionsexperimenten werden Ein-

zelsubstanzen oder komplette Stoffklassen weggelassen, um so deren Einfluss auf das ge-

samte Geschmacksprofil bewerten zu können. Sowohl Scharbert und Hofmann (2005) als 

auch Hufnagel und Hofmann (2008a) konnten diese Sensoriktechnik nutzen, um vertiefende 

Einblicke in die geschmacklichen Modulatoren von schwarzem Tee und Rotwein zu geben.  

 

 

1.5 Allgemeines zum Spargel 

Der Spargel, Asparagus officinalis L., gehört innerhalb der Klasse der Monokotyledonen zur 

Familie der Asparagaceaen und zählt zu den Stängel- und Sprossgemüsen. Attribute wie 

das „königliche Gemüse“ oder „essbares Elfenbein“ verdeutlichen die Sonderstellung, die 

Spargel in Deutschland unter den Gemüsesorten einnimmt (Köster, 2011). Allein für 

Deutschland im Jahr 2009 gibt die FAO eine Erntemenge von 98.200 t Spargel an, während 

weltweit 7.289.903 t Spargel geerntet wurden (FAO, 2009). Bedeutende Anbauregionen in 
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Deutschland sind sowohl in Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen und Hessen als auch in 

Brandenburg, Bayern, Baden-Württemberg, Rheinland-Pfalz und Sachsen-Anhalt zu finden.  

Bereits 500 v. Chr. wurde der Spargel vermutlich in seiner Wildform als Heilpflanze in China, 

Persien und Griechenland genutzt. Wie auch heute noch aus der botanischen Bezeichnung 

„officinalis“ abzuleiten ist, wurde Spargel in der Vergangenheit besonders in Medizingärten 

und Klöstern als Heilmittel gezogen (Englert et al., 1985). Obwohl Theophrast um 300 v. Chr. 

Spargel erstmals als Speisepflanze in der Literatur aufführt, wird er erst seit dem 16. Jahr-

hundert in Mitteleuropa in seiner kultivierten Form, dem Asparagus officinalis L., angebaut 

(Englert et al., 1985; Franke, 1997).  

Der Spargel ist eine mehrjährige Pflanze, die größtenteils unterirdisch wächst. Während sich 

aus den Endknospen des Rhizoms oberirdisch Bäumchen artige Sprosse entwickeln, ist das 

sympodial senkrecht nach oben wachsende Rhizom mit seinen Wurzeln und Knospenanla-

gen unter der Erde zu finden. Verzehrt werden die unverholzten und nicht verdickten 

Sprossachsen des Stängelgemüses (Franke, 1997).  

Je nach Witterung beginnt die Spargelernte in Deutschland zirka Ende April und dauert tradi-

tionell bis Johanni, dem 24. Juni. Vor allem um den Ertrag des nächsten Jahres gewährleis-

ten zu können, muss eine ausreichende Regenerationszeit eingehalten werden, sodass die 

Spargelernte Ende Juni abgebrochen wird (Hartmann, 2001). Je nach Anbaumethode wird 

entweder Bleich- oder Grünspargel gewonnen. Bleichspargel kann kultiviert werden, indem 

sandiger Boden zu ca. 30 cm hohen Dämmen aufgeschüttet wird, sodass die Stangen wäh-

rend ihrer Wachstumsperiode und vor dem Ernten nicht ans Tageslicht gelangen. Erst wenn 

die Spargelspitzen die Erdoberfläche erreichen und anheben, werden sie gestochen. Violet-

ter Spargel, dessen Stangen gleichmäßig weiß sind, wird dagegen gestochen, wenn die 

Spargelspitzen die Erdoberfläche schon leicht durchbrochen haben. Die Spitzen nehmen bei 

Lichteinwirkung, aufgrund von Anthocyanbildung, eine blaurötliche Färbung an (Franke, 

1997), dabei ist die Rotfärbung abhängig von den Spargelsorten unterschiedlich ausgeprägt 

(Brückner et al., 2008). Grüner Spargel wird, anders als weißer und violetter Spargel, nicht 

unter der Erde in Wällen, sondern oberirdisch kultiviert. Durch die sofortige Lichteinwirkung 

kann der Spargel den grünen Farbstoff Chlorophyll ausbilden. Der geringere Arbeitsaufwand 

während des Anbaus begründet die weltweit größere Verbreitung des Grünspargels. Anders 

als beim Bleichspargel, muss der Grünspargel dem Gegendruck des Bodens nur geringfügig 

standhalten, sodass dessen Stangen einen geringeren Durchmesser aufweisen. Zum Ver-

zehr werden die grünen Stangen auch lediglich im unteren Drittel geschält. Für alle drei 

Vermarktungsarten ist ein Sand- oder Lehmboden mit pH-Werten über 5,5 Voraussetzung 

für eine ertragreiche Ernte (Hartmann, 2001). 
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Den Spargelbauern in Deutschland steht durch verschiedene Züchtungen in der Vergangen-

heit ein weites Spektrum an Spargelsorten zur Verfügung. Bekannte Bleichspargelsorten, die 

in Deutschland zum Einsatz kommen, sind neben „Epos“, „Huches Alpha“, „Ravel“, „Gijnlim“, 

„Grolim“ und „Backlim“ auch die älteren Sorten „Huches Leistungsauslese“ sowie „Schwetzi-

ger Meisterschuss“. Für die Grünspargelernte werden dagegen vermehrt die Sorten „Huches 

Schneewittchen“, „Gijnlim“, „Spaganiva“, „Schneekopf“ und „Steiniva“ gepflanzt (Hartmann, 

2001). Die Sortenwahl ist jeweils abhängig von den Standortbedingungen sowie dem jeweili-

gen Ertragspotential (Brückner et al., 2008).  

Insbesondere das Auftreten eines Bitterfehlgeschmacks wird im Zusammenhang mit 

Bleichspargel diskutiert (Schwarzbach, 2004). Besonders „Grolim“-Spargel soll dazu neigen, 

sporadisch auftretende Bitterstangen zu generieren. Aber auch über die Sorten „Gjinlim“ und 

„Thielim“ wird in der Literatur berichtet bei niedrigen Temperaturen einen Bitterfehlge-

schmack aufzuweisen (Brückner et al., 2008). 

Roher Spargel besitzt einen hohen Wassergehalt von 93,1 g/100 g und enthält neben zahl-

reichen Kohlenhydraten, Proteinen und Ballaststoffen verschiedene essentielle und nicht 

essentielle Aminosäuren, Vitamine, Fruchtsäuren, Carotinoide und Sterole (Souci et al., 

2008). Über phenolische Spargelinhaltsstoffe, wie das Rutin, gibt es in der Literatur ebenfalls 

zahlreiche Arbeiten (Herrmann, 1977). Neben Asparagus officinalis L. sind diverse Aspara-

gus-Arten insbesondere für ihre Saponine und deren biologische Wirkung bekannt. Aus den 

Wurzeln des indischen Shatavari (Asparagus racemosus) konnten Hayes et al. (2008) bei-

spielsweise, neben den literaturbekannten Steroidsaponinen Shatavarin I, IV, V, Immunosid 

und Schidigerasaponin D5, fünf weitere Saponine (Shatavarin VI−X) isolieren. Auch in Aspa-

ragus africanus, Asparagus gonocladus oder Asparagus filicinus Buch.-Ham konnten zahl-

reiche Saponine identifiziert werden (Mandloi und Saint, 1981; Debella et al., 1999; Zhou et 

al., 2007).  

 

1.5.1 Sensorisch aktive Substanzen in Spargel 

Nicht nur für sein attraktives ansprechendes Aroma, sondern auch für seinen unverwechsel-

baren Geschmack wird der frische und vor allem auch gekochte weiße Spargel geschätzt. 

Während der rohe weiße Spargel eine süß-bittere Note und ein eher zurückhaltendes Aroma 

aufweist, werden besonders die aroma-aktiven Substanzen während des Kochens freige-

setzt beziehungsweise gebildet (Ulrich et al., 2001). 
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Erste Arbeiten zu den flüchtigen Verbindungen in gekochtem Spargel führten Freytag und 

Ney (1967 und 1972) durch. Die Autoren konnten zeigen, dass das kohlartig riechende Di-

methylsulfid, welches beim Kochen von Spargel aus S-Methylmethionin generiert wird, einen 

essentiellen Beitrag zum Spargelaroma darstellt. Basierend auf diesen Erkenntnissen korre-

lierten Scherb et al. (2009) mittels Stabilisotopenverdünnungsanalyse die Gehalte an S-

Methylmethionin, das bereits 1954 von Challenger und Hayward in Spargel identifiziert wor-

den war, in rohem und gekochtem Spargel mit der Dimethyldisulfidbildung während des Er-

hitzungsprozesses. Die Arbeitsgruppe um Schieberle ermittelte dabei Gehalte von 53 bis 

109 mg/kg an S-Methylmethionin in Spargelstangen und höhere Gehalte von 94 bis 

252 mg/kg für die Spargelspitzen. Um die Bildung von Dimethylsulfid zu S-Methylmethionin 

zu untersuchen, wurden in dieser Studie zudem die Konzentrationen von Dimethylsulfid in 

gekochten Spargelstangen (4,1 – 6,2 mg/kg) und Spitzen (9,4 – 21 mg/kg) evaluiert. Wenn 

davon ausgegangen wird, dass die Aminosäure der einzige Prekursor für Dimethylsulfid in 

Bleichspargel ist, können Umsetzungsraten von 16 und 26 mol% berechnet werden. Weiter-

hin konnte bei deren Experimenten beobachtet werden, dass die Umsetzungsraten in den 

Spargelspitzen höher waren, als in den Stangen (Scherb et al., 2009).  

Tressl et al. (1977a-b) konnten darüber hinaus, nach Anreicherung der Aromastoffe durch 

Flüssig/Flüssigextraktion bei unterschiedlichen pH-Werten und Säulenchromatographie über 

Kieselgel, 122 weitere flüchtige Verbindungen aus rohem sowie gekochtem Spargel mittels 

Gaschromatographie-Massenspektroskopie identifizieren. Hervorgehoben wurde von dieser 

Arbeitsgruppe die Bedeutung der schwefelhaltigen flüchtigen Verbindungen, darunter vor 

allem die 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure (Asparagussäure) sowie deren Methyl- und Ethylester. 

In deren Studie wurde zudem die thermische Fragmentierung der Asparagussäure sowohl zu 

1,2-Dithiacyclopenten als auch zu 1,2,3-Trithian-5-carbonsäure, die den angenehmen Ge-

ruch von gekochtem Spargel tragen sollen, postuliert (Abbildung 11).  

Um eine Objektivierung des Gesamtaromas von gekochtem Spargel bemühten sich erstmals 

Ulrich et al. (2001) durch die Kopplung der Gaschromatographie und des menschlichen Ge-

ruchssinnes als Detektor (GC/Olfaktometrie). Hiermit stellten sie den hohen Geruchsbeitrag 

von Methylthioacetat, 2,3-Pentandion, Hexanal, 2,3-Octandion, Methional und unterschied-

lich substituierte Alkylpyrazine neben Dimethyldisulfid heraus. Diese Arbeitsgruppe widerleg-

te außerdem Tressls Theorie, dass Asparagussäure oder seine Ester zum Aroma des ge-

kochten Spargels beitragen sollen (Ulrich et al., 2001). 
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Abbildung 11: Ausgewählte Aromastoffe des Spargels: Asparagussäure (I), Asparagussäu-

remethylester (II), Asparagussäureethylester (III), Methylthioacetat (IV), Pentandion (V), Methio-

nal (VI), Dimethylsulfid (VII), Hexanal (VIII) und 2,3-Octandion (IX) sowie die thermische Frag-

mentierung von Asparagussäure (I) während des Kochens von Spargel zu 1,2-

Dithiacyclopenten (X) und 1,2,3-Trithian-5-carbonsäure (XI) nach Tressl et al. (1977). 

 

Obwohl über die Aromastoffe einzelne Arbeiten in der Literatur vorliegen, ist über ge-

schmacksaktive Substanzen in Asparagus officinalis L. dagegen bislang wenig publiziert 

worden. Dennoch stellt besonders auch der Geschmack neben der Beschaffenheit von Tex-

tur, Farbe und Aroma einen wichtigen Qualitätsparameter für den erfolgreichen Verkauf von 

Spargel dar. Als wertgebende Geschmacksrichtungen werden immer wieder der süße und 

bittere Geschmack von Spargel bewertet. Insbesondere der bittere Geschmack und das spo-

radische, unerwünschte Auftreten von bitteren weißen Spargelstangen werden in der Fach-

presse immer wieder erwähnt und führen zu erheblichen Verbraucherreklamationen 

(Brueckner et al., 2010). Saponine werden dabei als Schlüsselsubstanzen bei der sporadisch 

auftretenden Bitterkeit von Spargel diskutiert (Brueckner et al., 2010).  

In der Literatur sind neben den Asparagussaponinen einige weitere bittere Saponine in ande-

ren Lebensmitteln beschrieben (Hostettmann und Marston, 1995), wie z. B. das aus Alfalfa 

(Medicago sativa) isolierte Tridesmosid der 16α-Hydroxymedicagensäure oder die partiell 

acetylierten Sojasaponin Acetyl-sojasaponin A1, A2 und A3 (Kitagawa et al., 1988; Oleszek et 

al., 1992). Auch die Samenschalen der aus Südamerika stammenden Pflanze Quinoa 

(Chenopodium quinoa) beinhalten bittere Saponine, wie die 3,28-O-glycosylierten Heder-

agenine, die vor dem Verzehr durch Kochen als Kleie entfernt werden müssen (Mizui et al., 

I II III IV V VI VII

VIII IX I X XI

Δ
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1988; Koziol, 1991; Kuljanabhagavad und Wink, 2009). Zudem identifizierten Sato et al. 

(1973) das Furostanolsaponin TFI als Schlüssel-Bitterstoff von Tomatensamen (Lycopersi-

cum esculentum Miller). 

 

1.5.2 Spargelsaponine und deren sensorische Relevanz 

Literaturstudien zeigen, dass bis dato diverse steroidale Saponine aus unterschiedlichen 

Spargelteilstücken isoliert und mittels MS- und NMR-Techniken identifiziert wurden, die sich 

in zwei Gruppen unterteilen lassen. Während die monodesmosidischen Spargelsaponine 

lediglich am C(3) des Aglykons glykosidisch an eine Zuckerkette aus bis zu drei aneinander 

verknüpften Monosacchariden gebunden sind (Spirostanoltyp), besitzen die bidesmosidi-

schen Saponine, deren Spirostanbindung zwischen dem E- und F-Ring geöffnet vorliegt, 

eine weitere glykosidisch verknüpfte Zuckerseitenkette am C(26) (Furostanol-Typ). Bekannte 

Beispiele hierfür sind zum einen das von Shao et al. (1997) identifizierte bidesmosidische 

Saponin Protodioscin oder zum anderen das von Shimoyamada et al. (1990) isolierte Mono-

desmosid AS-1 (Abbildung 12). 

 

 

 

Abbildung 12: Strukturen von Protodioscin (I) und AS-1 (II). 

 

Der Kohlenhydratanteil besteht im Allgemeinen bei den Asparagussaponinen ebenso aus 

Monosacchariden wie auch aus linearen und verzweigten Oligosacchariden. Im Spargel sind 

vor allem Glucose, Rhamnose und Xylose nachzuweisen, die sowohl in α- als auch in β-

glycosidischer Form vorliegen. Besonders häufig wurden Saponine aus Spargel isoliert, bei 
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denen eine 2,4-Di-O-(α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-glucopyranose (Chalcotriose) an Position 

C(3) an das Aglycon verknüpft ist, wie es z. B. bei Protodioscin (I, Abbildung 12) zu erkennen 

ist. 

Nach saurer Hydrolyse der Spargelsaponine konnte in der Vergangenheit auf verschiedene 

Aglyca, die auch als Genine oder häufiger als Sapogenine tituliert werden, zurückgeschlos-

sen werden. In Abbildung 13 sind einige der bereits aus Asparagus officinalis L. isolierten 

Sapogenine aufgeführt.  

 

 

 

Abbildung 13: Ausgewählte Sapogenine aus Asparagus officinalis L.. 

 

Allein die große Strukturvielfalt der möglichen Aglyca deutet auf die molekulare Vielfalt der 

Spargelsaponine hin. So ergeben sich Variationen nicht nur aufgrund von Unterschieden in 

einzelnen Stereozentren, Doppelbindungen und Hydroxylierungsmustern, sondern auch be-

dingt durch zahlreiche funktionelle Gruppen (Suhr, 2001). Während Diosgenin (I, Abbildung 

13) und Yamogenin (II, Abbildung 13) beispielsweise eine Doppelbindung zwischen Position 

C(5) und C(6) aufweisen, stellen Sarsapogenin (III, Abbildung 13) und Smilagenin (IV, Abbil-

dung 13) die möglichen Dihydroanaloga dar (Hostettmann und Marston, 1995; Agrawal et al., 

1997; Wang et al., 2011). Bis dato sind jedoch lediglich Diosgenin, Yamogenin und Sar-

sapogenin in Asparagus officinalis L. ausfindig gemacht worden. Smilagenin konnte dagegen 

I II III

IV V VI



Einleitung 

29 

 

aus diversen anderen Pflanzen isoliert werden (Hostettmann und Marston, 1995; Agrawal et 

al., 1997). Auch die Hydroxylierung der Position C(17) des Aglycons V (Abbildung 13), wie 

es bei Sarsapogenin M oder Sarsapogenin N gefunden wurde (Huang und Kong, 2006) oder 

der offenkettige F-Ring des β-Sitosterols (VI, Abbildung 13), sind weitere Beispiele für den 

Variantenreichtum der Genine (Huang et al., 2008) (Abbildung 13).  

Unterschieden werden die Spirostangrundgerüste der Spargelsaponine und -sapogenine 

oftmals auch aufgrund ihrer beiden C(25) Epimere. In Asparagus konnte beispielsweise ne-

ben der stabileren (25R)-Konformation des Diosgenins ((25R)-Spirost-5-en-3β-ol) (I, Abbil-

dung 13) auch die (25S)-Form, das Yamogenin ((25S)-Spirost-5-en-3β-ol) (II, Abbildung 13), 

identifiziert werden (Hostettmann und Marston, 1995). Das Verhältnis der Isomeren hängt 

nicht nur von den verschiedenen morphologischen Teilstücken, sondern auch vom Entwick-

lungsstadium der Pflanze ab (Kawano et al., 1975; Hostettmann und Marston, 1995). Hos-

tettmann und Marston (1995) stellten darüber hinaus die Vermutung auf, dass generell viele 

in der Literatur beschriebene Saponine eigentlich Mischungen der 25R/25S-Epimere darstel-

len. Zumal seit Jahrzehnten bekannt ist, dass die chromatographische Separierung von Sa-

poninen mit gleichen Zuckerresten, die sich nur an Position C(25) unterscheiden, extrem 

schwierig ist (Miyahara et al., 1983).  

Sato und Sakamura gelang es nicht nur, das Furostanolsaponin 5α-Furustan-3β,22,26-triol-

3-[O-β-D-glucopyranosyl (1→2)-β-D-glucopyranosyl (1→4)-β-D-galactopyranosid] 26-O-β-D-

glucopyranosid als Bitterprinzip von Tomatensamen (Lycopersicum esculentum Miller), son-

dern auch zwei Jahre später, zusammen mit Kawano und Sakaii, Officinalisin-I (Ia, Abbildung 

14) und Officinalisin-II (Ib, Abbildung 14) als unangenehme Bitterstoffe aus den Speicher-

wurzeln von Asparagus officinalis L. zu identifizieren (Sato und Sakamura, 1973; Kawano et 

al., 1975). Trotz fehlender NMR-Daten veröffentlichten Kawano et al. (1975) die Strukturen 

von Officinalisin-I und Officinalisin-II auf Basis diverser Hydrolysen und Responsefaktoren-

vergleiche. Nach Partialhydrolyse gelang es dieser Forschergruppe beispielsweise neben 

Sarsapogenin auch Sophorose (2-O-β-D-Glucopyranosyl-α-D-glucose) als die primären Bau-

steine von Officinalisin-I zu identifizieren. Zudem erbrachte die Hydrolyse des permethylier-

ten Officinalisins-II die drei Zucker 2,3,4,6-Tetra-O-methyl-D-glucopyranose, 2,3,4-Tri-O-

methyl-D-xylopyranose und 3,6-di-O-Methyl-D-glucopyranose. Aufgrund dieser Ergebnisse 

schlussfolgerten Kawano et al. (1975), dass bei Officinalisin-II eine zusätzliche Xylose an 

Position C(4´) der Sophorose des Officinalisin-I vorliegen sollte.   

Aus den unteren Spargelteilstücken, den so genannten „bottom cuts“, konnten von Kawano 

et al. (1977) zwei weitere bidesmosidische Furostanolsaponine als ASP-I (IIa, Abbildung 14) 

und ASP-II (IIb, Abbildung 14) isoliert werden, die beide als 25S-Spirostanole charakterisiert 
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wurden. Während ASP-I neben der C(26)-gebundenen Glucose über eine C(3)-verknüpfte 

Chalcotriose-Einheit verfügt, besitzt ASP-II eine Rhamnoseeinheit weniger. Kawano et al. 

(1977) beschrieben jedoch lediglich für das 25S-Furost-5-en-3-β-22,26-triol-3-O-(2,4-di-O-α-

L-rhamnopyranosyl-β-D-glucopyranosid)-26-O-β-D-glucopyranosid (ASP-I) einen bitteren 

Geschmack. Auffällig ist bei diesen Studien jedoch die Strukturaufklärung, fehlende NMR-

Daten lassen eine genaue Zuordnung der Konstitution und Konfiguration der Saponine nur 

erahnen. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass Shao et. al. (1997) erstmals das Isomer 

des ASP-I, das sich lediglich in der Position der Hydroxy-gruppe an C(25) unterscheidet, als 

3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2){α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-26-O-

[β-D-glucopyranosyl]-(25R)-22α-furost-5-ene-3β,26-diol (ASC-II, Protodioscin) (IVa, Abbil-

dung 14) beschrieben. Neben dem 22-Hydroxy-Furostanolglucosid Protodioscin (ASC-II) 

konnten Shao et al. (1997) zudem dessen 22-Alkoxy-Derivat, Methylprotodioscin (IIIa, Abbil-

dung 14), aus Spargelsamen isolieren und die Struktur mittels NMR-Datensätzen absichern. 

Weiterhin konnten Kawano et al. (1975) zeigen, dass durch eine Naringinase-Behandlung 

mit Naringin-α-1,2-rhamnosidase- und β-Glucosidaseaktivität der bitter schmeckende Spar-

gelsaft, welcher aus den „bottom cuts“ gewonnen wurde, entbittert werden kann. Diese Er-

kenntnis macht die Bedeutung der Saponine mit einer 3-O-β-Chalcotriosid- beziehungsweise 

einer 4-O-α-L-rhamnopyranosyl-β-D-glucopyranose-Einheit für die Bittere des Spargels 

wahrscheinlich. 

Lazurévskii et al. (1976) führen darüber hinaus die neun Saponine Asparagosid A–I wie z. B. 

das Sarsapogeninglykosid (Asparagosid A) oder (25S)-5β-Furostan-3β,22,26-triol-26-O-β-D-

glucopyranosid (Asparagosid B) in ihrer auf Russisch verfassten Publikation auf. Ein Großteil 

der von Lazurévskii et al. (1976) postulierten Asparasaponine weisen β-glycosidisch ver-

knüpfte Glucopyranosen auf. Lediglich das Asparagosid F wurde mit einer zusätzlichen Xy-

lopyranose charakterisiert. Eine genaue Strukturidentifizierung mit chromatographischen 

oder spektroskopischen Daten ist der Arbeit jedoch nicht zu entnehmen.  

Auch aus den Früchten des Spargels isolierten Pant et al. (1988) ein monodesmosidisches 

Saponin (VIIb, Abbildung 14) bestehend aus Sarsarsapogenin, zwei Glucose- und einem 

Rhamnoseteilmolekül. Ausführliche Studien zu Saponinen und Sapogeninen aus den Rhi-

zomen des Asparagus officinalis L. führten Huang und Kong sowie Huang et al. (2006 und 

2008) durch, bei denen sie neun monodesmosidische und ein bidesmosidisches Saponin, 

sowie sieben Genine strukturell charakterisierten. Huang und Kong (2006) konnte neben 

Sarsapogenin M (VIIIb, Abbildung 14) auch Sarsapogenin N (VIIIa, Abbildung 14) aus einem 

Ethanolextrakt (80%) der getrockneten Spargelwurzeln gewinnen. Abweichend zu den bis 

dato identifizierten Saponinen wiesen die Aglyca von Sarsapogenin N und M im HMBC-
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Spektrum jeweils Kopplungen einer zusätzlichen Hydroxygruppe zu den Kohlenstoffatomen 

an Position C(17) auf. Neben diesen zwei (25S)-5β-Spirostan-3β, 17α-diol-Derivaten sind in 

der Publikation von Huang und Kong (2006) fünf weitere bekannte Saponine beschrieben: 

(25S)-5β-Spirostan-3β-ol-3-O-β-D-glucopyranosyl-(1,2)-[β-D-xylopyranosyl-(1,4)]-β-D-gluco-

pyranosid, (25S)-5β-Spirostan-3β-ol-3-O-β-D-glucopyranosyl-(1,2)-β-D-glucopyranosid, 

(25S)-5β-Spirostan-3β-ol-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1,2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1,4)]-β-D-

gluco-pyranosid, Sitosterol-β-D-glucosid und (25S)-26-O-β-D-Glucopyranosyl-5β-furost-

20(22)-ene-3β,26-diol-3-O-β-D-glucopyranosyl-(1,2)-β-D-glucopyranosid (Va, Abbildung 14). 

Huang et al. (2008) konnten darüber hinaus Sarsapogenin O, bei dem eine β-D-6-O-

Acetylglucopyranose an das Aglycon gebunden vorliegt, aus den Wurzeln von Asparagus 

officinalis L. isolieren und spektroskopisch bestätigen. 

Aus den getrocknete Stängeln von Asparagus officinalis L. wurde zudem Yamogenin II mit 

einem weiteren Aglycon, das bis dato in der Literatur nicht anderweitig aufgeführt ist, be-

schrieben (Sun et al., 2010). Bei dem Aglycon handelt es sich um ein Yamogenin-Derivat, 

bei dem an Position C(21) anstelle der Methyl-, eine Hydroxymethylgruppe zu finden ist. Au-

ßerdem fanden Shimoyamada et al. (1990 und 1996) zwei monodesmosidische Spirosta-

nolsaponine in den Spargelsamen, die die Abkürzungen AS-1 (VIIa, Abbildung 14) und AS-2-

I (VIa, Abbildung 14) erhalten haben. 

Ein besonderes Augenmerk vieler Forschergruppen lag in der Vergangenheit auf den fungi-

ziden Eigenschaften der monodesmosidischen Saponine (Hostettmann et al., 1995; Suhr, 

2001). Shimoyamada et al. (1996) untersuchten erstmals die fungiziden Eigenschaften der 

Spargelsaponine AS-1 und AS-2-I mittels Agar-Diffusionstest. Beispielsweise bestimmten sie 

mit einem MIC-Wert von 10 µg/ml eine wesentlich höhere Aktivität für AS-2-I gegen Candida 

albicans, als für AS-1. Weiterhin konnten die fungiziden Eigenschaften der beiden Verbin-

dungen gegen Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum und Trichophyton floccosum 

ermittelt werden. 

Es wird generell vermutet, dass die biologisch inaktiven bidesmosidischen Saponine als Koh-

lenhydrattransportformen in Pflanzen fungieren, die durch enzymatische Hydrolyse in die 

aktivere monodesmosidische Form, die oft gegen Pilzbefall bei Verletzung der Pflanze 

schützt, umgewandelt werden können (Hostettmann et al., 1995; Suhr, 2001).  
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Abbildung 14: Ausgewählte Saponine aus Asparagus officinalis L..  
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Ia glc H

Ib glc xyl
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VIIIb glc H
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Systematische Korrelationen zwischen dem Umweltstress auf die chemischen und sensori-

schen Eigenschaften des Spargels sowie dessen Saponinhaushalt wurden jedoch bis dato 

nicht durchgeführt. 

In der Vergangenheit wurden zudem die zahlreichen pharmakologischen und biologischen 

Eigenschaften der Spargelsaponine herausgestellt. Das Asparagussaponin Protodioscin 

wurde beispielsweise erfolgreich auf antivirale (Ikeda et al., 2000), cytostatische, spermizide 

(Adimoelja et al., 2000) und neoplastische (Hu et al., 1999) Aktivitäten getestet. Protodioscin 

soll zudem auch cytotoxisch gegen humane Leukämie HL-60 Zellen (Chin et al., 2002) wir-

ken.  

Die Spargelsaponine wurden bisher hauptsächlich entweder densiometrisch (Gyulemetova 

et al., 1982; Wang et al., 2003) oder nach saurer Hydrolyse mittels aufwendiger GC/MS-

Analysen (Tosun et al., 1991) quantifiziert. Schwarzbach et al. (2006) entwickelten eine 

Quantifizierungsmethode zur Bestimmung von sechs Spargelsaponinen, bei der nach einer 

Saponinanreicherung mittels SPE der methanolische Spargelextrakt mittels HPTLC analy-

siert wurde. Bei dieser Studie konnten die Forscher zeigen, dass „Grolim“-Spargel mit 

0,527 g/kg höhere Saponingehalte als beispielsweise der weniger bitter schmeckende „Back-

lim“-Spargel aufweist. Darüber hinaus konnten sie feststellen, dass eingefrorener Spargel 

nach 28 Wochen einen Verlust an Saponinen aufweist. Mit Hilfe der Quantifizierungsmetho-

de von Schwarzbach et al. (2006) analysierten Brueckner et al. (2010) diverse Spargelpro-

ben und konnten erstmals zeigen, dass die Bitterkeit von Bleichspargel mit dem Saponinge-

halt korreliert. Lediglich für das Protodioscin ist in der Literatur eine analytische Methode be-

schrieben, mit der sich das mengenmäßig dominierende Saponin in Spargel mittels LC/MS 

und externer Standardkalibrierung quantifizieren lässt (Wang et al., 2003). In dieser Studie 

wurden Protodioscingehalte von 0,24 mg/100 g in den Spargelspitzen und 25 mg/100 g in 

den Endstücken des frischen Spargels gefunden. Die quantitative Bestimmung weiterer im 

Spargel bekannter Saponine ist mittels LC/MS-Verfahren noch nicht beschrieben worden. 

Darüber hinaus postulierten Wang et al. (2003) anhand von LC-MS/MS-Spektren neben Pro-

todioscin das Vorliegen von ASP-II und des aus Asparagus cochinchinensis bekannten 

(3β,5β,25S)-26-(β-D-Glucopyranosyl)-22-hydroxyfurostan-3-yl-6-O-(6-desoxy-α-L-manno-

pyranosyl)-β-D-glucopyranosid in weißen Spargelstangen. Methylprotodioscin wurde von 

dieser Arbeitsgruppe jedoch explizit nicht gefunden. 

Trotz jahrzehntelanger Forschung auf dem Gebiet der nicht-flüchtigen Inhaltsstoffe des 

Spargels (Asparagus officinalis L.), liegen bislang jedoch keine systematischen Studien über 

die wertgebenden Geschmacksstoffe auf molekularer Ebene vor, die zum einen den ange-
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nehmen spargeltypischen buttrigen Geschmackseindruck und zum anderen die unerwünsch-

te Bittere hervorrufen. 

 

1.6 Allgemeines zum Pfeffer 

Das schon sehr lange gehandelte und weltweit beliebte Würzmittel Pfeffer ist die Frucht des 

immergrünen Kletterstrauches Piper nigrum L. aus der Familie der Piperaceaen. Die globale 

wirtschaftliche Bedeutung des scharfen Gewürzes spiegelt sich vor allem in der hohen Pro-

duktionsmenge wieder, allein im Jahr 2008 wurden weltweit 414.849 t Pfeffer geerntet (FAO, 

2008). Zudem war Pfeffer 2008 in Deutschland, mit einem Import von insgesamt 28.163 t 

und einem Wertanteil von 28% an den Gewürzimporten (ohne Gewürzmischungen), das 

wichtigste gehandelte Würzmittel (Fachverband der Gewürzindustrie, 2009).  

Piper nigrum L. stammt ursprünglich aus Malabar, einer Region an der Südwestküste Indiens 

(Tainter und Grenis, 2001) und wird seit Jahrtausenden in tropischen Regionen kultiviert. 

Heutzutage wird Pfeffer an Stützpflanzen wie z. B. Kokospalmen vor allem in Indien, Indone-

sien, Sarawak und Brasilien angebaut (Hänsel et al., 1994). Während die Wildform der Pfef-

ferpflanze eine mehrjährige Kletterpflanze ist, die mit Hilfe ihrer sprossbürtigen Haftwurzeln 

bis zu 15 m hoch empor wachsen kann, wird die Kulturpflanze an Pfählen oder Drahtgerüs-

ten lediglich bis zu 3−5 m hochgezogen, sodass diese sich eher buschartig 1−1,5 m in die 

Breite entwickelt (Franke, 1997; Weiss, 2002). Als Gewürz werden die beerenartigen, in Ris-

pen angeordneten Steinfrüchte, die erst ab dem dritten Jahr aus den befruchteten weißen 

Blüten entstehen, bei der Zubereitung von zahlreichen Speisen ganz oder gemahlen ver-

wendet. Die scharfen Früchte bestehen neben dem Endokarp und der Samenschale aus 

einem außen hornigen, innen mehligen Perisperm sowie einem schwach ausgebildeten En-

dosperm, in das der winzige Embryo eingebettet liegt (Franke, 1997). Je nach Erntezeitpunkt 

und Verarbeitung werden die Steinfrüchte in vier unterschiedlichen Handelsformen konsu-

miert.  

Bei schwarzem Pfeffer handelt es sich um die kurz vor der Vollreife bei beginnender Rötung 

geernteten Früchte, die in der Sonne oder am Feuer getrocknet werden. Während des lang-

samen Trocknungsprozesses werden die Inhaltsstoffe der Schale durch Polyphenoloxidasen 

oxidiert, sodass der zuvor grüne, zu schwarzem Pfeffer fermentiert wird. Werden dagegen 

die Steinfrüchte aus voll ausgereiften, roten Früchten gewonnen und deren äußeres Meso-

karp mechanisch entfernt, wird der weiße Pfeffer erhalten. Grüner Pfeffer besteht aus den 

unreifen, ungeschälten Steinfrüchten, deren Braunfärbung durch Einlegen in Salzlake oder 



Einleitung 

35 

 

Gefriertrocknung unterbunden wird (Franke, 1997). Die ausgereiften roten Früchte werden 

dagegen sehr selten getrocknet gehandelt (Rimbach et al., 2010). Der rote Pfeffer darf je-

doch nicht mit den rosa Beeren (Schinus terebinthifolius, Raddi) aus Südamerika, die sich in 

Pfeffergewürzmischungen befinden, verwechselt werden. Auch der tingelnd wirkende 

Szechuanpfeffer (Zanthoxylum piperitum) aus China und Japan wird oftmals versehentlich in 

der Trivialliteratur der Piperaceaenfamilie zugeordnet (Katzer, 2011). Für Gewürzzwecke 

werden neben Piper nigrum L. dennoch verwandte, ebenfalls scharf wirkende Pfefferarten 

aus der Familie der Piperaceaen eingesetzt. Neben den Beeren von Langem Pfeffer (Piper 

longum L.) aus Indien, Piper retrofractrum VAHL. aus Indonesien und Kubebenpfeffer (Piper 

cubeba L.) werden auch die Blätter des Betelpfeffers (Piper betle L.) gehandelt (Franke, 

1997; Weiss, 2002). Zu den kulinarischen Eigenschaften von Vertretern der Piper spp. 

kommt noch deren medizinische und pharmakologische Bedeutung (Scott et al., 2008).  

 

1.6.1 Pfefferinhaltsstoffe und deren sensorische Relevanz 

Besonders der Geruch des schwarzen und weißen Pfeffers lag in der Vergangenheit im Fo-

kus der Forschung. Jagella und Grosch (1999a-c) untersuchten beispielsweise die Aro-

mastoffzusammensetztung von Piper nigrum L. und konnten mit Hilfe von Omissionsexperi-

menten zeigen, dass α- und β-Pinen, Myrcen, α-Phellandren, Limonen, Linalool, Methylpro-

panal, 2- und 3-Methylbutanal, Buttersäure sowie 3-Methylbuttersäure die wertgebenden 

flüchtigen Verbindungen des schwarzen Pfeffers darstellen. Weiterhin konnte die Arbeits-

gruppe um Grosch (1999b) den Verlust an α-Pinen, Limonen und 3-Methylbutanal als Grund 

für das gegenüber frisch gemahlenen Pfefferkörnern weniger pfeffer-, zitrus- und auch ter-

penartige Aroma von Pfefferpulver ausfindig machen. Auch die Verbindungen, die die Fehl-

aromen von schwarzem und weißem Pfeffer verursachen, konnten in den letzten Jahren ent-

schlüsselt werden. Während der modrige Off-Flavour des schwarzen Pfeffers auf 2,3-Diethyl-

5-methylpyrazin und 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin zurückzuführen ist (Jagella, 1999b), ha-

ben Steinhaus und Schieberle (2005a-b) gezeigt, dass die fäkalisch riechenden Verbindungen 

3-Methylindol und 4-Methylphenol sowie das phenolische 3-Methylphenol und die käsig wir-

kende Buttersäure in erster Linie für das Fehlaroma von weißem Pfeffer verantwortlich sind. 

Die weltweite Beliebtheit von schwarzem Pfeffer (Piper nigrum L.) basiert neben seinem un-

vergleichbaren Aroma vor allem auf seiner maßgeblichen Schärfe. Laut Literatur verdankt 

das global am meisten gehandelte Gewürz sein scharfes Prinzip vor allem dem alkaloidähn-

lichen Piperin, einem Amid aus der (2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2,4-pentadiensäure 

(Piperinsäure) und Piperidin (Freist, 1991; Srinivasan et al., 2007), das von Oersted (1820), 
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Rügheimer (1882) und Ladenburg (1884) isoliert und strukturell charakterisiert wurde (I, Ab-

bildung 15) (Freist, 1991). Die Biosynthese von Piperin in Piper nigrum L. ist erstmals von 

Geisler und Gross (1990) näher untersucht worden. Sie verläuft über die Reaktion von 

Piperoyl-Coenzym A mit Piperidin, katalysiert durch die Piperoyltransferase. Diese Ace-

tyltransferase überträgt hauptsächlich Piperidin auf das Piperoyl-CoA, wenngleich auch eine 

Affinität gegenüber Pyrrolidin als Substrat beobachtet wurde (Geisler und Gross, 1990). In-

dem Grewe et al. (1970) die drei möglichen Isomere des Piperins Chavicin (cis-cis), Isocha-

vicin (trans-cis) und Isopiperin (cis-trans) synthetisierten, konnten sie die besondere Bedeu-

tung der trans-trans-konfigurierten Doppelbindung in Bezug auf die Scharfintensität heraus-

stellen, denn lediglich Piperin weist als einziges Stereoisomer eine hohe Schärfe auf 

(Abbildung 15). Ferner wird vermutet, dass während der Lagerung von Piperin eine langsa-

me Umwandlung in dessen Isomere stattfindet, die zu einem Schärfeverlust führt (Hashimoto 

et al., 1996; Tainter und Grenis, 2001).  

 

 

 

Abbildung 15: Strukturen von Piperin (2E,4E) (I), Isopiperin (2Z,4E) (II), Chavicin (2Z,4Z) (III) und 

Isochavicin (2E,4Z) (IV) nach Friedman et al. (2008). 

Phytochemische Forschungen an Piper nigrum L. haben neben Piperin, Alkaloiden, Chalko-

nen, Flavonen, Flavanonen, Lignanen, Norlignanen, Steroiden, Terpenen, Pyrrolen und 

Piperoledinen vor allem zur Identifizierung zahlreicher weiterer Amide geführt (Parmar et al., 

1997), von denen lediglich die Säureamide scharf wirken und zur Schärfe des Pfeffers bei-

tragen sollen (Labruyère, 1966; Traxler, 1971; Freist, 1991; Srinivasan et al., 2007). Abhän-
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gig von ihrer Struktur können diese Säureamide in zwei Gruppen unterteilt werden, von de-

nen ausgewählte Beispiele in Abbildung 16 dargestellt sind. Auf der einen Seite wurden zahl-

reiche Piperinanloga, denen eine Piperonaleinheit gemeinsam ist, wie Piperlonguminin (IIa), 

Piperylin (IIb), Piperettin (IVc), oder Retrofractamid A (Va) und auf der anderen Seite einige 

langkettige, ungesättigte Fettsäureamide, wie z. B. (2E,4E,12Z)-N-Isobutyloctadeca-2,4,12-

trienamid (Xa) aus Pfeffer isoliert (Spring et al., 1950; Grewe et al., 1970; Park et al. 2002; 

Wei et al., 2004; Lin et al., 2007) (Abbildung 16). Beiden Grundstrukturen gemein ist die 

Amidbindung mit den Basen Pyrrolidin, Piperidin und Isobutylamin, die aus Lysin, Ornithin 

und Valin biosynthetisiert werden (Hänsel et al., 1994; Teuscher et al., 1997). 

Zu den piperin-analogen Verbindungen, die insgesamt bis zu 5% im Pfeffer enthalten sein 

können (Gerhardt, 1994; Roth und Kormann, 1996), zählen unter anderem Piperettin (IVc), 

das Heptatriensäureanalog des Piperins (IIc) (Spring und Stark, 1950; Wei et al., 2004) oder 

Piperanin (IIIc), bei dem das Kohlenstoffgerüst der Piperinsäure partiell hydriert ist (Traxler, 

1971; Wei et al., 2004). Auch die Pyrrolidin- (Piperylin (IIb)) oder Isobutylaminderivate des 

Piperins (Piperlonguminin (IIa)) oder des Piperettins (Piperolein (IVb)) wurden in schwarzem 

Pfeffer gefunden (Grewe et al., 1970; Wei et al., 2004; Lin et al., 2007). Retrofractamid A 

(Va), 1-[1-Oxo-9(3,4-methylendioxyphenyl)-2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin (Vb) und Dehyd-

ropipernonalin (Vc) mit den Basen Isobutylamin, Pyrrolidin und Piperidin konnten zudem in 

der Vergangenheit in Pfeffer ebenso ausfindig gemacht werden wie deren Di- oder Tetrahyd-

roanaloga Pipernonalin (IVc) und Piperolein B (VIIc) (Park et al., 2002; Wei et al., 2004; Lee 

et al., 2006). Weiterhin konnten Nakatani und Inatani (1981) aus dem Dichlormethanextrakt 

von Piper nigrum L. neben dem bekannten Pipercid (VIIIa) auch noch das im Kohlenstoffge-

rüst um zwei CH2-Gruppen verlängerte Guaneensin (IXa) finden. 

Der umfangreichen Arbeit von Wei et al. (2004) ist, neben den Spektrensätzen von 32 be-

kannten Pfefferamiden, auch der Datensatz des erstmals beschriebenen Piperinanalogons 

1-[1-Oxo-3(3,4-methylendioxy-5-methoxyphenyl)-2Z-propenyl]piperidin (Ib) zu entnehmen. 

Tsukamoto et al. (2002a-b) isolierten darüber hinaus fünf Bisalkaloide, die Dipiperamide A–E, 

aus weißem Pfeffer. Dipiperamid E ist beispielhaft in Abbildung 16 unter XIXc zu finden. Wei-

tere Piperinanaloga mit der charakteristischen Benzodioxolteilstruktur sind zum einen dem 

Übersichtsartikel von Parmar et al. (1997) und zum anderem Dyer und Palmer (2004) zu 

entnehmen. 
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Abbildung 16: Ausgewählte Säureamide aus Piper nigrum L.. 
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Neben den bereits aufgeführten Piperinanaloga sind in der Literatur zahlreiche Alkylamide 

aus dem Pfeffer, denen eine 2,4-Dienamid-Struktur gemein ist, beschrieben. Neben kurzket-

tigen Fettsäureamiden wie 1-(1-Oxo-2E,4E-dodedienyl)-pyrrolidin (XIIIb), 1-(1-Oxo-2E,4E-

decadienyl)-pyrrolidin (XVb), 1-(1-Oxo-2E-decaenyl)-piperridin (XIVc), 1-(1-Oxo-2E,4E-

decadienyl)-piperidin (XVc), N-Isobutyl-2E,4E-decadienamid (XVa), seinem Dihydroxyana-

logum N-Isobutyl-4,5-dihydroxy-2E-decaenamid (XVIIIa), seinem Epoxid N-Isobutyl-4,5-

epoxy-2E-decaenamid (XVIIa), N-Isobutyl-2E,4E-octadienamid (XIa) und N-Isobutyl-2E,4E-

dodedienamid (XIIIa) gelang es Wei et al. (2004), das langkettige Alkylamid mit einem C 18:3 

Fettsäureteil, (2E,4E,12Z)-N-isobutyloctadeca-2,4,12-trienamid (Xa), zu isolieren. Nakatani 

und Inatani (1981) isolierten ebenfalls zahlreiche Isobutylamide aus Piper nigrum L.. Darun-

ter befinden sich Pellitorin (XVa), N-Isobutyl-2E,4E,8Z-eicosatrienamid (XIa), N-Isobutyl-

2E,4E-octadecadienamid (XIIa) oder N-Isobutyl-2E,4E-decadienamid (XIVa). Die Bestim-

mung der Position der cis-ständigen Doppelbindung von N-Isobutyl-2E,4E,8Z-

eicosatrienamid (XIa) erfolgte dabei nach cis-Dihydroxylierung mit OsO4 und der anschlie-

ßenden Identifizierung der nach Malaprade-Oxidation erhaltenden Aldehyde via GC. 

Auch aus weiteren Mitgliedern der Familie der Piperaceaen konnten langkettige Alkylamide 

isoliert und spektroskopisch verifiziert werden, die ebenfalls neben dem 2,4-Dienamid-

Strukturelement in γ-Position zum Säureamid eine weitere cis-ständige Doppelbindung auf-

wiesen (Kikuzaki et al., 1993; Morikawa et al., 2004, Wu et al., 2004). Kikuzaki et al. (1993) 

isolierten sieben langkettige Alkylamide aus Piper retrofractum, wie das N-Iosobutyl-

2E,4E,14Z-eicosatrienamid. Anders als bei der Arbeit von Nakatani und Inatani (1981) be-

stimmten Kikuzaki et al. (1993) jedoch mittels OsO4 die Position der cis-ständigen Doppel-

bindung an Position C(14) und nicht an C(8). 

Zahlreiche Arbeiten in der Literatur befassen sich zudem mit der Synthese von Pfeffer-

amiden sowie deren Analoga. Zur Variierung der basischen Leitstruktur von Piperin wurde 

dieses in der Vergangenheit in einem ersten Schritt alkalisch gespalten. Während Chatterjee 

und Dutta (1967) dazu Piperin in einer methanolischen Kaliumhydroxidlösung für 24 h unter 

Rückfluss kochten, verwendeten de Paula et al. (2000) dazu eine ethanolische Lithiumhyd-

roxid-Lösung in der Hitze. Die typische Generierung von Amiden erfolgt anschließend oft-

mals im Schlüsselschritt mit Hilfe der Kondensation eines Acylchlorides mit dem entspre-

chenden Amid (Dyer et al., 2004). Beispielsweise beschreiben de Paula et al. (2000) eine 

Möglichkeit zur Synthese von insektiziden, piperinanalogen Amiden (Abbildung 17). Diese 

Arbeitsgruppe setzte Piperin, das aus dem Ethanolextrakt von Piper nigrum L. isoliert wurde, 

mit ethanolischem Lithiumhydroxid in der Hitze zu Piperinsäure um. Nach der Aktivierung 

zum Piperinsäurechlorid durch Zugabe von Oxalylchlorid wurden abschließend die ge-
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wünschten Piperinanaloga durch Substitution der gewünschten Amide erfolgreich gewonnen 

(de Paula et al., 2000).  

 

 

 

Abbildung 17: Schema der Generierung von Amiden ausgehend von Piperin nach de Paula et 

al. (2000). 

 

Außerdem zeigen die Synthesen von Koul et al. (2000), die sie für Struk-

tur/Wirkungsbeziehungen von Piperin und seinen Analoga in Bezug auf die Cytochrom P450 

Aktivität durchgeführt haben, dass die Aktivierung zu den Säurechloriden auch gut mit 

Thionylchlorid zu erzielen ist. Neben den Kopplungen der Säureamide über die Acylchloride 

setzten sowohl Nakamura et al. (1988) als auch Venkatasamy et al. (2004) Piperinsäure mit 

Methansulfonylchlorid und Triethylamin zum Ester um. In situ wurde anschließend auch hier 

mit Zugabe des Amins das gewünschte Piperinanalogum gewonnen. Eine weitere Synthese-

möglichkeit zur Generierung von Piperinanaloga wird von Venkatasamy (2003) beschrieben, 

bei der die Piperinsäure durch Zugabe von Dicyclohexylcarbodiimid und 2-

Mercaptothiazolidin sowie von Dimethylaminopyridin zu deren 2-Mercaptothiazolidin-

derivaten umgesetzt wird, die wiederum mit den entsprechenden Aminen reagieren können.  

Dyer et al. (2004) verdeutlichen zudem in ihrem Übersichtsartikel über die Synthese von 

Pfefferamiden und deren Analoga, dass bei einer notwendigen Kettenverlängerung des un-

gesättigten Säureteils der Piperin-verwandten Verbindungen oftmals Phosphoniumsalze  

oder Phosphonatester in der Wittig-Reaktion zum Einsatz kommen. Auch Hinweise auf die 

Literatur zu zahlreichen Totalsynthesen der Pfefferinhaltsstoffe sind dem Review von Dyer et 

al. (2004) zu entnehmen. Mit der Totalsynthese von Dehydropipernonalin, Pipernonalin, Pel-

litorin und verwandten Amiden führten Kaga et al. (1994) den stereoselektiven Aufbau konju-

gierter Doppelbindungen durch die Kopplung von (E)-β-Bromacrylamiden mit Alkenyl- und 

Alkylboronaten durch. Die Totalsynthesen von Piperolein und Piperettin wurden dagegen 
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z. B. von Venkatasamy et al. (2004) nach einer modifizierten Methode von Dehmlow und 

Shamout (1981) über eine Aldolkondensation von Piperonal an 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-

piperidin beziehungsweise 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-pyrrolidin durchgeführt. 

Darüber hinaus haben einige Forschergruppen in den letzten Jahren begonnen, die zu-

grunde liegenden molekularen und zellulären Prozesse zu erarbeitet, die erste Einblicke in 

die Scharfwahrnehmung des Pfeffers ermöglichen. McNamara et al. zeigten bereits 2005, 

dass Piperin ähnlich wie Capsaicin den TRPV1 aktivieren und desensibilisieren kann. Im 

Vergleich zu Capsaicin wirkt Piperin zwar erst in höheren Konzentrationen, ist aber wesent-

lich effizienter bei der Desensibilisierung des Rezeptors (McNamara et al., 2005). Neben 

Piperin fungieren 18 weitere Säureamide, die aus Piper nigrum L. isoliert wurden, als chemi-

sche Agonisten auf den TRPV1 und den TRPA1 (Okumura et al., 2010). Die Untersuchun-

gen von Okumura et al. (2010) verdeutlichen, dass besonders die Pfefferinhaltsstoffe     

Piperin, Isopiperin, Isochavicin, Piperanin, Pipernonalin, Dehydropipernonalin, Retrofract-

amid C, Piperolein A sowie Piperolein B mit EC50-Werten zwischen 0,6 und 128 µM als po-

tente TRPV1 Agonisten fungieren. Ferner führten Piperin, Isopiperin, Isochavicin, Piperanin, 

Piperolein A, Piperolein B und N-Isobutyl-(2E,4E)-tetradeca-2,4-dienamid zur Aktivierung des 

TRPA1 mit EC50-Werten zwischen 7,8 und 148 µM. Correa et al. (2010) konnten weiterhin 

verdeutlichen, dass neben natürlichen Piperinderivaten auch diverse Piperinanaloga die in 

humanen TRPV1 expressierten HEK293-Zellen aktivieren können. Mit ihren systematischen 

Struktur/Wirkungsbeziehungen konnten Correa et al. (2010) zeigen, dass im Gegensatz zur 

Stereochemie und der Anzahl der Doppelbindungen, die Länge der aliphatischen Seitenkette 

ein entscheidendes Aktivierungskriterium für den TRPV1 darstellt. Das Öffnen des Methyl-

endioxylringes führte, ebenso wie strukturelle Änderungen an dem basischen Teil der  

Piperinanaloga, zu einer Aktivitätsänderung am TRPV1.  

Neben der scharfen Wirkung konnten für einige der aufgeführten Pfeffersäureamide auch 

biologische und pharmakologische Eigenschaften nachgewiesen werden. Neben anti-

bakteriellen (Huhtanen, 1980; Ghoshal et al., 1996; Khan et al., 2006), antikarzinogen (Reen 

et al., 1997; Pradeep et al., 2002; Selvendiran et al., 2004; Sunila und Kuttan, 2004; Bezerra 

et al., 2006; Das et al., 2007), antidepressiven (Lee et al., 2005; Li et al., 2007a; Li et al. 

2007b), antidiarrhöischen (Bajad et al., 2001), antimikrobiellen (Hiwale et al., 2002; Khan et 

al., 2006; Huhtanen et al., 1980; Veerareddy et al., 2004; Ghoshal et al., 1996; Ghoshal et 

al., 2002; Ribeiro et al., 2004) und antioxidativen (Vijayakumar et al., 2004; Vijayakumar und 

Nalini, 2006) weisen sie auch insektizide und larvizide Wirkungen auf (Miyakado et al., 1979 

und 1980; Yang et al., 2002; Park et al., 2002; Siddiqui et al., 2004; Scott et al., 2005).  
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Eine Übersicht und Hinweise über die Inhaltsstoffe, die aus diversen Mitgliedern der 

Piperaceaen isoliert und identifiziert wurden, ist zum einen dem Artikel von Parmar et al. 

(1997) und zum anderen Dyer et al. (2004) zu entnehmen. 

Trotz jahrzehntelanger Forschung auf dem Gebiet der nicht-flüchtigen Inhaltsstoffe des Pfef-

fers und obwohl seit Kurzem bekannt ist, dass neben Piperin auch weitere Pfeffersäureami-

de den Rezeptor TRPV1 ebenso wie den TRPA1 aktivieren, liegen neben der Kenntnis des 

Piperins, bislang jedoch keine systematischen Studien zu den den typischen Scharfge-

schmack von Pfeffer prägenden Amiden vor. 
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 Ziel der Untersuchungen 2

Züchtungsprogramme zur gezielten Verbesserung der sensorischen Qualität pflanzlicher 

Lebensmittel setzen die Kenntnis der wertgebenden Schlüsselgeschmacksstoffe voraus. Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten daher die den typischen Geschmack von Bleich-

spargel (Asparagus officinalis L.) sowie von Pfeffer (Piper nigrum L.) ursächlich prägenden 

Verbindungen identifiziert werden. 

 

Für den deutschen Gemüseproduzenten ist Bleichspargel (Asparagus officinalis L.) eine be-

deutende wirtschaftliche Größe. Neben der Beschaffenheit von Textur, Farbe und Aroma ist 

besonders auch der exquisite Geschmack ein wichtiger Qualitätsparameter bei der Vermark-

tung von Spargel. Häufig führt jedoch ein gelegentlich auftretender Bittergeschmack zu Ver-

braucherreklamationen. Obwohl Saponine als Bittergeschmacksträger und vor allem als 

Markersubstanzen der sporadisch auftretenden Bitterkeit von Spargel diskutiert werden (Ka-

wano et al., 1975; 1977), ist bislang keine analytische Objektivierung des Bittergeschmacks 

von Spargel in der Literatur zu finden. 

Das Ziel im ersten Teil dieser Arbeit war damit die Isolierung sowie die strukturelle und sen-

sorische Charakterisierung geschmacksaktiver Verbindungen in rohem und gekochtem 

Bleichspargel. Um die geschmacksaktiven Substanzen systematisch aufzuspüren, sollten 

diese durch Extraktion mit Lösungsmitteln steigender Polarität angereichert und anschlie-

ßend mittels Geschmacksverdünnungsanalyse aktivitätsorientiert fraktioniert werden. Des 

Weiteren sollten die Geschmacksstoffe nicht nur präparativ isoliert, sondern auch mittels 

LC/MS- und NMR-Experimenten in ihrer Struktur aufgeklärt werden. Da in der Vergangenheit 

Analoga zu den bereits als bitter charakterisierten Saponinen überwiegend aus Spargeljung-

pflanzen (Asparagus officinalis L.) isoliert und identifiziert wurden (Huang and Kong, 2006), 

sollte im Verlauf der Arbeit in weiteren Spargelpflanzenteilen nach Bitterstoffen gesucht wer-

den. In sensorischen Studien sollten außerdem die isolierten Verbindungen bezüglich ihres 

Geschmacksschwellenwertes und ihrer Geschmacksqualität beurteilt werden. Um den Bei-

trag einzelner Komponenten zum Geschmack des Spargels abschätzen zu können, sollten 

darüber hinaus ihre Dose-over-Threshold (DoT)-Faktoren nach ihrer Quantifizierung ermittelt 

werden.  
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Die Früchte von Piper nigrum L. werden hauptsächlich wegen ihres scharfen Geschmacks 

geschätzt und als Gewürz bei der Speisezubereitung verwendet. Bei der Beurteilung der 

Würzqualität von Pfeffer ist folglich die Analyse seiner Scharfstoffe erforderlich. In der Litera-

tur wird das Säureamid Piperin als das eigentliche scharfe Prinzip des Pfeffers beschrieben 

(Franke, 1997). Trotz jahrzehntelanger Forschung auf dem Gebiet der nicht-flüchtigen In-

haltsstoffe des Pfeffers, liegen neben Piperin bislang keine systematischen Studien über die 

wertgebenden Scharfstoffe auf molekularer Ebene vor. 

Im zweiten Teil der Arbeit sollten daher zunächst die natürlich vorkommenden, sensorisch 

aktiven Verbindungen aus schwarzem Pfeffer (Piper nigrum L.) strukturell und psychophysi-

kalisch charakterisiert werden. Zur systematischen Lokalisierung der aktiven Substanzen 

sollten diese durch Extraktion mit Ethanol angereichert und anschließend mittels Ge-

schmacksverdünnungsanalyse aktivitätsorientiert fraktioniert werden. Des Weiteren sollten 

die Geschmacksstoffe präparativ isoliert und mittels LC/MS- bzw. NMR-Experimenten und 

gegebenenfalls durch Synthesemethoden in ihrer Struktur geklärt werden. Zudem sollten 

Strukturabhängigkeiten einzelner Verbindungen auf molekularer Ebene in Bezug auf ihren 

resultierenden Geschmack anhand von Geschmacksschwellenwerten diskutiert werden. Um 

den Beitrag einzelner Komponenten zum sensorischen Profil des Pfeffers abschätzen zu 

können, sollten diese quantitativ bestimmt und abschließend auf Basis von Dosis/Wirkungs-

Überlegungen in deren Scharf- beziehungsweise Tinglingaktivität gewichtet werden. Weiter-

gehende Studien zu Struktur/Aktivitäts-Zusammenhängen sollten darüber hinaus die struktu-

rellen Voraussetzungen für eine sensorische Aktivität der Säureamide offen legen. Erste 

Einblicke in die Geschmacksstoffverteilung in unterschiedlichen Pfefferhandelsproben sollten 

abschließend mit Hilfe von Quantifizierungsexperimenten gewonnen werden. 
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 Spargel (Asparagus officinalis L.) – Ergebnisse und 3

Diskussion  

 

3.1 Untersuchungen zum Geschmack des rohen und gekochten 

Spargels (Asparagus officinalis L.)  

Literaturstudien zeigen, dass die holländische Spargelsorte Grolim im Vergleich zu anderen 

weißen Spargelsorten durch eine ungewöhnlich starke Bitternote auffällt, die bei der Direkt-

vermarktung häufig von Kunden beansprucht wird (Brückner et al., 2008). Um die Bitterstoffe 

in möglichst großen Mengen aus dem weißen Spargel isolieren zu können, wurde daher die 

Sorte Grolim als Untersuchungsobjekt gewählt.  

 

3.1.1 Geschmacksprofilanalyse 

Zur Beschreibung des gesamten sensorischen Eindrucks des geschälten rohen und gekoch-

ten Grolim-Spargels wurden zu Beginn der Untersuchungen vergleichende Geschmackspro-

filanalysen durchgeführt. Dazu wurden die weißen, geschälten Spargelstangen längs halbiert 

und roh beziehungsweise gekocht entsaftet, sodass die entstandenen Presssäfte filtriert und 

gegeneinander verkostet werden konnten. Die Intensität der verschiedenen Geschmacks-

richtungen süß, sauer, salzig, bitter, umami, adstringierend und buttrig-belegend wurden da-

bei von einem, anhand von Referenzgeschmackstoffen geschulten Sensorikpanel auf einer 

Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) eingestuft.  

Eine Gegenüberstellung der so erhaltenen Daten (Netzdiagramme in Abbildung 18) zeigt, 

dass der Presssaft des rohen Spargels am geschmacksintensivsten bewertet wurde. Den-

noch sind die Profile der beiden Presssäfte untereinander, bezogen auf die jeweiligen Ge-

schmacksrichtungen, ähnlich. Mit einem Wert von 2,5 empfand das Sensorikpanel den sü-

ßen Geschmackseindruck des rohen Spargels als dominierend, gefolgt von der Süße des 

gekochten Spargels mit 1,8. Die höchste Bitterintensität wies ebenfalls der rohe Spargel mit 

1,9 auf (gekocht 1,3).  
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Weiterhin wurde eine neue, in der Literatur noch nicht beschriebene, Facette der Mundfülle 

wahrgenommen. Bei der Unterscheidung verschiedener somatosensorischer Qualitäten des 

Spargels fiel auf, dass der Spargel neben einer weichen, samtigen Adstringenz noch eine 

Mundfülle aufweist, die sich langsam im Mund ausbreitet und die Zunge belegt, ähnlich wie 

ein auf der Zunge zergehendes Stückchen Butter. Dieser als „für Spargel typisch“ empfun-

dene Geschmackseindruck, wurde als „buttrig-belegend“ definiert. Besonders der rohe Spar-

gel fiel dem Sensorikpanel mit einer Intensität von 2,8 gegenüber dem gekochten mit 2,2 auf. 

Die sauren, salzigen und umamiartigen Geschmackseindrücke wurden bei den Verkostun-

gen weniger stark wahrgenommen. 

 

 

 

Abbildung 18: Geschmacksprofilanalysen des weißen, geschälten, rohen (A) und des gekoch-

ten (B) Spargels. 

 

Mit dem Ziel, den ermittelten Geschmacksprofilen auf molekularer Ebene die Schlüsselge-

schmacksstoffe entgegen zu stellen, wurden diese mittels eines Methanol/Wasser-

Gemisches sowohl aus frischen als auch aus gekochten weißen Spargelstangen extrahiert. 

Dazu wurden die Spargelproben homogenisiert und mit Methanol (pH 5,5) versetzt. Nach-

dem die Extrakte für zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt und unter Vakuum abfiltriert 

wurden, wurden die Rückstände drei weitere Male mit einer Methanol/Wasser-Mischung 

(70/30; v/v) extrahiert. Die daraus resultierenden Filtrate wurden vereint und der Methanol-

anteil im Vakuum bei 40 °C entfernt. Die Spargelrückstände und die Filtrate wurden eingefro-
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ren, gefriergetrocknet und deren Ausbeuten gravimetrisch bestimmt (vgl. Tabelle 17 im An-

hang). 

Um Verluste von Geschmacksstoffen während der Lösungsmittelextraktion und Gefriertrock-

nung auszuschließen und die quantitative Extraktion von geschmacksaktiven Inhaltsstoffen 

zu überprüfen, wurden die Geschmacksprofile der Methanolextraktlyophilisate des rohen und 

gekochten Spargels, die auf ihre natürlichen Ausgangskonzentrationen rückverdünnt wur-

den, vergleichend zu deren Spargelpresssäften evaluiert (Abbildung 18). 

Während sich die Profile der Lyophilisate und der entsprechenden Presssäfte bei den Ge-

schmacksqualitäten süß, salzig, umami, bitter und adstringierend nur marginal unterschie-

den, konnte eine Abnahme der buttrig-belegenden Wirkung während des Aufarbeitungspro-

zesses detektiert werden. Im Gegensatz zu den Presssäften, die Werte für die außerge-

wöhnliche Mundfülle von 2,8 (roh) und 2,2 (gekocht) erreichten, wurden die Lyophilisate bei 

2,0 (roh) und 1,7 (gekocht) eingeordnet. Um die Verluste während der Aufarbeitung zu mini-

mieren, wurden folglich zwischen den Fraktionierungs- und Aufarbeitungsschritten keine Ge-

friertrocknungsprozesse angewandt.  

Der Extraktionsrückstand wurde durch das Sensorikpanel als geschmacklos bewertet. Somit 

konnte die Methanolextraktion bezüglich geschmacksaktiver Inhaltsstoffe als vollständig an-

gesehen werden. 

Da der Spargel bedingt durch seinen kurzen Erntezeitraum nicht ganzjährig zur Verfügung 

stand, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit die Lyophilisate der Methanolextrakte als Refe-

renzen bei den Geschmacksprofilsensoriken eingesetzt.  

Die Bedeutung einzelner Inhaltstoffe auf den sensorischen Gesamteindruck des Spargels 

sollte nun auf molekularer Ebene untersucht werden. Um Einzelverbindungen zu lokalisieren 

und identifizieren, wurde im Folgenden eine mehrstufige Fraktionierung durchgeführt.  
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3.2 Aktivitätsorientierte Fraktionierung und Identifizierung von 

Geschmacksstoffen in Spargel  

 

3.2.1 Aktivitätsorientierte Fraktionierung von Asparagus officinalis L. var. 

Grolim 

Um die nichtflüchtigen, sensorisch aktiven Verbindungen des Spargels aktivitätsorientiert zu 

fraktionieren, wurden die Geschmacksstoffe durch Extraktion mit Lösungsmitteln steigender 

Polarität aus rohem und gekochtem Spargel extrahiert.  

Dazu wurden die Methanol/Wasser-Extrakte vom Lösungsmittel befreit, mit Milliporewasser 

(Fraktion IV) aufgenommen und sukzessiv mit Pentan (Fraktion I), Dichlormethan (Fraktion 

II) und Ethylacetat (Fraktion III) im Scheidetrichter ausgeschüttelt. Die Ausbeuten der erhal-

tenen Extraktionsrückstände und Fraktionen wurden nach Gefriertrocknung gravimetrisch 

bestimmt und sind der Tabelle 18 im Anhang zu entnehmen. Die vier Fraktionen I–IV sowohl 

des rohen als auch des gekochten Spargels wurden anschließend auf ihre „natürlichen“ 

Ausgangskonzentrationen mit mineralstoffarmem Wasser (pH 5,9) rückverdünnt und von 

einem geschulten Sensorikpanel vergleichend zu den lyophilisierten Methanolextrakten (Re-

ferenz) des rohen und gekochten Spargels aus 3.1.1 bewertet. Die Prüfergruppe evaluierte 

dabei die Geschmacksintensitäten der einzelnen Extrakte hinsichtlich ihrer Geschmacksqua-

litäten süß, sauer, salzig, bitter, umami, buttrig-belegend und adstringierend auf einer Skala 

von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar). 

In Abbildung 19 sind die unterschiedlichen Geschmacksintensitäten einzelner Extrakte der 

rohen (oben) sowie der gekochten (unten) Spargelstangen gegeneinander dargestellt. Keine 

der einzelnen Lösungsmittelfraktionen war so geschmacksintensiv wie der Methanol/Wasser-

Extrakt des rohen Spargels. Dennoch fielen die Lösungsmittelfraktionen des rohen Spargels, 

im Vergleich zu denen des gekochten Spargels durch ihre höheren Geschmacksintensitäten 

auf. Besonders süß, buttrig-belegend und bitter wurden die Wasser- und Ethylacetatextrakte 

bewertet. Die Pentan- und Dichlormethanextrakte fielen dagegen eher durch ihren dominie-

rend adstringierenden Eindruck auf. Wird das Geschmacksprofil des rohen Spargels mit dem 

des gekochten verglichen, wird deutlich, dass zahlreiche Geschmackstoffe während des 

Kochprozesses aus den Spargelstangen extrahiert bzw. abgebaut wurden. 
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Abbildung 19: Vergleichende sensorische Bewertung der verschiedenen Lösungsmittelfraktio-

nen des rohen (oben) und des gekochten (unten) Spargels. Dabei wurde der Methanol/Wasser-

Extrakt des rohen Spargels als Referenz verwendet. Die Fehlerbalken zeigen das Konfidenzin-

tervall (P = 95%) des Mittelwertes. 

 

Bei der sensorischen Beurteilung des Spargels fiel insbesondere der unbehandelte, rohe im 

Vergleich zum gekochten weißen Spargel durch seine intensiveren Geschmacksnoten auf. 

Um ausreichende Mengen der sensorisch aktiven Verbindungen aus Spargel isolieren zu 

können, wurde somit der rohe Spargel für weitere Aufarbeitungs- und Isolierungsexperimen-

te verwendet. 
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Da bei den Lokalisierungs- und Identifizierungsexperimenten ein besonderes Augenmerk auf 

die Bitterkeit und den buttrig-belegenden Geschmackseindruck gelegt werden sollte, wurde 

die intensiv schmeckende Ethylacetatfraktion (III) des rohen Spargels weiter subfraktioniert. 

 

 

3.2.2 Lokalisierung und Identifizierung geschmacksaktiver Substanzen in 

Fraktion III 

 

3.2.2.1 Lokalisierung von Geschmacksstoffen mittels Festphasenextraktion 

Der Ethylacetatextrakt (Fraktion III) des rohen Spargels zeigte bezüglich der Geschmacks-

richtungen Bitter und Buttrig-belegend hohe Intensitäten. Folglich wurde dieser als erste der 

Fraktionen genauer untersucht.  

Um die geschmacksaktiven Verbindungen in Fraktion III von den weniger oder nicht ge-

schmacksaktiven abzutrennen und diese zu gewichten, wurde sie mittels Festphasenextrak-

tion (RP18-SPE) subfraktioniert. Analog zum angewendeten Methanol/Wasser-Gradienten 

wurden die gewonnenen Fraktionen wie folgt bezeichnet: Fraktion III-A (0/100, v/v; Ausbeu-

te: 68,7%), Fraktion III-B (30/70, v/v; Ausbeute: 8,9%), Fraktion III-C (70/30, v/v; Ausbeute: 

12,8%) und Fraktion III-D (100/0, v/v; Ausbeute: 9,6%). Die resultierenden vier Eluate wur-

den gefriergetrocknet, ausgewogen und sensorisch analysiert. Dazu wurden Aliquote der 

lyophilisierten Subfraktionen des Ethylacetatextraktes des rohen Spargels in gleichen Volu-

mina mineralstoffarmem Wasser (pH 5,9; 1% Ethanol) gelöst und sensorisch gegeneinander 

gewichtet, indem ihre Geschmacksqualitäten auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 

5 (stark wahrnehmbar) eingeordnet wurden. Dabei wurden die Fraktionen dreifach kon-

zentriert, ausgehend von den natürlichen Konzentrationen, eingesetzt (Abbildung 20).  
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Abbildung 20: Sensorische Bewertung der verschiedenen SPE-Fraktionen III-A bis III-D. Die 

Fehlerbalken zeigen das Konfidenzintervall (P = 95%) des Mittelwertes. 

 

Die Ergebnisse zeigten, dass alle Subfraktionen des Ethylacetatextraktes geschmacksaktiv 

waren. Die Fraktionen mit den größten Bitterintensitäten waren die Fraktionen III-C und III-D 

mit Intensitäten zwischen 3 und 4. In der Fraktion III-A waren wahrscheinlich noch süße Zu-

cker oder Polyole anzutreffen, die beim Ausschütteln nicht vollständig in die Wasserphase 

übergegangen waren. Es fiel auf, dass die Verbindungen mit einem buttrig-belegenden Ef-

fekt verstärkt in den polaren Fraktionen III-A und III-B mit Werten bis zu 3 anzufinden waren. 

Da Fraktion III-B im Vergleich zu Fraktion III-A chromatographisch weniger komplex zusam-

mengesetzt war, wurde diese im Folgenden im Hinblick auf ihre buttrig-belegenden Eigen-

schaften näher betrachtet.  
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3.2.2.2 HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA) der Fraktion III-B 

Mit dem Ziel, den ermittelten Geschmacksprofilen auf molekularer Ebene die Schlüsselge-

schmacksstoffe entgegen zu stellen, wurde die Fraktion III-B mittels HPLC-ELSD an RP-18-

Material in 19 Fraktionen aufgetrennt und diese durch Verwendung der Geschmacksverdün-

nungsanalyse in ihren relativen Geschmacksintensitäten gewichtet. Die Geschmacksverdün-

nungsanalyse (Frank et al., 2001) ermöglichte dabei die Lokalisierung und Selektion einzel-

ner sensorisch relevanter Spargelinhaltsstoffe aus einer komplex zusammengesetzten Mat-

rix, sodass sich die Identifizierungsexperimente auf ausgewählte Inhaltsstoffe aus dem wei-

ßen Spargel beschränkte. Dazu wurden die gefriergetrockneten Fraktionen in gleichen Vo-

lumina mineralstoffarmem Wasser (1% Ethanol) gelöst und solange sukzessiv 1:1 verdünnt, 

bis kein Geschmack mehr wahrnehmbar war. Die Verkostung dieser Verdünnungsreihe er-

folgte nach steigender Konzentration im Duotest gegen Blindwasser. Dabei wurde der soge-

nannte „Half-Mouth“-Test (Scharbert et al., 2004) verwendet, um bei der Wahrnehmung der 

adstringierenden Verbindungen einen Memory-Effekt zu vermeiden. Die Verdünnungsstufe, 

bei der ein Unterschied zu einem Blindwert festgestellt wurde, wurde als Geschmacksver-

dünnungs (GV)-Faktor definiert. Da der GV-Faktor jeder Verbindung definitionsgemäß pro-

portional zu deren Geschmack ist, konnten so die 19 HPLC-Fraktionen in ihren relativen Ge-

schmacksintensitäten gewichtet werden. In Abbildung 21 sind die HPLC-Trennung als 

Chromatogramm (linke Seite) sowie die für die einzelnen Fraktionen bestimmten GV-

Faktoren (rechte Seite) dargestellt.  

Durch ihre hohen GV-Faktoren von 512 gehörten die Verbindungen in den Fraktionen III-B1, 

III-B3, III-B5, III-B10 sowie III-B11 zu den Substanzen, die für die Adstringenz von Relevanz 

waren. Die schon aus der Beurteilung des Geschmacksprofils der Fraktion III-B her-

vorgegangene dominierende Geschmacksrichtung der buttrig-belegenden Mundfülle war 

auch in der GVA wieder zu finden. Dieser für Spargel typisch empfundene Geschmacksein-

druck trat in den Fraktionen III-B7, III-B12 und III-B14 mit Geschmacksverdünnungs-

Faktoren von 64 und 1024 auf.  

Insbesondere um detaillierte Kenntnisse über die molekulare Zusammensetzung der poten-

ten Fraktionen III-B5, III-B12 und III-B14 zu gewinnen, wurden diese wie im Folgenden be-

schrieben isoliert und mittels spektroskopischer Analysen identifiziert. 
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Abbildung 21: RP-HPLC Chromatogramm (linke Seite) und Geschmacksverdünnungsanalyse 

mit GV-Faktoren (rechte Seite) der Fraktion III-B. 

 

 

3.2.2.3 Identifizierung der Verbindungen in den GV-Fraktionen III-B5, III-B12 und 

III-B14 

 

Identifizierung der adstringierenden Verbindung in der GV-Fraktion III-B5 

Aus Fraktion III-B5 konnte nach der Gefriertrocknung ein adstringierend wirkender Inhalts-

stoff als weißes Pulver gewonnen werden. Mittels HPLC-DAD, LC/MS, Cochromatographie 

und eines Vergleich der spektroskopischen Daten mit denen der käuflichen Reinsubstanz 

wurde in Fraktion III-B5 Inosin (1) identifiziert.  
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Identifizierung der buttrig-belegenden Substanzen in den GV-Fraktionen III-B12 und III-

B14  

Die bei den Degustationsexperimenten am höchsten buttrig-belegend bewerteten Fraktionen 

III-B12 und III-B14 wurden jeweils einzeln semipräparativ isoliert. Bei der Überprüfung der 

isolierten Verbindungen mittels HPLC-ELSD fiel jedoch auf, dass diese sich jeweils in ein 

identisches Gleichgewicht beider Fraktionen umlagerten. Die Auswertung der LC-TOF-MS-

Analyse erbrachte für die Verbindungen 2 und 3 in den Fraktionen III-B12 und III-B14 die 

gleiche Summenformel von C10H16O7S2. Bei der massenspektrometrischen Überprüfung 

(ESI--Modus) des Gemisches zeigte sich sowohl für 2 als auch für 3 das gleiche Abspal-

tungsmuster mit einem Massenverlust von 162 amu, der auf je eine Hexoseeinheit hindeute-

te. Die Betrachtung des 1H-NMR-Spektrums ergab vicinale Kopplungskonstanten zweier 

anomerer Protonen bei δH 4.27 ppm mit J=7.9 Hz [d, H-C(1'β)] und bei δH 4.87 ppm mit 

J=3.6 Hz [d, H-C(1'α)], die die Vermutung zuließen, dass die Zweiermischung aus α- und β-

glycosidisch gebundenen Isomeren besteht. Das 1H-NMR-Spektrum wies außerdem einen 

für Zucker typischen Protonenfingerprint zwischen 3.02 und 4.87 ppm auf. Ausgehend von 

den anomeren Protonen erfolgte die Zuordnung der Zuckerprotonen insbesondere mit Hilfe 

von COSY- und HMBC-Experimenten. Die Verknüpfung der beiden Glucose-Einheiten über 

C(6´) zum Aglycon konnte aus dem HMBC-Spektrum durch long-range Kopplungen heraus-

gelesen werden (Abbildung 22).  

Zur eindeutigen Identifizierung der Zucker wurden die Verbindungen 2 und 3 anschließend 

alkalisch hydrolysiert und ionenchromatographisch mit gepulster amperometrischer Detekti-

on analysiert. Nach alkalischer Hydrolyse wurden nicht nur die Zucker beider Verbindungen 

als Glucose, sondern auch das Aglycon als Asparagussäure (4) mittels LC/MS-TOF- und 

NMR-Experimenten sowie durch Literaturdatenabgleich (Bretthauer, 2007) identifiziert. 

Zudem diente die alkalische Hydrolyse zur Absicherung der Ester-Teilstruktur. Zur Bestäti-

gung der Struktur des Aglycons erfolgte darüber hinaus die Synthese der Verbindung (4) 

modifiziert nach der Methode von Bretthauer (2007) in Kooperation mit dem Lehrstuhl für 

Lebensmittelchemie der TU München. Ein Vergleich der erhaltenen spektroskopischen und 

chromatographischen Daten der synthetisierten Referenzsubstanz mit den Verbindungen 

aus III-B-12 und III-B-14 bestätigte die Vermutung, dass es sich bei beiden Aglyca um Aspa-

ragussäure handelt. 



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

55 

 

 

 

Abbildung 22: HMBC-Spektrum von 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-α-glucopyranoseester (A, 

2) und 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-β-glucopyranoseester (B, 3). 

 

Basierend auf allen 1D- und 2D-NMR-Ergebnissen sowie LC-MS/MS-Daten wurden die in 

Abbildung 22 dargestellten Verbindungen 2 und 3 aus den Fraktionen III-B-12 und III-B-14 

als die in der Literatur bisher nicht beschriebenen 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-α-

glucopyranoseester (2) und 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-β-glucopyranoseester (3) iden-

tifiziert. Weiterhin gelang es mit Hilfe der Integration des freistehenden Dubletts bei δH 

4.27 ppm von H-C(1'α) und des Tripletts bei δH 4.27 ppm von H-C(2'β), das Verhältnis von 

1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-α-glucopyranoseester zu 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-

β-glucopyranoseester auf 2:3 zu bestimmen. Bei der Rechromatographie der isolierten Frak-

tionen III-B-12 und III-B-14 stellte sich ebenfalls ein Verhältnis beider Peaks von 3:2 ein, so-
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dass davon ausgegangen werden kann, dass der früher eluierende Peak auf der RP-18-

Phase Verbindung 3 ist. 

 

3.2.2.4 HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA) der Fraktion III–C 

Zur näheren Lokalisierung und Charakterisierung der potentesten Bitterstoffe in weißem 

Spargel wurde die bittere Ethylacetatsubfraktion III-C näher untersucht. Die Anwendung der 

HPLC/GVA auf diese Fraktion erbrachte fünf bitter schmeckende Fraktionen mit GV-

Faktoren von 64 bis 1024 (Abbildung 23). 

 

 

 

Abbildung 23: RP-HPLC Chromatogramm (linke Seite) und Geschmacksverdünnungsanalyse 

mit GV-Faktoren (rechte Seite) der Fraktion III-C. 

 

Um für die Isolierung der Schlüsselbitterstoffe aus der Fraktion III-C ausreichend Substanz-

mengen zu erhalten, wurden 100 kg frischer, roher, ungeschälter Spargel aufgearbeitet. Auf-

grund der Komplexität der HPLC-Fraktion und um die Bitterstoffe in hoher Reinheit zu isolie-
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ren, wurden die aktivsten Fraktionen III-C4 bis III-C7 semi-präparativ aufgereinigt. Die Struk-

turaufklärung der einzelnen Subfraktionen, die mittels LC/MS- und NMR-Spektroskopie er-

zielt wurde, wird im Folgenden beschrieben. 

 

3.2.2.5 Identifizierung der Verbindungen in den GV-Fraktionen III-C5, 

III-C6 und III-C7 

 

Identifizierung des bitteren Geschmacksstoffgemisches in Fraktion III-C5 

Die Substanzmischung, die aus Fraktion III-C5 isoliert wurde, zeigte nach Derivatisierung mit 

Anisaldehyd-Schwefelsäure-Reagenz auf der Dünnschichtchromatographie einen grünen 

Spot, sodass für alle Verbindungen dieser Fraktion eine Saponinstruktur abgeleitet werden 

konnte (Schwarzbach, 2004). Die isolierte weiße Mischung wies weiterhin im ESI--Modus ein 

Molekülion [M-H]- bei m/z 1047 auf, wohingegen die LC/MS-Analyse im ESI+-Modus für diese 

Verbindungen neben dem [M+H]+ bei m/z 1049 ein dominierendes Quasimolekülion [M-

18+H]+ bei m/z 1031 ergab. In der Massenspektrometrie von Saponinen sind Wasserabspal-

tungen insbesondere bei positiver Ionisierung typisch (Ikeda et al., 2004). Aufgrund der iden-

tischen Massen aller Komponenten aus Fraktion III-C5 konnte auf eine chromatographisch 

bis dato nicht trennbare Isomerenmischung geschlossen werden. In LC-TOF-MS/MS-

Experimenten mit dem mengenmäßig am stärksten gebildeten Ion [M-18+H]+ konnten Frag-

mentionen durch Zuckerabspaltungen beobachtet werden. Nicht nur m/z 869 [M-18-Glc+H]+, 

m/z 723 [M-18-Glc-Rha+H]+, m/z 577 [M-18-2Rha-Glc+H]+, sondern auch das Aglycon bei 

m/z 415 [M-18-2Rha-2Glc+H]+ konnte dabei nachgewiesen werden. Das Abspaltungsmuster 

ließ sowohl auf den Verlust von zwei Hexosen als auch auf den von zwei Desoxyhexosen 

schließen. Zur eindeutigen Identifizierung der Zucker wurde die Mischung anschließend sau-

er hydrolysiert und ionenchromatographisch mit gepulster amperometrischer Detektion ana-

lysiert. Der Vergleich mit Referenzsubstanzen zeigte, dass es sich bei den beiden Hexosen 

um Glucose und bei den beiden Pentosen um Rhamnose handelte. Außerdem konnte aus 

dem wässrigen Hydrolyseansatz mit Ethylacetat das Aglycon extrahiert werden, sodass mit-

tels hochauflösender Massenspektrometrie nicht nur die Elementarzusammensetzung des 

Molekülions (m/z 1071.5360, berechnet für [C51H84O22+Na]+), sondern auch die des Aglycons 

(m/z 415.3204, berechnet für [C27H42O3+H]+) ermittelt werden konnte. Folglich wurde für die-

se Mischung diverser Verbindungen je eine Saponinstruktur mit dem Aglycon Diosgenin oder 

Yamogenin angenommen.  
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Zur weiteren Strukturaufklärung wurden 1D- und 2D-NMR-Experimente des freigesetzten 

Aglycons wie auch der Verbindungsmischung durchgeführt. Nicht nur die NMR-Datensätze, 

sondern auch Spuren von Xylose, die während der Zuckeranalyse von Fraktion III-C5 detek-

tiert wurden, zeigten deutlich, dass es sich um ein Saponingemisch handelte. Chromatogra-

phisch gelang es weder an weiteren (modifizierten) Umkehrphasen noch an Normalphasen 

oder HILIC-Material, die Mischung aufzutrennen. Dennoch konnten aus den spektroskopi-

schen Daten der Fraktion III-C5 die Hauptkomponenten 5a und 5b identifiziert werden.  

Einen ersten Einblick in die Teilstruktur der Saponinmischung erbrachte die NMR-

spektroskopische Analyse des freigesetzten Aglycons aus der Komponentenmischung. Da 

es nicht gelang, die entstehenden Aglyca chromatographisch aufzutrennen, wurde das Ge-

samthydrolysat nach Abtrennung der Zucker über RP-18-Material NMR-spektroskopisch un-

tersucht. Werden die beiden Stereozentren der Ausgangsverbindungen 5a/b an Position 

C(22) und C(25) betrachtet, könnten vier  Sapogenine während der sauren Hydrolyse gebil-

det werden (Abbildung 24). Neben Diosgenin (6, 22R,25R-Typ, Abbildung 24, B, R1=H, 

R2=CH3) und Yamogenin (7, 22R,25S-Typ, Abbildung 24, B, R1=CH3, R2=H) wären bei einem 

Vorderseitenangriff auch die beiden 22S-Analoga (22S,25S)-(20α)-Spirost-5-en-3β-ol (8, 

Abbildung 24, C, R1=H, R2=CH3) und (22S,25R)-(20α)-Spirost-5-en-3β-ol (9, Abbildung 24, 

C, R1=CH3, R2=H) zu erwarten. Unter Zuhilfenahme der chemischen Verschiebungen aus 

der Literatur (Agrawal et al., 1985; Agrawal, 2003) gelang es, die Aglyca Diosgenin (6, 25R) 

und Yamogenin (7, 25S-Typ) in der Hydrolysatlösung zu postulieren. Dabei wurden, gemes-

sen in Deuterochloroform, nahezu identische chemische Verschiebungen für die Positionen 

H-C(27) und C(27) der beiden Aglyca gefunden (Yamogenin: δH 1.08 ppm [H-C(27)], δC 

16.6 ppm [C(27)]; Diosgenin: δH 0.81 ppm [H-C(27)], δC 16.9 ppm [C(27)]). Da die chemi-

schen Verschiebungen der Verbindung 8 und 9 bis dato noch nicht publiziert wurden, gelang 

es nicht, ihre Anwesenheit mittels der evaluierten NMR-Datensätzen herauszuarbeiten. Ob-

wohl die Verbindungen 8 und 9 in Spargel bisher nicht beschrieben wurden, ist nicht auszu-

schließen, dass diese auch als Nebenkomponenten gebildet werden. In der Vergangenheit 

wurde nach der Hydrolyse von Spargelsaponinen wie dem AS-2-I ebenfalls eine Mischung 

aus Diosgenin (6) und Yamogenin (7) gefunden, die jedoch darauf zurückgeführt wurde, 

dass während der sauren Hydrolyse Yamogenin (7) zu Diosgenin (6) isomerisieren könne 

(Kawano et al., 1977; Shimoyamada et al., 1996). NMR-Studien an gereinigtem Diosgenin, 

das unter den Hydrolysebedingungen der Saponine in wässriger Trifluoressigsäurelösung 

sechs Stunden bei 100 °C behandelt wurde, erbrachten jedoch keine Umlagerung von Dios-

genin zu den theoretisch denkbaren Strukturisomeren 7, 8 bzw. 9. Deshalb kann davon aus-

gegangen werden, dass die 22S-Konfiguration im Zielmolekül begünstigt vorliegt.  



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

59 

 

 

 

Abbildung 24: Hydrolyse der Verbindungen 5a/b zu B: Diosgenin (6, 22R,25R-Typ, R1=H, 

R2=CH3) und Yamogenin (7, 22R,25S-Typ, R1=CH3, R2=H) bzw. zu C: (22S,25S)-(20α)-Spirost-5-

en-3β-ol (8, R1=H, R2=CH3) und (22S,25R)-(20α)-Spirost-5-en-3β-ol (9, R1=CH3, R2=H). 

 

Das 1H-NMR-Spektrum von 5a/5b in Pyridin-d5 war aufgrund der zahlreichen überlappenden 

Multipletts in der Region zwischen δH 0.8 bis 2 ppm (Steroid-Bereich) sowie zwischen δH 3.5 

und 5 ppm (Zucker-Bereich) wenig aussagekräftig (Abbildung 25). Durch den Zusatz gerin-

ger Mengen MeOD konnte zumindest das Resonanzsignal der Hydroxygruppen des Zuckers 

und deren Kopplungen durch den H/D-Austausch eliminiert werden.  

Zur Identifizierung der Spinsysteme und der Zuordnung der 1H- und 13C-NMR-

Resonanzsignale des Aglycons wurden homo- und heteronucleare COSY- und TOCSY- 

ebenso wie HMBC-Spektren herangezogen. Das breitbandentkoppelte 13C-NMR-Spektrum 

zeigte starke Übereinstimmungen der jeweils insgesamt 51 Signale zwischen δC 17.3 und 

140.7 ppm beider Verbindungen 5a und 5b (vgl. Tabelle 22, Tabelle 23 und Tabelle 24). Ins-

besondere die 1H- und 13C-Verschiebungen beider Genine waren in den Ringen A bis D 

identisch. 
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Abbildung 25: 
1
H-NMR-Übersichtsspektrum von Protodioscin (5a; R1= CH3, R2= H) und Pro-

toneodioscin (5b; R1= H, R2= CH3) (B). 

 

Die Zuordnung der 1H- und 13C-NMR-Resonanzsignale des A- und B-Rings der Aglyca ge-

lang dabei in Anlehnung an Puri und Wong (1993), ausgehend von den freistehenden Proto-

nenresonanzen bei δH 5.09–5.31 ppm [m, 1H, H-C(6)] und δH 1.01 ppm [s, 3H, H-C(19)]. Be-

sonders die heteronuclearen 2,3JC,H-HMBC-Korrelationen der Methylgruppe H-C(19) zu den 

quartären Kohlenstoffatomen C(10) und C(5) sowie zu den Kohlenstoffatomen C(1) und C(9) 

ermöglichten erste Einblicke in Teilregionen des A/B-Ringsystems. Die HMBC-Korrelation H-

C(19)/C(9) ermöglichte weiterhin die Absicherung der Verknüpfung der Spinsysteme des B- 

und C-Ringes des pentacyclischen Gerüstes.  

Vor allem die Position der trisubstituierten Doppelbindung zwischen C(5) und C(6) konnte 

ausgehend von dem gut herauszulesenden Protonensignal der Methin-Gruppe bei δH 5.09–

ppm
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5.31 ppm [m, 1H, H-C(6)] charakterisiert werden. Die intensiven HMBC-Korrelationen des 

Protons H-C(6) zu C(10), C(5), C(4) und C(7) entsprachen dabei vollständig den Literaturda-

ten (Puri et al., 1993).  

Durch die Identifizierung von H-C(4) konnte weiterhin aufgrund des homonuclearen Kopp-

lungsmusters des 1H/1H-Spinnsystems H-C(4)/H-C(3)-H-C(3)/H-C(2)-H-C(2)/H-C(1) im  CO-

SY-Experiment der A-Ring der Verbindung zugeordnet werden (Abbildung 26). Analog zum 

A-Ring gelang es ebenfalls ausgehend von H-C(6) und H-C(9) den B-Ring über COSY-

Kopplungsmuster zu identifizieren.  

 

 

 

Abbildung 26: Wichtige COSY- und HMBC-Korrelationen zur Identifizierung des Aglycons von 

Verbindung 5a/b. 

 

Aufgrund der HMBC-Korrelationssignale H-C(18)/C(12) und H-C(18)/C(13) sowie H-

C(21)/C(20), H-C(21)/C(22) und H-C(21)/C(17) im Konturdiagramm erfolgte die Identifizie-

rung der restlichen Spinsysteme analog zu den A/B-Ringen des spiroidalen Grundkörpers. 

Hilfreich bei der Zuordnung der Ringe D und E waren vor allem auch die intensiven HMBC-

Kreuzsignale zwischen H-C(15)/C(13) und H-C(15)/C(17) (vgl. Abbildung 26). 

Darüber hinaus gelang es mit Hilfe eines ROESY-Experimentes, die Konfigurationen der 

Ringe A bis E von 5a und 5b größtenteils aufzuklären. In Abbildung 27 sind beispielhaft die 

wichtigsten ROESY-Korrelationen des A/B-Ringes aufgeführt, die bei 5a und 5b identisch 

sind. Besonders gut zu erkennen sind die Korrelationen der Protonen der axial ständigen 

Methylgruppe an Position H-C(19) zu den β-ständigen Protonen Hβ-C(1) und Hβ-C(4) 

(Abbildung 27, A) sowie die Korrelationen der α-ständigen Protonen an Position Hα-(C1)/Hα-

(C3),Hα-(C1')/Hα-(C3) sowie Hα-(C3)/Hα-(C4) (Abbildung 27, B). Die ROESY-Korrelationen 

der Ringe A bis E von 5a und 5b stimmten dabei mit den für Diosgenin beziehungsweise 

Yamogenin erwarteten NOE-Kopplungen überein (Yoshikawa et al., 2007).  
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Abbildung 27: Ausschnitt aus dem ROESY-Spektrum der Verbindungen 5a/5b. 
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Im Unterschied zu dem NMR-Spektrensatz des Aglycons (Tabelle 21) nach saurer Hydroly-

se, lag die Mischung aus 5a und 5b nicht als Spiroketal mit einem geschlossenen F-Ring 

sondern mit einer Furostanol-Teilstruktur vor.  

Besonders für die Kohlenstoffatome C(26) von 5a und 5b konnte im 13C-NMR-Spektrum eine 

stärker ins Tieffeld abweichende Verschiebung (Diosgenin: δC 66.8 ppm; 5a und 5b: δC 

74.9 ppm/75.0 ppm) ausfindig gemacht werden. Während aus dem HMBC-

Vergleichsspektrum des reinen Aglycons Diosgenin wie bei Puri et al. (1993) eine auffallende 

vier-Bindungs-Korrelation [4J(C,H)] zwischen den axialen Protonen bei H-C(26) des F-Rings 

und C-20 des E-Rings über das Heterosauerstoffatom zu erkennen war, konnte diese long-

range Kopplung dagegen bei dem bidesmosidischen Saponin nicht wiedergefunden werden. 

Der quartäre Charakter der Kohlenstoffatome C(22) von 5a und 5b implizierte zudem jeweils 

die Anwesenheit einer weiteren Hydroxygruppe. Ausgehend von der Methylgruppe H-C(27) 

konnte über typische homonucleare COSY- wie auch über heteronucleare HMBC-

Korrelationen die Seitenkette vollständig identifiziert werden.  

Die Konfiguration des E-Ringes sowie der Seitenketten der Substanzen 5a und 5b wurde 

abschließend mittels eines ROESY-Experimentes und Literaturdatenvergleich der 1H- und 

13C-Verschiebungen (Agrawal et al., 1995; Wang et al., 1997; Yoshikawa et al., 1997; Mur-

akami et al., 2000; Zheng et al., 2004; Agrawal, 2005; Yoshikawa et al., 2007) bestimmt. Da-

bei wurden die strukturellen Unterschiede zwischen den Verbindungen 5a und 5b deutlich. 

Während bei Verbindung 5a die Methylgruppe an Position 25 R-konfiguriert war, lag sie bei 

5b S-konfiguriert vor. Analog zu den Beobachtungen aus der Literatur (Wang et al., 1997; 

Agrawal, 2005) konnte die (25R/S)-Orientierung der Methylgruppe C(27) ausgehend von den 

zwei Dubletts bei δH 0.95 ppm und δH 0.99 ppm [m, H-C(27 R/S)] abgeleitet werden 

(Abbildung 28). Eine eindeutige Zuordnung der chemischen Verschiebungen zu den R/S-

Epimeren war jedoch nicht möglich. Auch die Orientierung der Hydroxylgruppe an Position 

C(22) ist nicht eindeutig zu ermitteln.  

Durch Vergleiche mit den chemischen Verschiebungen des käuflich zu erwerbenden Proto-

dioscins (5a) ist zusätzlich die Identifizierung der Konfiguration an Position C(22) erfolgt 

(Tabelle 22, Tabelle 23 und Tabelle 24). Eine Methylierung des Protodioscins zu seinem 22-

Methoxy-Analogum, wie unter 3.2.4.2 beschrieben, erbrachte lediglich ein Saponin einer 

nach hinten stehenden Methoxygruppe an Position C(22). 
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Abbildung 28: Ausschnitt aus dem HMQC-Spektrum von 5a/5b mit den Korrelationen (A) von H-

C(27 R/S) zu C(27 R/S) von 5a/b (B). 

 

Das 1H-NMR-Spektrum der Saponinmischung zeigte außerdem ein für Zucker charakteristi-

sches Protonenmuster zwischen δH 3.5 und 5 ppm. Daneben waren drei weitere anomere 

Protonen bei δH 4.90 ppm [br. s, 1H, J=7.8 Hz, H-C(1'')], δH 5.78 ppm [br. s, 1H, J=2.6 Hz, H-

C(1'''')] und δH 6.33 ppm [br. s, 1H, J=2.6 Hz, H-C(1''')] sowie zwei Zucker-Methylgruppen bei 

δH 1.58 ppm [d, 1H, J=7.5 Hz, H-C(6'''')] und δH 1.70−1.75 ppm [m, 1H, H-C(6''')] aus dem 1H-

NMR-Spektrum erkennbar. Während die anomeren Zuckerprotonen H-C(1''), H-C(1''') und H-

C(1'''') der Epimere 5a/5b zusammenfielen, konnten zwei weitere anomere Protonen bei δH 

4.98 ppm [d, 1H, J=7.8 Hz, H-C(1')] und δH 4.76 ppm [d, 1H, J=7.6 Hz, H-C(1')] identifiziert 

werden. Somit wies Position C(1') der Epimerenmischung 5a/5b zwei chemische Verschie-

bungen auf. Alle anderen Protonen- und Kohlenstoffresonanzen der vier Zuckerreste fielen 

bei beiden Epimeren zusammen. 

Die vicinalen Kopplungskonstanten der anomeren Protonen wurden aus dem J-resolved 

Konturdiagramm entnommen und ließen auf zwei β-glycosidische und zwei α-glycosidische 

Zucker schließen. Ausgehend von den anomeren Protonen erfolgte die Zuordnung der Zu-

ckerprotonen insbesondere mit Hilfe des COSY-Experimentes. Die Verknüpfung der Zucker 

einerseits zum Aglycon, andererseits untereinander, konnte aus dem HMBC-Spektrum durch 

long-range Kopplungen herausgelesen werden und war für 5a und 5b identisch. So konnten 
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die direkten Bindungen der beiden Glucosen zum einen zum C(26), zum anderen zum C(3) 

des Aglycons aufgezeigt werden. Während der Glucosebaustein, der am C(26) des Aglycons 

verknüpft ist, als terminal charakterisiert werden konnte, implizierten die 3JC,H-Korrelation von 

H-C(1''') zu C(2'') und von H-C(1'''') zu C(4'') eine β-Chacotrioseeinheit. 

Auf der Basis von LC-MS, 1D- und 2D-NMR-Daten gelang es folglich, aus Fraktion III-C5 das 

Epimerengemisch aus 3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2)-{α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)}-β-

D-glucopyranosyl]-26-O-[β-D-glucopyranosyl]-(25R)-22-hydroxyfurost-5-ene-3β,26-diol (Pro-

todioscin oder ACS-1, 5a) und 3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2)-{α-L-rhamnopyranosyl-

(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-26-O-[β-D-glucopyranosyl]-(25S)-22-hydroxyfurost-5-ene-3β,26-

diol (Protoneodioscin, AS-P2-I oder ASP-I, 5b) zu identifizieren (Abbildung 29). 

 

 

 

Abbildung 29: Strukturen von Protodioscin (5a, A) und Protoneodioscin (5b, B). 

 

Während Shao et al. (1997) 5a erstmals aus den Samen von Asparagus officinalis L. isolier-

ten und mittels NMR-spektroskopischer Daten strukturell charakterisierten, wurde die Anwe-

senheit von 5b in den Trieben von Asparagus officinalis L. durch Kawano et al. (1977) postu-

liert, jedoch nicht mit spektroskopischen Daten verifiziert. Erst Shimoyamda et al. (2003) iso-

lierten 5b aus den unteren Teilstücken des weißen Spargels und führten dessen 13C-NMR-

Daten auf. Auch aus anderen Pflanzen ist bekannt, dass die 25(R,S)-Epimere von Furosta-

nolsaponinen nebeneinander vorkommen. Beispielsweise isolierten Zheng et al. (2004) aus 

den frischen Sprossachsen des Dracaena cochinchinensis bidesmosidische 25(R,S)-

Saponinepimere, wie Protodioscin und Protoneodioscin oder 25(R,S)-Dracaenosid.  
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Identifizierung der bitteren Geschmacksstoffe in Fraktion III-C6 

Analog zu den Identifizierungsexperimenten der Isomerenmischung 5a/b wurde die bittere 

Fraktion III-C6 nach präparativer Isolierung mittels Massenspektrometrischer und NMR-

spektroskopischer Experimente analysiert. Der Fraktion III-C6 konnten neben Spuren von 

5a/b mehrere bidesmosidische Saponin-Isomere (10a/b) einer Verbindung zugeordnet wer-

den, die nach Derivatisierung mit Anisaldehyd-Schwefelsäure-Reagenz auf der DC einen 

grünen Spot erbrachten. Bei der LC-TOF-MS-Analyse im negativen ESI-Modus zeigten alle 

Verbindung ein intensives Pseudomolekülion bei m/z 901.4805 des Typs [M-H]-. Die Ähn-

lichkeit der 1H- und 13C-NMR-Spektren mit dem Saponingemisch 5a/b sowie die Massendif-

ferenz von 146 Da ließ den Schluss zu, dass es sich bei 10a/b um eine strukturverwandte 

Isomerenmischung mit einer Rhamnoseeinheit weniger handeln könnte, wie dem Epimer 

(25R/S)-Furost-5-en-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosid]-

26-O-β-D-glucopyranosid in Abbildung 30. 

  

 

 

Abbildung 30: Struktur von 10a (A) und 10b (B). 

 

Das 1H-NMR-Übersichtsspektrum von 10a/b zeigte neben drei β-konfigurierten anomeren 

Hexose-Protonen bei δH 4.77, 5.06 und 4.94 ppm auch ein α-konfiguriertes anomeres Proton 

bei δH 6.29 ppm. Neben dem Bereich der überlagerten Kohlenhydratring-Protonen war wei-

terhin ein Methyldublett bei δH 1.68 ppm im 1H-NMR-Spektrum zu erkennen, das auf eine 

Methylpentose hindeutete. Nach saurer Hydrolyse gelang es, den beiden Hexosen Glucose 

und der Pentose Rhamnose im Verhältnis 2:1 zuzuordnen. Das Aglycon, das nach der sau-

ren Hydrolyse gewonnen wurde, erbrachte mittels LC-MS-Analyse analog zu den Verbin-

dungen 5a/b ein dominierendes Pseudomolekülion bei m/z 415 (100, [M+H]+). Zur weiteren 

Strukturaufklärung wurden 1D- und 2D-NMR-Experimente der Verbindungen aus Fraktion III-

(A) (B)



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

67 

 

C6 durchgeführt. Da es nicht gelang diese Mehrfachmischung chromatographisch zu tren-

nen, wird im Folgenden auf die Identifizierung des dominierenden Epimerenpaares (25R/S)-

Furost-5-en-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-gluco-pyranosid]-26-O-β-D-

glucopyranosid (10a/b) eingegangen.  

Während die 1H- und 13C-NMR-Daten des Sapogeninteils der Spinsysteme A−E, der Seiten-

kette und der Glucose, die an Position C(26) furostanolglycosidisch an das Aglycon gebun-

den ist, nahezu identisch zugeordnet wurden, zeigten sich Unterschiede in der Zuckerseiten-

kette, die über Position C(3) β-O-glycosidisch verknüpft vorlag. Ausgehend von den anome-

ren Protonen erfolgte die Zuordnung der Zuckerprotonen insbesondere mit Hilfe des COSY-

Experimentes. Die Verknüpfung der Zucker einerseits zum Aglycon, andererseits unter-

einander, konnte aus dem HMBC-Spektrum durch long-range Kopplungen herausgelesen 

werden (Abbildung 31).  

 

 

 

Abbildung 31: Ausschnitte des HMBC-Spektrums, aus dem die Zuckerverknüpfungen 

herausgelesen wurden, beispielhaft für ein Epimer der Verbindungen 10a/b. 
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So wurden die direkten Bindungen der beiden Glucose-Einheiten einerseits zum C(26), an-

dererseits zum C(3) des Aglycons aufgezeigt. Anders als bei 5a/b wies das Epimer 10a/b 

jedoch im HMBC-Spektrum neben der 3JC,H-Korrelation der Rhamnose (H-C(1''') zu C(4'')) 

keine weitere Korrelation anomerer Protonen zur Glucose, die an das Aglycon über C(3) ge-

bunden vorlagen, auf. Darüber hinaus stimmten die chemischen Verschiebungen der termi-

nalen Zuckerreste, die über C(3) an das Aglycon gebunden vorliegen, gut mit denen von 

Yoshikawa et al. (2007) überein, die das analoge Saponin Brassosid D aus Brassus flabelli-

fer L. isolierten. 

Die Konfiguration des Aglycons wurde abschließend mittels Literaturdatenvergleichen (Ag-

rawal, 2005; Feng et al., 2007) bestimmt, so dass die Molekülstrukturen aus Abbildung 30 

verifiziert werden konnten. Insbesondere die charakteristische doppelte chemische Ver-

schiebung im 1H-NMR-Spektrum der Protonen an Position H-C(27) bei δH 0.95 ppm [d, 

J=6.7 Hz] und bei δH 1.00 ppm [d, J=6.7 Hz] entsprachen nach den Studien von Agrawal 

(2005) einem (25R,S)-Epimerenpaar. Dem gleichen Übersichtsartikel ist zu entnehmen, dass 

in den meisten Fällen die chemischen Verschiebungen der 25R-Analoga weiter hochfeldver-

schoben vorliegen. 

Zudem wurde die Zuordnung der 13C-Verschiebungen mit Hilfe der Arbeit von Feng et al. 

(2007) getroffen. Die Forschergruppe um Feng war erstmals in der Lage, (25R)-Furost-5-en-

3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-gluco-pyranosid]-26-O-β-D-gluco-

pyranosid (10a) enzymatisch aus Protodioscin zu generieren und nach anschließender Iso-

lierung spektroskopisch zu identifizieren. Sie hatten erfolgreich eine Glucoamylase aus Cur-

vularia lunata isoliert und terminale α-1,2-verknüpfte Rhamnosereste von Zuckerseitenket-

ten, die über das C(3) von Spirostanosiden gebunden vorliegen, gespalten. Auch wenn 10a 

soweit ersichtlich bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht aus Asparagus isoliert und identifi-

ziert wurde, postulierten sowohl Kawano et al. (1977) als auch Wang et al. (2003) die Anwe-

senheit des (25S)-Epimeres ASP-II (10b). Folglich ist es erstmals gelungen die Epimeren-

Mischung 10a/b in den weißen Spargelstangen mittels spektrometrischer Eckdaten näher zu 

charakterisieren. 

 

Identifizierung des bitteren Geschmacksstoffes in Fraktion III-C7 

Der Fraktion III-C7 konnten, analog zu Fraktion III-C6, mehrere bidesmosidische Saponin-

Isomere einer Verbindung mit gleichen Molekulargewichten zugeordnet werden. Die LC/MS-

Analyse der Fraktion III-C7 im ESI+-Modus ergab für diese Verbindungen ein dominierendes 

Quasimolekülion [M-18+H]+ bei m/z 887.5. In Fragmentierungsexperimenten dieses Ions 
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wurden Tochterionen bei m/z 417 [M-18-2Glc-Rha+H]+, m/z 579 [M-18-Glc-Rha+H]+ und m/z 

725 [M-18-Glc+H]+ nachgewiesen, deren Abspaltungen von 146 Da und 2 × 162 Da auf zwei 

Hexose- und eine Methylpentoseeinheit hindeuteten. Das Ion bei m/z 417 zeigte, dass das 

Aglycon dieser Verbindung, im Gegensatz zum Genin der Verbindungen 5a/b, zwei weitere 

Protonen aufwies und ließ ein Sarsapogenin- (11) oder Smilagenin- (12) Grundgerüst mit 

drei Zuckerbausteinen vermuten. Smilagenin ist zwar in der Literatur bekannt, wurde jedoch 

bis dato noch nie aus Spargel isoliert und beschrieben. Nach saurer Hydrolyse wurden die 

Zucker mittels Ionenchromatographie als Glucose und Rhamnose im Verhältnis 2:1 identifi-

ziert. 

Zur weiteren Strukturaufklärung wurden 1D- und 2D-NMR-Experimente der Fraktion III-C7 

durchgeführt. Sowohl die eindimensionalen als auch die zweidimensionalen NMR-

Datensätze zeigten deutlich, dass es sich bei Fraktion III-C7 um ein Saponingemisch handel-

te. Insbesondere eine zusätzliche chemische Verschiebung eines anomeren Protons bei δH 

5.12 ppm [d, J=7.8 Hz] deutete auf ein weiteres Saponin mit einer anderen Zuckerverknüpf-

ung, doch gleicher Retetionszeit (RP-18) hin. Chromatographisch gelang es weder an weite-

ren (modifizierten) Umkehrphasen, noch an Normalphasen oder HILIC-Material, die Mi-

schung aufzutrennen. Dennoch wurden aus dieser Subfraktion die zwei mengenmäßig do-

minierenden bidesmosidischen Saponine 13a und 13b mittels der spektroskopischen Daten 

erfolgreich herausgelesen, auf deren Identifizierung im Folgenden eingegangen wird.  

Bei Betrachtung der 1H- und 13C-NMR-Spektren, ebenso wie bei der Auswertung der 2D-

Konturdiagramme, fiel auf, dass analog zu den Saponinmischungen 5a/b und 10a/b die 

chemischen Verschiebungen von 13a/b größtenteils zusammenfielen. Lediglich die Seiten-

kette des bidesmosidischen Furostanolgemisches 13a/b wies leichte Signalunterschiede auf. 

Insbesondere die chemischen Verschiebungen der Zuckerreste überlagerten sich bei dem 

Epimerengemisch.  

Der Vergleich der spektroskopischen Daten von 13a/b mit 10a/b erbrachte deutliche Paral-

lelen. Die Übereinstimmung der Zucker-Methylresonanzen (δH 1,69 ppm) wie auch des Mus-

ters der anomeren Signale im 1H-NMR-Spektrum deuteten darauf hin, dass 13a und 13b die 

gleichen Saccharidreste besaßen, wie die bereits aufgeklärten bidesmosidischen Saponine 

10a/b. Deckungsgleiche Zuckerringresonanzen bestätigten diese Zuordnung. Die Verknüpf-

ungen von einer β-D-Glucose an Position C(26) ebenso wie von 4-O-α-L-Rhamnopyranosyl-

β-D-Glucopyranosid an Position C(3) mit dem Aglycon konnten über das HMBC abgesichert 

werden und stimmten mit dem Bindungsmuster des Isomerengemisches 10a/b überein. 

Während die 1H- und 13C-NMR-Daten des Zucker-Restes sowie des Sapogenin-Teils der 

Spinsysteme C−F nahezu identisch zugeordnet werden konnten, zeigten sich Unterschiede 
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bei den chemischen Verschiebungen in den Ringen A und B des Sapogenins. Zur Identifizie-

rung dieser Spinsysteme und um eine genaue Zuordnung der 1H-NMR-Resonanzsignale des 

Aglycons treffen zu können, wurden COSY- und HSQC- ebenso wie HMBC-Spektren heran-

gezogen, deren wichtigsten Korrelationen in Abbildung 32 gezeigt sind.  

 

 

 

 

Abbildung 32: Ausgewählte COSY- (A), HMBC- (B) und ROESY-Kopplungen (C) der Verbindung 

13a/b. 

 

Abweichend zu 10a/b konnte keine trisubstituierte Doppelbindung im B-Ring beobachtet 

werden. Die intensiven HMQC-Korrelationen zweier Protonen H-C(6) bei δH 1.01−1.12 ppm 

beziehungsweise δH 1.59−1.78 ppm zu C(6) bei δC 26.5 ppm bestätigen die Methylengruppe 

an Position C(6). Aufgrund der heteronuclearen Kopplungsmuster der Protonen von H-C(6) 

zu C(4), C(5), C(7), C(8) und C(10) im HMBC-Experiment sowie des Vergleichs mit den 

NMR-Daten von Sarsapogenin (Tabelle 21) konnte der B-Ring der Verbindung zugeordnet 

und die Sarsapogeninteilstruktur bestätigt werden. Weiterhin stimmten die 13C-NMR-

Verschiebungen gut mit denen von Yoshikawa et al. (1997) für Trigoneosid IIa und Trigoneo-

sid IIb gefundenen Verschiebungen überein. 

Die Konfiguration des Aglycons wurde abschließend mittels eines ROESY-Experimentes, 

dessen Korrelationen in Abbildung 32 dargestellt sind, und Literaturdatenvergleich (Wang et 

al., 1997; Yoshikawa et al., 1997; Murakami et al., 2000; Agrawal, 2005; Yoshikawa et al., 

2007) ermittelt. Analog zu den von Wang et al. (1997) identifizierten Epimeren 26-O-β-D-

Glucopyranosyl (25R,S)-5α-furostane-3β,22α,26-triol-3-O-β-D-galactopyranosyl(1-2)-β-D-

glucopyranosyl(1-4)-β-D-galactopyranosid konnte 13a/13b auch an Position C(26) eine zwei-

te chemische Verschiebung [δC 75.2 ppm und δC 75.3 ppm] zugeordnet werden. Entschei-

dend für die Anwesenheit eines (25R,S)-Epimerenpaares ist jedoch, wie bereits von Agrawal 
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(2005) ausführlich diskutiert, die typische Protonenverschiebung im 1H-NMR-Spektrum der 

Signale von H-C(27) bei δH 0.95 ppm [d, J=6.6 Hz] und bei δH 1.00 ppm [d, J=6.6 Hz] 

(Abbildung 33, B). Ähnlich wie bei den Furostanol-Epimeren von Wang et al. (1997), korrelie-

ren beide Dubletts [H-C(27)] im HMQC zu einem zusammenfallenden 13C-Signal bei δC 

17.4 ppm (Abbildung 33, A). 

 

 

 

Abbildung 33: Ausschnitte aus dem HMQC- (A) und 
1
H-NMR-Spektrum (B) der Verbindungen 

(25R)-Dihydro-ASP-II (C) und (25S)-Dihydro-ASP-II (D). 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass aus der Fraktion III-C7 erstmals zwei bidesmosidi-

sche Furostanolsaponin-Isomere identifiziert wurden. Auch wenn diverse bidesmosidische 

Sarsapogeninglucoside wie z. B. aus den Früchten von Tribulus Terrestris (Wang et al., 

1997) bekannt sind, war die Isomerenmischung aus (25R)-Furostan-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-

rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosid]-26-O-β-D-glucopyranosid ((25R)-Dihydro-ASP-
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D-glucopyranosid]-26-O-β-D-glucopyranosid ((25S)-Dihydro-ASP-II, 13b) in der Literatur bis 

dato noch nicht zu finden (Abbildung 33). 

 

 

3.2.2.6 HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA) der Fraktion III–D 

Zur molekularen Charakterisierung der Bitterstoffe in Fraktion III-D wurde eine RP-

HPLC/GVA durchgeführt, bei der 13 verschiedene Fraktionen evaluiert wurden. Wie aus der 

Abbildung 34, in der die GV-Faktoren (rechte Seite) gegen das HPLC-Chromatogramm (linke 

Seite) aufgetragen sind, zu entnehmen ist, wurden dabei zwei bittere Fraktionen mit GV-

Faktoren von 1024 (III-D4) und 128 (III-D5) detektiert, deren Inhaltsstoffe - wie im Folgenden 

beschrieben - identifiziert wurden. 

 

 

 

Abbildung 34: RP-HPLC Chromatogramm (linke Seite) und Geschmacksverdünnungsanalyse 

mit GV-Faktoren (rechte Seite) der Fraktion III-D. 
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3.2.2.7 Identifizierung der Verbindungen in der GV-Fraktion III-D4 

Aus der Fraktion III-D4, die mit einem GV-Faktor von 1024 bewertet wurde, konnten die mo-

nodesmosidischen Saponine 3-O-[α-L-Rhamnosypyranosyl-(1→2)-α-L-rhamnosypyranosyl-

(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-(25S)-spirost-5-en-3β-ol (AS-2-I, 14a) und 3-O-[α-L-

Rhamnosypyranosyl-(1→2)-α-L-rhamnosypyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-(25R)-

spirost-5-en-3β-ol (Dioscin, 14b) als Mischung isoliert und identifiziert werden. Bei der mas-

senspektrometrischen Analyse (ESI+-Modus) der Fraktion III-D4 zeigte sich neben dem 

Pseudomolekülion [M+H]+ bei m/z 869 auch das Kalium- [M+K]+ bei m/z 907 und das Natri-

umadduktion [M+Na]+ bei m/z 891. Von dem Quasimolekülion [M+H]+ bei m/z 869 konnte 

außerdem das in Abbildung 35 dargestellte LC-MS/MS-Chromatogramm aufgenommen wer-

den.  

 

 

 

Abbildung 35: LC-MS/MS-Spektrum und Strukturen von 14a (R1= CH3; R2=H) und 14b (R1=H; 

R2=CH3). 
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Analog zu den Beobachtungen von Liang et al. (2002) wurde im positiven MS/MS-Spektrum 

ein Massenverlust von 144 Da beobachtet. Diese für monodesmosidische Saponine typische 

Massendifferenz ist auf die in Abbildung 36 dargestellte Eliminierungsreaktion zurückzufüh-

ren. 

 

 

 

Abbildung 36: Eliminierungsreaktion von AS-2-I mit dem Verlust von 144 Da (E-Ring Spaltung) 

nach Liang et al. (2002). 

 

Der zudem in MS/MS-Experimenten beobachtete Neutralverlust von 162 und 2 × 146 Da ließ 

sowohl auf den Verlust von einer Hexose, als auch auf den zweier Desoxyhexosen schlie-

ßen. Zur eindeutigen Identifizierung der Zucker wurde die Mischung 14a/b sauer hydrolysiert 

und ionenchromatographisch untersucht. Der Vergleich mit Referenzsubstanzen zeigte, dass 

es sich bei den beiden Pentosen um Rhamnose und bei der Hexose um Glucose handelte. 

Zur Absicherung der vorgeschlagenen Saponinstruktur aus Abbildung 35 und um molekulare 

Unterschiede zu den Verbindungen 5a/b oder 10a/b besser herausarbeiten zu können, wur-

den 1D- und 2D-NMR-Experimente des intakten Saponins durchgeführt. Bereits der Zucker-

fingerprint im 1H-NMR-Spektrum deutete darauf hin, dass die vorliegenden Verbindungen 

eine über das C(3) O-glycosidisch gebundene Chalcotriose besaßen. Die Signale der drei 

Zuckerreste fielen für beide Epimere sowohl im 1H- als auch im 13C-NMR-Spektrum zusam-

men. Das anomere Proton bei δH 4.86 ppm [H-C(1')] konnte der Glucose zugeschrieben wer-

den und wies bedingt durch seine große Kopplungskonstante von J=7.6 Hz eine β-

Konfiguration auf. Weitere anomere Protonensignale bei δH 6.12 ppm [br. s, J=1.3 Hz, H-

C(1'')] und δH 5.71 ppm [br. s, J=1.2 Hz, H-C(1''')] konnten den α-konfigurierten Rhamno-

+
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seeinheiten zugeordnet werden. Die identischen 3J-Kopplungen der anomeren Protonen im 

HMBC-Spektrum analog zu Verbindung 5a/b bestätigte nicht nur die Verknüpfungen der Zu-

cker untereinander, sondern auch die O-glycosidische Verknüpfung des Chalcotrioserestes 

über Position C(3) zum Sapogenin.  

Im Vergleich der 13C-NMR-Spektrensätze mit Protodioscin (5b) wurde für die aus III-D4 iso-

lierten Verbindungen ebenfalls eine Diosgenin/Yamogenin-Grundstruktur angenommen. Bei 

der Betrachtung des 1H-Spektrums fielen auch hier die freistehenden Protonenresonanzen 

der Methylgruppen H-C(18) [δH 0.76 ppm, s] und H-C(19) [δH 0.99 ppm, s] sowie das Mul-

tiplett des olefinischen Protons an Position H-C(6) bei δH 5.23−5.29 ppm auf. Besonders die 

trisubstituierte Doppelbindung mit dem tertiären (δC 121.9 ppm) und dem quartären (δC 

140.9 ppm) Signal konnten analog zu der Diosgeninleitstruktur der Saponine 5a/b ausfindig 

gemacht werden.  

Während die 1H- und 13C-NMR-Daten des Sapogeninteils der Spinnsysteme A–D nahezu 

identisch zugeordnet wurden, zeigten sich Unterschiede in den Spinsystemen E und F. Im 

Unterschied zu dem NMR-Spektrensatz der bidesmosidischen Saponine 5a/b ging aus dem 

der monodesmosidischen Saponine 14a/b hervor, dass hier keine Furostanol-, sondern eine 

Spiroketal-Form mit einem geschlossenen F-Ring vorlag. Besonders aus dem HMBC-

Konturdiagramm konnte analog zu dem Diosgenin-Vergleichsspektrum und zur Literatur (Pu-

ri et al., 1993) die zusätzliche charakteristische vier-Bindungs-Korrelation [4J(C,H)] zwischen 

den axialen Protonen bei H-C(26) des F-Rings und dem Kohlenstoffatom C(20) des E-Rings 

über das Heterosauerstoffatom des Monodesmosides herausgelesen werden (Abbildung 

37).  

Die Konfiguration der Methylgruppe C(27) an Position C(25) wurde abschließend mit Hilfe 

von Literaturdatenvergleichen der chemischen Verschiebungen im E- und F-Ring erbracht 

(Agrawal et al., 1985; Agrawal et al., 1995; Shimoyamada et al., 1996; Yoon und Kim, 2008). 

Mit Hilfe der Ausführungen von Yoshikawa et al. (2007) gelang es zudem, die Konfiguration 

an Position C(22) gemäß eines 22-α-O-Spirostanols zu identifizieren. 

Unter Einbezug aller spektroskopisch gewonnenen Erkenntnisse und Vergleich mit Literatur-

daten (Shimoyamada et al.,1996 und 2003; Yoshikawa et al., 2007) wurde die geschmacks-

aktive Substanzmischung in Subfraktion III-D4 eindeutig als 3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-

(1→2)-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-(25S)-spirost-5-en-3β-ol (AS-2-I, 

14a) und 3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2)-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyrano-

syl]-(25R)-spirost-5-en-3β-ol (Dioscin, 14b) (Abbildung 35) identifiziert. 
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Abbildung 37: Ausschnitte der HMBC-Spektren von 5a/b (A) und AS-2-I (14a) (B). 

 

Obwohl Shimoyamada et al. (1996) AS-2-I (14a) erstmals aus den unteren Spargelteil-

stücken, den so genannten „bottom cuts“, gewinnen konnten, ist das Epimer Dioscin (14b) 

bisher hauptsächlich in anderen Pflanzen wie z. B. in der Familie der Dioscorea beschrieben 

worden (Yoon und Kim, 2008). Über die Bitterkeit dieser Substanzmischung ist bis dato in 

der Literatur noch nichts geschrieben. 

 

 

3.2.3 Lokalisierung und Identifizierung geschmacksaktiver Substanzen in 

Fraktion IV 

Die Geschmacksprofilanalyse des Wasserextraktes (Fraktion IV) des rohen Spargels zeigte 

einen hohen bitteren Geschmackseindruck (vgl. 3.2.1). Um einen ersten Eindruck in die 

chemische Zusammensetzung dieser Fraktion zu erhalten, wurden die bisher identifizierten 

Bitterstoffe 5a/b, 10a/b, 13a/b und 14a/b mittels HPLC-MS/MS im negativen MRM-Modus in 

dieser Fraktion analysiert. Um eine hohe Selektivität und ein gutes Signal-zu-Rausch-

Verhältnis während des MRM-Experimentes auszunutzen, wurden dazu die Fragmentie-

rungsparameter aller Analyten nach direkter Infusion computergesteuert optimiert. Sowohl 
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die analytspezifischen Massenübergänge als auch alle weiteren Methodenparameter sind 

unter 3.4 und 5.5.1.1.2 zu finden und stimmen mit den Parametern der quantitativen Analy-

senmethode überein. Wie aus dem Chromatogramm in Abbildung 38 zu sehen ist, wurden 

die Isomerenmischungen von 5a/b, 10a/b und 13a/b der Ethylacetatfraktion (Fraktion III) 

auch in der wässrigen Phase (Fraktion IV) des rohen Spargels detektiert.  

 

 

 

Abbildung 38: LC-MS/MS-Analyse der Fraktion IV und Signalspuren der Massenübergänge 

1047,5→901,6 (5a/b), 901,6→755,5 (10a/b) und 903,5→757,4 (13a/b). 

 

Neben den charakteristischen Massenübergängen und einem Retentionszeitenvergleich 

dienten bei dieser Screeningmethode auch Spikingexperimente mit Reinsubstanzen zur 

Identifizierung der Geschmacksstoffe. Folglich verteilten sich die bidesmosidischen Saponine 

5a/b, 10a/b und 13a/b während des Ausschüttelns (vgl. 3.2) sowohl in der wässrigen als 

auch in der Ethylacetat-Phase. Das Fehlen der monodesmosidischen Saponine 14a/b in der 

wässrigen Phase lässt sich zum einen auf die Polarität und zum anderen auf die unter-

schiedlichen Grenzflächenaktivitäten von mono- beziehungsweise bidesmosidischen       



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

78 

 

Saponinen zurückführen. In ihrem Übersichtsbuch stellen Hostettmann und Marston (1995) 

heraus, dass besonders bidesmosidische Saponine mit längeren Zuckerseitenketten tenden-

ziell grenzflächenaktiver als kurzkettige oder monodesmosidische Saponine sind. Außerdem 

ist das Epimer aus 14a und b wesentlich unpolarer als die bidesmosidischen Saponine, so-

dass deren Abwesenheit in der polaren Wasserfraktion eine logische Schlussfolgerung dar-

stellte. 

 

3.2.4 Lokalisierung, Identifizierung und Synthese von Bitterstoffen und 

Saponinen aus weiteren Pflanzenteilen von Asparagus officinalis L. 

Die Lokalisierungen und Identifizierungen von Bitterstoffen in weißen Spargelstangen, die in 

den vorangegangenen Kapiteln der Arbeit aufgeführt sind, ergänzen Aussagen aus der 

Fachliteratur, insbesondere dass Saponine zur Bittere des Stangengemüses beitragen (Ka-

wano et al., 1975, 1977; Brueckner et al., 2010). Weiterhin lag die Vermutung nahe, dass 

sich die sporadisch auftretende Fehlbitterkeit von Spargelstangen ebenfalls auf Saponine 

zurückführen lässt (Schwarzbach, 2004). In der Literatur wird unter anderem diskutiert, dass 

bidesmosidische Pflanzensaponine als Zucker-Transportmodifikation in der Pflanze vorlie-

gen, die durch saure oder enzymatische Hydrolyse in die fungizide monodesmosidische 

Form überführbar sind (Hostettmann und Marston, 1995; Suhr, 2001; Shimoyamada et al., 

2003). Shimoyamada et al. (1996 und 2003) testeten beispielsweise Saponinfraktionen aus 

Spargel unter anderem wirksam gegen Candida albicans und einige Spezies an Microspo-

rum, Epidermophyton und Trichophyton. Neben dem Monodesmosid AS-1 (15) zeigte dabei, 

insbesondere das bittere Saponin AS-2-I (14a/b) breite fungizide Eigenschaften. Weiterhin 

hebt die Autorengruppe um Shimoyamada die Bedeutung der Bildung von Monodesmosiden 

wie AS-2-1 aus AS-P2-I (Abbildung 39) und deren zentrale Rolle bei der Verteidigung der 

Pflanze gegen Stressbedingungen durch Pilzbefall hervor.  

Im Folgenden sollten vor allem monodesmosidische, strukturell bekannte Spargelsaponine 

aus weiteren Pflanzenteilstücken isoliert und synthetisch generiert werden, um diese ab-

schließend sensorisch zu beurteilen. 
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Abbildung 39: Enzymatischer Abbau des bidesmosidischen Saponins AS-P2-I (B) zu dem 

mondesmotischen Saponin AS-2-I (B) nach Shimoyamada et al. (2003). 

 

 

3.2.4.1 Isolierung und Identifizierung von Bitterstoffen in Spargeljungpflanzen 

Da in der Vergangenheit monodesmosidische Saponine insbesondere aus Spargeljungpflan-

zen (Asparagus officinalis L.) isoliert und identifiziert wurden (Huang und Kong, 2006; Huang 

et al., 2008), fiel die Wahl zur Charakterisierung weiterer Zielsubstanzen ebenfalls auf dieses 

Material. Um ausreichende Mengen zu isolieren, wurden im Folgenden Methanol/Wasser-

Extrakte aus 50 kg gewaschenen Jungpflanzen gewonnen und, analog zu der Aufarbeitung 

der Extrakte der Spargelstangen aus 3.2, mittels Lösungsmitteln steigender Polarität vorge-

trennt. Dazu wurden die Methanol/Wasser-Extrakte einrotiert, mit Milliporewasser (Fraktion 

JP-IV) aufgenommen und nacheinander mit jeweils Pentan (Fraktion JP-I), Dichlormethan 

(Fraktion JP-II) und Ethylacetat (Fraktion JP-III) im Scheidetrichter ausgeschüttelt. Die ein-

zelnen abgetrennten Phasen wurden jeweils einrotiert, eingefroren und gefriergetrocknet. Die 

Ausbeuten der einzelnen Extraktionsrückstände wurden gravimetrisch wie folgt bestimmt: 

Fraktion JP-I (Ausbeute: 8,7%), Fraktion JP-II (Ausbeute: 0,7%), Fraktion JP-III (Ausbeute: 

1,9%) und Fraktion JP-IV (Ausbeute: 88,7%). Da die Arbeiten von Huang et al. (2006 und 

2008) grenzflächenaktive Saponine in der Ethylacetatfraktion vermuten ließen, wurde Frakti-

on JP-III präparativ mittels HPLC-ELSD subfraktioniert. Die erhaltene Reinsubstanz aus 

Fraktion JP-III-1 (Abbildung 40) wurde mittels saurer Hydrolyse, LC-MS/MS, LC-TOF/MS 

und NMR-Analysen wie im Folgenden beschrieben identifiziert und anschließend für sensori-

sche Tests sowie für LC-MS/MS-Screening-Versuche verwendet.  

 

β-Glucosidase
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Abbildung 40: Analytisches RP-HPLC-Chromatogramm des Jungpflanzen-Ethylacetatextraktes 

JP-III-1. 

 

Identifizierung des Saponins in Fraktion JP-III-1 

Obwohl mittels 1H-, 13C- und 2D-NMR Spektroskopie zu erkennen war, dass die Subfraktion 

JP-III-1 aus mindestens zwei monodesmosidischen Saponinen bestand, gelang es, das 

mengenmäßig dominierende Derivat als 3-O-[{β-D-Glucopyranosyl-(1→2)}{β-D-xylo-

pyranosyl-(1→4)}β-D-glucopyranosyl] (25S),5β-spirostan-3β-ol (AS-1, 15) zu identifizieren. 

Da zum einen die LC-TOF-MS-Analyse der Substanz 15 ein Pseudomolekülion [M-H]-, bei 

m/z 871.4733 erbrachte und zum anderen aus den 1D- und 2D-NMR-Spektrensätzten 72 

Protonen und 44 Kohlenstoffatome herausgelesen werden konnten, wurde auf eine empiri-

sche Formel von [C44H72O17] geschlossen. 

Das 1H-NMR-Übersichtsspektrum zeigte neben dem für Steroide charakteristischen Proto-

nenfingerprint im Hochfeld zwischen δH 0.83 und 2.17 ppm auch einen zuckertypischen Be-

reich im tieferen Feld zwischen δH 3.56–4.49 ppm. Die drei anomeren β-konfigurierten Proto-

nen bei δH 4.78 ppm [d, J=7.6 Hz, H-C(1´)], 4.96 ppm [d, J=7.6 Hz, H-C(1´´´)] und 5.35 ppm 

[d, J=7.6 Hz, H-C(1´´)] der drei Zuckerreste konnten ebenfalls in dem 1H-NMR-Spektrum 

detektiert werden. Zur Identifizierung der Zuckerbausteine wurde Verbindung 15 zusätzlich 

sauer hydrolysiert und anschließend via HPIC und amperometrischer Detektion analysiert. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens wurden Glucose und Xylose im Verhältnis 2:1 detektiert 
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(Abbildung 41). Damit die intramolekularen glykosidischen Verknüpfungen weiter aufgeklärt 

werden konnten, wurden die long-range Kopplungen aus dem HMBC-Spektrum ermittelt. Die 

3JC,H-Korrelation des anomeren Protons bei δH 4.78 ppm [d, 1H, J=7.6 Hz, H-C(1´)] zum C(3) 

des Aglycons ließ auf die 3-O-glycosidische Zuckerverknüpfung zum Aglycon schließen. 

 

 

 

Abbildung 41: HPIC-Chromatogramm (A) von AS-1 (15, B) nach saurer Hydrolyse. 

 

Die heteronuklearen Kopplungen von H-C(1´´) bei δH 5.35 ppm zum C(2´) bei δC 81.0 ppm 

sowie von H-C(1´´´) bei δH 4.96 ppm zum C(4´) bei δC 80.3 ppm bestätigten die identische 

Zuckerverknüpfung wie bei dem monodesmosidischen Saponin AS-1. Die 13C-NMR-

Resonanzen des Steroidkerns stimmten ebenfalls gut mit mit der Struktur von AS-1 (15) 

überein, das erstmals von Shimoyamada et al. (1990) aus den unteren Spargelteilstücken, 

den so genannten „bottom cuts“ gewonnen worden war, sodass die Sarsapogeninteilstruktur 

bestätigt wurde. Die in den Publikationen von Shimoyamada et al. (1990, 2003) fehlenden 

1H-NMR-Daten wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit erstmals vervollständigt. Zur Identi-

fizierung der Spinsysteme und der Zuordnung der 1H-NMR-Resonanzsignale des Aglycons 

wurden insbesondere die COSY- und HMBC-Spektren herangezogen. Analog zu den Ver-

bindungen 13a/b konnte im B-Ring ebenfalls keine trisubstituierte Doppelbindung an Position 

Δ6 ausfindig gemacht werden. Aufgrund des NMR-Datenvergleiches mit anderen Spirosta-

nolsaponinen wurden die Spinsysteme A−F eindeutig als Sarsapogenin (11) Aglycon identifi-

ziert (Agrawal et al., 1995; Shimoyamada et al., 1990; Agrawal, 2003; Zhang et al., 2004; 

Sautour et al., 2007). 
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Anhand der aufgeführten spektroskopischen Daten konnte das aus dem Ethylacetatextrakt 

von Spargeljungpflanzen isolierte monodesmosidische Saponin als 3-O-[{β-D-Gluco-

pyranosyl-(1→2)}{β-D-xylopyranosyl-(1→4)} β-D-glucopyranosyl] (25S),5β-spirostan-3β-ol 

(AS-1, 15) identifiziert werden. Neben den Arbeiten von Shimoyamada et al. (1990, 2003) 

beschreiben auch Sautour et al. (2007), dass sie AS-1 aus einem Vertreter der Aspara-

gaceaen (Asparagus acutifolius L.) isolieren konnten.  

 

3.2.4.2 Generierung von Methylprotodioscin 

In der Literatur sind widersprüchliche Aussagen über die Anwesenheit von Methylproto-

dioscin in Spargel zu finden. Einerseits berichten Shao et al. (1997), dass sie neben Proto-

dioscin auch Methylprotodioscin in Spargelsamen fanden, andererseits vermerkten Wang et 

al. (2003), dass das Methylprotodioscin nur bei einer Aufarbeitung mit Methanol bei Erhit-

zung unter Rückfluss auftritt. Um die Literaturaussagen zu überprüfen beziehungsweise um 

die bei dieser Arbeit gewählte kalte Methanolaufarbeitung bewerten zu können, wurde käuf-

lich erworbenes Protodioscin unter Rückfluss mit Methanol zu Methylprotodioscin in Anleh-

nung an Hu et al. (1997) umgesetzt.  

Die LC/MS-Analyse des Syntheseproduktes im ESI+-Modus ergab ein dominierendes 

Quasimolekülion [M-MeOH+Na]+ bei m/z 1053. Das MS/MS-Spektrum wies weiterhin Signale 

bei m/z 907 [M-MeOH-146+Na]+ und bei m/z 761 [M-MeOH-2×146+Na]+ auf. Im negativen 

Modus wurden dagegen das Quasimolekülion [M-H]– bei m/z 1061 und die Tochterfragmente 

bei [M-Glc-H]– m/z 899, [M-Rha-H]– m/z 915, [M-Glc-Rha-H]– m/z 753, [M-Rha-Rha-H]– m/z 

769, [M-Glc-Rha-Rha-H]– m/z 915 und [M-Glc-Rha-Rha-Glc-H]– m/z 445 detektiert. Die Ab-

spaltungen von zweimal 162 Da und zweimal 146 Da ausgehend vom Pseudomolekülion [M-

H]– untermauerten sowohl die zwei Hexose- als auch die zwei Methylpentoseeinheiten. Die 

ungewöhnlich hohe Masse des Aglycons ließ darauf schließen, dass Protodioscin (5a) zu 

seinem Methoxyderivat Methylprotodioscin (16) umgesetzt wurde. Zur Verifizierung dieser 

Annahme wurden weitere NMR-Untersuchungen herangezogen. 

Mit Hilfe der Informationen aus den 1H-, 13C- und DEPT-NMR-Messungen konnten insge-

samt 52 Kohlenstoffatome, die sich sieben Methyl-, zwölf Methylen- und 29 Methingruppen 

zuordnen ließen, identifiziert werden. Bei den verbleibenden vier Signalen im 13C-NMR-

Spektrum handelte es sich um quartäre Kohlenstoffatome. Während die 1H- und 13C-NMR-

Daten der Chalcotriose-Einheit sowie des Sapogenin-Teils der Spinsysteme A–D nahezu 

identisch zu Protodioscin zugeordnet werden konnten, zeigten sich Unterschiede bei den 

chemischen Verschiebungen im E-Ring des Genins. Abweichend zu Protodioscin (5a) konn-
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te ein zusätzliches Kohlenstoffatom bei δC 47.1 ppm [C(28)] ausfindig gemacht werden, des-

sen homonucleare Korrelation im HMQC dem Singulett bei δH 3.22 ppm [s, 3H, H-C(28)] zu-

geordnet werden konnte. Nicht nur die 3J(COCH)-Fernkopplung von H-C(28) zu C(22) im 

HMBC-Konturdiagramm, sondern auch das stärker ins Tieffeld verschobene quartäre Koh-

lenstoffatom C(22) bei δC 112.5 ppm (Protodioscin: bei δC 110.5 ppm) bestätigte die zusätzli-

che Methoxygruppe der Verbindung (Abbildung 42).  

 

 

 

Abbildung 42: Ausschnitt des HMBC-Spektrums (A) und Struktur (B) von Methylprotodioscin 

(16). 

Auf der Basis von LC-MS, 1D- und 2D-NMR-Daten gelang es, das Methoxyderivat von Pro-

todioscin (5a) Methylprotodioscin (16) (Abbildung 42), das bereits 1997 von Shao et al. aus 

Spargelsamen isoliert und identifiziert wurde, spektroskopisch zu charakterisieren. Darüber 

hinaus stimmen die ermittelten 1H- und 13C-NMR-Verschiebungen gut mit den Literaturdaten 

von der Arbeitsgruppe um Shao überein. Im Folgenden sollte mit Hilfe des hergestellten Me-

thylprotodioscins geprüft werden, ob Verbindung Nummer 16 auch in den essbaren Spargel-

stangen vorkommt und einen geschmacklichen Beitrag leistet. Humansensorische Studien 

sollten zudem die Bedeutung der Methoxygruppe im Bezug auf die Bitterkeit bidesmosidi-

scher Asparagussaponine näher charakterisieren.   
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3.2.5 Analytischer Nachweis von Bitterstoffen und Saponinen in weißen 

Spargelstangen 

Um das Vorkommen der isolierten beziehungsweise synthetisierten Saponine 5a/b, 10a/b, 

13a/b, 14a/b, 15 und 16 in unterschiedlichen Teilstücken des Asparagus officinalis L., insbe-

sondere in den verzehrbaren weißen Stangen, zu verifizieren, wurden versucht, diese mit 

Hilfe eines LC-MS/MS-Systems im negativen MRM-Modus nachzuweisen. Weiterhin sollte 

das käuflich erworbene monodesmosidische Saponin β-Sitosterol-3-O-glucosid (17), das von 

Huang und Kong (2006) aus Spargelwurzeln isoliert wurde, in den verschiedenen Spargel-

matrices mit analysiert werden.  

Dazu wurden die Proben homogenisiert, mit Acetonitril extrahiert, filtriert, aufkonzentriert und 

mittels HPLC-MS/MS analysiert. Ausgenutzt wurden dabei die hohe Selektivität und das gute 

Signal-zu-Rausch-Verhältnis des MRM-Experimentes, für das mittels direkter Infusion der 

Analyten die Fragmentierungsparameter computergesteuert optimiert wurden. Für das 

Screening wurden die Parameter der unter 3.4 und 5.5.1.1.2 beschriebenen, quantitativen 

Analysenmethode verwendet. Lediglich als Extraktionsmittel wurde Methanol durch Aceto-

nitril ersetzt, da in der Literatur immer wieder die Umsetzung von Protodioscin in einem me-

thanolischen Medium zu Methylprotodioscin beschrieben wird (z. B.: Wang et al., 2003). Ne-

ben den spezifischen Massenübergängen diente zudem die Cochromatographie als wichti-

ges Hilfsmittel zur Identifizierung der Bitterstoffe und Saponine in verschiedenen Spargelpro-

ben. Dennoch konnte mit diesem Verfahren keine eindeutige Aussage der Verteilung der 

Isomere und Epimere in den einzelnen Segmenten des Spargels getroffen werden. Zum ei-

nen wird in der Literatur postuliert, dass das Verhältnis von Saponinisomeren von den mor-

phologischen Teilstücken sowie vom Entwicklungsstadium der Pflanzen abhängt (Kawano et 

al., 1977; Hostettmann und Marston, 1995) und zum anderen gelang es nicht, die Isome-

renmischungen chromatographisch aufzulösen. Folglich sind alle folgenden Angaben zum 

Vorkommen der isolierten Bitterstoffe beziehungsweise Saponine ohne deren Konfiguration 

zu betrachten. 

Wie aus Tabelle 1 zu ersehen, wurden weiße Spargelstangen (22 cm), Jungpflanzen und 

Spargelsamen gleichermaßen analysiert.  
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Tabelle 1: Analytischer Nachweis von Bitterstoffen und Saponinen in Spargelstangen, Jung-

pflanzen und Spargelsamen. Dabei stellt ein (X) den Positiv- und ein (–) den Negativnachweis 

dar. 

 Spargelsegment 

Analyt Spargelstangena Jungpflanzena Spargelsamenb 

5a/b X X X 

10a/b X X X 

13a/b X X X 

14a/b X X X 

15 X X X 

16 _ _ X 

17 _ X X 

a Aufgearbeitet wurden 10 g/100 ml von denen 5µl in das LC-MS/MS-System injiziert wurden. 

b Aufgearbeitet wurden 1 g/20 ml von denen 5µl in das LC-MS/MS-System injiziert wurden. 

 

Mit Hilfe dieses Screeningexperimentes zeigte sich, dass in den weißen verzehrbaren Spar-

gelstangen (A) insgesamt sechs der getesteten acht Verbindungen wiedergefunden werden 

konnten. Während der Nachweis der bereits aus den Stangen isolierten Saponine 5a/b, 

10a/b, 13a/b und 14a/b nicht verwunderlich war, konnten darüber hinaus das monodesmosi-

dische Sarsapogenin-Saponin AS-1 (15) erstmals in den Stangen des weißen Gemüses 

nachgewiesen werden.  

Obwohl die Verbindungen 5a und b bisher aus den Samen und den Trieben von Asparagus 

officinalis L. durch Shao et al. (1996) und Kawano et al. (1977) isoliert wurden, zeigten be-

reits die massenspektrometrischen Untersuchungen von Schwarzbach (2004), Schwarzbach 

et al. (2006) und Wang et al. (2003), dass diese Substanzen auch in den Spargelstangen 

anzutreffen sein müssten. Aus den drei Literaturstellen ging zudem bereits hervor, dass die 

Anwesenheit von 10a/b und 14a/b in den Spargelstangen sehr wahrscheinlich war. Dennoch 

konnten erstmals mit Hilfe des selektiven MRM-Experimentes und der Cochromatographie 

die postulierten Saponinstrukturen untermauert werden. Zudem gelang es, neben den Ver-

bindungen 13a/b auch das aus den unteren Teilstücken bekannte Monodesmosid AS-1 (15) 

in den essbaren Regionen des Spargels zu finden.  
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Die Vermutung von Schwarzbach (2004), Methylprotodioscin (16) sei lediglich ein Aufarbei-

tungsartefakt während der Methanolextraktion der Saponine, wurde bestätigt. Jedenfalls 

konnte in den Konzentrationsbereichen, in denen die Acetonitrilextrakte der weißen Spargel-

stangen mittels LC-MS/MS analysiert wurden, dessen charakteristischer Massenübergang in 

den Stangen nicht beobachtet werden.  

 

Wie der Tabelle 1 zu entnehmen ist, konnte in den Jungpflanzen, neben den fünf Verbindun-

gen, die bereits in den Stangen ausfindig gemacht wurden, zusätzlich β-Sitosterol-3-O-

glucosid (17) identifiziert werden. Damit ist es erstmals gelungen zu zeigen, dass die Verbin-

dungen 10a/b und 14a/b auch in den Jungpflanzen vorliegen. Die Anwesenheit von 5b, 13b, 

15, 17 in den Jungpflanzen war dagegen bereits bekannt (Kawano et al., 1975; Shimoyama-

da et al., 1990; Huang und Kong, 2006). 

 

Der qualitative Nachweis von 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15, 16, und 17 in den Samen von 

Asparagus officinalis L. konnte ebenfalls zum ersten Mal erbracht werden (Tabelle 1). Ledig-

lich Protodioscin (5a) und Methylprotodioscin (16) waren bis dato als Inhaltsstoffe der Spar-

gelsamen bekannt (Shao et al., 1997). 

 

3.3 Humansensorische Untersuchungen der Spargelinhaltsstoffe 

Im Folgenden wurden zur Bewertung der sensorischen Qualitäten der isolierten und identifi-

zierten Verbindungen psychophysikalische Experimente durchgeführt. Dabei wurden neben 

der geschmacklichen Qualität auch die Schwellenwerte der einzelnen Verbindungen evalu-

iert.   

Die Degustation von 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-α-glucopyranoseester (2) und 1,2-

Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-β-glucopyranoseester (3) erbrachte eine neue sensorische 

Empfindung, die im Konsens vom Panel als „buttrig-belegend“ definiert wurde. Diese als für 

Spargel typisch empfundene Mundfülle breitete sich langsam im Mundraum aus, belegte die 

Zunge und war vergleichbar mit dem psychophysikalischen Eindruck, den man beim auf der 

Zunge zergehen eines Butterstückes bekommt. Ferner gelang es, die Schwellenwerte der 

Mischung aus 2/3 mit Hilfe ihres Detektionsschwellenwertes zu charakterisieren. Der 

Schwellenwert wurde im „Half-Mouth“-Verfahren in mineralstoffarmem Wasser bei pH 5,9 

evaluiert und betrug 276,8 µmol/l. 
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Um die Rolle der Asparagussäure (4) im Hinblick auf die buttrig-belegende Qualität von 2/3 

näher auszuarbeiten, wurde deren sensorische Qualität und deren Schwellenwert ebenfalls 

bei pH 5,9 in evaluiert. Es zeigte sich, dass das reine Aglycon nicht durch eine außerge-

wöhnliche Mundfülle, sondern durch eine adstringierende Wirkung geprägt war. Ihr Schwel-

lenwert lag bei 132,9 µmol/l.  

In weiteren psychophysikalischen Experimenten wurden die humansensorischen Schwel-

lenwerte der identifizierten Bitterstoffe im Triangeltest in 2%-igen Ethanollösungen aufge-

nommen. Die erhaltenen Daten sind in Tabelle 2 aufgeführt.  

 

Tabelle 2: Bitterschwellenwerte der Verbindungen 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und 16. 

Substanz (Nr.) 5a/b 10a/b 13a/b 14a/b 15 16 

Bitterschwellenwert 

[µmol/l] 
65,9 10,9 25,5 70,6 199,7 82,3 

 

Nicht nur für die mono-, sondern auch für die bidesmosidischen Saponine wurde ein bitterer 

Geschmack mit Schwellenwerten zwischen 10,9 und 199,7 µmol/l detektiert. Die niedrigste 

Schwellenwertkonzentration wies dabei die Mischung aus ASP-II und seinem (25S)-Epimer 

(10a/b), zwei bidesmosidische Diosgenylsaponine mit drei Monosaccharidresten, auf. Ob-

wohl Kewano et al. (1977) ASP-II als nicht bitter beschrieben, wurde im Rahmen dieser Ar-

beit gezeigt, dass die Mischung aus 10a/b nicht nur bitter schmeckt, sondern auch einen 

niedrigen Detektionsschwellenwert aufweist. Auch das Sarsapogenin-Analogum (13a/b) zu 

10a/b, das die gleichen Zuckerbausteine aufweist, erbrachte einen vergleichbar niedrigen 

Schwellenwert bei 25,5 µmol/l. Da die Schwellenwerte von 5a/b ebenso wie von 14a/b sehr 

eng beieinander lagen, kann daraus geschlussfolgert werden, dass die Glukose an Position 

C-26 eher eine untergeordnete Rolle für die Bitterwahrnehmung dieser Saponine und somit 

auch auf die Bindung an Bitterrezeptoren darstellte. Da 5a/b ebenso wie sein Methoxy-

Derivat (16) ähnliche Schwellenwertkonzentrationen aufwiesen, spielte die quartäre Hydro-

xygruppe an Position C-22 offensichtlich eher eine untergeordnete Rolle bei der Bitterdetek-

tion von Spargelsaponinen.   

Generell konnte mit Hilfe der Degustationsexperimente gezeigt werden, dass die Spargelsa-

ponine bei denen an das C-3 eine Chalcotriose- oder 4-O-α-L-Rhamnopyranosyl-β-D-

glucopyranosid-Einheit vorliegt vergleichbar niedrige Schwellenwerte aufwiesen. Besonders 
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da das Monodesmosid 15, bei dem eine Xylose im Molekül gebunden vorliegt, einen ver-

gleichbar höheren Schwellenwert bei 199,7 µmol/l besaß. 

 

3.4 Quantifizierung von Bitterstoffen in Spargel 

Nachdem sensorische Experimente wie die Geschmacksverdünnungsanalyse und Struk-

turidentifizierungen zeigten, dass Saponine zu der Bitterkeit des Spargels beitrugen (vgl. 

Kapitel 3.2.2 bis 3.3), sollte anschließend deren Einfluss auf den Gesamtgeschmack ermittelt 

werden. Der Beitrag einer Einzelverbindung zum gesamten Geschmack des frischen bezie-

hungsweise gekochten Spargels kann durch Bestimmung der „Dose-over-Threshold“ (DoT)-

Faktoren (Scharbert und Hofmann, 2005) eingeschätzt werden. Definitionsgemäß hat da-

nach jeder Geschmacksstoff in der Matrix eines Lebensmittels einen konzentrationsabhängi-

gen Aktivitätswert, mit dem es gelingt, die Bedeutung der Geschmacksstoffe vergleichend 

zueinander zu gewichten. Der „Dose-over-Threshold“ (DoT)-Faktor ergibt sich als Quotient 

der Konzentration einer geschmacksaktiven Verbindung und der Konzentration dessen Ge-

schmacksschwellenwertes. Folglich sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Qunatifi-

zierungsmethode zur Erfassung der Bitterstoffgehalte des Spargels entwickelt werden. 

In der Literatur ist für die Analytik von Protodioscin eine Quantifizierungsmethode über exter-

ne Standardkalibrierung beschrieben, mit der sich das mengenmäßig dominierenden Sapon-

in in Spargel mittels LC/MS quantifizieren lässt (Wang et al., 2003). Wang et al. (2003) fan-

den dabei Protodioscingehalte von 0,24 mg/100 g in den Spargelspitzen und 25 mg/100 g in 

den Endstücken des frischen Spargels.  

Die quantitative Bestimmung weiterer aus dem Spargel bekannter Saponine ist mittels 

LC/MS-Verfahren noch nicht beschrieben worden.  

 

3.4.1 Entwicklung und Validierung einer Quantifizierungsmethode zur 

Bestimmung von Spargelsaponinen 

Zur quantitativen Erfassung der vorab beschriebenen Saponine (5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 

15, 17) in verschiedenen Spargelproben wurde zunächst eine Quantifizierungsmethode auf 

Basis der Kopplung von Hochleistungsflüssigkeitschromatographie und Tandem-

Massenspektrometrie entwickelt. Um eine optimale Empfindlichkeit bei den LC-MS/MS-

Messungen zu erreichen, wurden in einem ersten Schritt die Ionisierungsparameter der Sa-
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poninfraktionen 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und 17 im negativen Elektrospraymodus (ESI-) 

optimiert. Eine Übersicht über alle optimierten Parameter ist der Tabelle 14 zu entnehmen.  

 

Optimierung der HPLC- und MS-Parameter zur Kalibrierung der Analyten 

Für die Analyse der Saponine konnte die Methode, die für die HPLC-Trennung der Fraktion 

III-C verwendet wurde, in weiten Teilen übernommen werden. Erste Detektionen der Rein-

substanzen verdeutlichten, dass insbesondere die chromatographische Separierung der Mi-

schungen 5a/b, 10a/b und 13a/b von Bedeutung sind. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkei-

ten sowie der geringen Massendifferenzen, wie sie bei diesen drei Verbindungen vorliegen, 

könnte es ansonsten zu einem „spectral overlap“ und damit zu einer Vortäuschung von Ana-

lyten kommen. Die erfolgreiche Trennung der Analyten ist auf einer RP-18-Säule mit einem 

Acetonitril/0,1%-Ameisensäure-Gradient gelungen. Studien mit unterschiedlichen Säurege-

halten in der mobilen Phase haben zudem verdeutlicht, dass die Analyten bei Pufferzusam-

mensetzungen mit mehr als 0,1% Ameisensäure bereits auf der Säule hydrolysieren.  

Da Vorversuche mit isolierten Saponinen zeigten, dass während der Spargelextraktion Stero-

idglycoside unlöslich sedimentieren, jedoch keine isotopenmarkierten Standards zur Verfü-

gung standen, wurden die Ginsengsaponine Ginsenosid Rg1 (18), Ginsenosid Rg2 (19) und 

Ginsenosid Rc (20) als interne Standards für eine Quantifizierung bitterer Spargelsaponine 

mittels HPLC-MS/MS-Analytik eingesetzt (Abbildung 43).  

 

 

 

Abbildung 43: Strukturen der internen Standards: Ginsenosid Rg1 (18), Ginsenosid Rg2 (19) 

und Ginsenosid Rc (20). 

 

(18) (19) (20)
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In Vorbereitung zur Bestimmung der quantitativen Daten wurden anschließend die Kalibrati-

onskurven mit den internen Standards 18 für 5a/b, 10a/b, 13a/b und 16, 19 für 14a/b sowie 

20 für 15 und 17 aufgenommen und die linearen Regressionen berechnet. Dafür wurden 

Lösungen von Analyten und internen Standards im Verhältnis von 0,2:1 bis 10:1 gemischt 

und mittels LC-MS/MS analysiert. Beispielhaft sind in Abbildung 44 die Kalibrationsfunktio-

nen von 5a/b über 18 ebenso wie von 15 über 20 aufgeführt. Für alle analysierten Saponine 

waren die Responsegeraden in den gewählten Konzentartionsbereichen linear. 

 

 

 

Abbildung 44: Kalibrationsfunktionen für die Mischung aus ACS-1/ASP-1 (5a/b, A) und AS-1 

(15, B). 

Optimierung der Probenaufarbeitung 

Nach Erstellen der LC-MS/MS Methode und bevor die Reproduzierbarkeit und Präzision der 

Methode untersucht werden konnte, musste eine geeignete Probenaufarbeitung entwickelt 

werden. Vorrausetzung für eine ideale Quantifizierungsmethode ist immer eine vollständige 

und erschöpfende Extraktion der Analyten. Erste Versuche zeigten, dass bei dreimaliger Ex-

traktion mit Methanol oder einem Gemisch aus Methanol/Wasser (70/30, v/v) alle Saponine 

erschöpfend extrahiert wurden. Dennoch erbrachten diese Isolierungsexperimente auch die 

Erkenntnis, dass  insbesondere die Wahl des Lösungsmittels einen enormen Einfluss auf die 

Extrahierbarkeit und Stabilität der Saponine hatte. Besonders gut zeigte sich der negative 

Einfluss von Wasser im Extraktionsgemisch bei dem folgenden Versuch: Analog zueinander 

wurden Spargelproben eines Homogenisates einmal mit reinem Methanol und einmal mit 

einem Gemisch aus Methanol/Wasser (70/30, v/v) aufgearbeitet. Nach 400 Minuten wurden 

alle 50 Minuten Aliquote der Proben an der LC-MS/MS injiziert und vermessen. Obwohl sich 

zu Beginn der Analyse in beiden Proben gleiche Saponingehalte finden ließen und die Bi-
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desmosidkonzentration wie z. B. 5a/b über die Zeit konstant blieb, nahm insbesondere die 

Menge des unpolaren, monodesmosidischen Saponins 14a/b bei einer Aufarbeitung mit dem 

Methanol/Wasser-Gemisch über die Zeit ab (Abbildung 45). Folglich war davon auszugehen, 

dass die Monodesmoside dazu neigten, in einem Methanol/Wasser-Gemisch schneller aus-

zufallen.  

 

 

 

Abbildung 45: Konzentration von 5a/b und 14a/b in Methanol- (A) und Methanol/Wasser-

Extrakten (B) bei 22 °C gelagert. Die Proben wurden nach 400 Minuten das erste Mal injiziert 

und dann alle weiteren 50 Minuten analysiert. 

 

Nach insgesamt 24 Stunden Wartezeit wiesen alle Proben einen weißen Niederschlag auf. 

Da die Ausbeuten bei den Proben, die mit einem Methanol/Wasser-Gemisch aufgearbeitet 

wurden, um zirka das Hundertfache höher waren, wurde deren Sediment abfiltriert, gefrier-

trocknet, in Pyridin-d5 aufgenommen und anschließend mittels 1H-NMR analysiert. In Abbil-

dung 29 ist unter A das Spektrum des Niederschlages und unter B das des monodesmosidi-
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schen Saponinepimers 14a/b abgebildet. Es ist eindeutig zu erkennen, dass bei der zeitab-

hängigen Fällungsreaktion des Spargelextraktes unter anderem zu analysierende Saponine 

sedimentierten. Nicht nur der Protonenfingerprint des Zuckerrestes zwischen δH 3.5 und 

5 ppm, sondern auch der charakteristische Steroid-Bereich zwischen δH 0.8 bis 2 ppm wurde 

im 1H-NMR-Spektrum des Niederschlages wiedergefunden.  

Folglich wurden, um Lösungsmittel- ebenso wie zeitlich bedingte Fällungsreaktionen, bei 

denen Saponine beteiligt sind zu vermeiden, alle zu quantifizierenden Spargelproben zum 

einen in Methanol aufgearbeitet und zum anderen direkt nach der Aufarbeitung in die Masse 

injiziert.  

 

 

Abbildung 46: 
1
H-NMR-Spektren des Niederschlages (A) und des monodesmosidischen Sapon-

inepimers Nr. 14a/b (B) in Pyridin-d5. 

In weiteren Untersuchungen sollte geklärt werden, ob die Extraktion der Spargelproben di-

rekt nach der Homogenisierung erfolgen sollte. Dazu wurde ein Spargelhomogenisat ange-
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fertigt, aus dem nach 0, 90 und 180 Minuten je eine Probe in Doppelbestimmung aufgearbei-

tet wurde. Dabei zeigte sich, dass die identifizierten bidesmosidischen Saponine tendenziell 

abgebaut wurden, während die Konzentration der monodesmosidischen Saponine zunahm. 

Diese Trends waren insbesondere an den Saponinen 5a/b, 10a/b sowie 14a/b und 15 zu 

erkennen (Abbildung 47). Da nach Vermischung der eingewogenen Probe mit Methanol, 

Stehenlassen sowie späterer Zudotierung des Standards und Aufarbeitung keine Zu- bezie-

hungsweise Abnahmen der Saponine zu erkennen waren, ließ sich auf einen enzymatischen 

Abbau von bidesmosidischen Saponinen zu monodesmosidischen Saponinen schließen.  

 

 

 

Abbildung 47: Konzentrationen der bidesmosidischen Saponine 5a/b und 10a/b (A) sowie der 

monodesmosidischen Saponine 14a/b und 15 (B) in einer homogenisierten Spargelmasse nach 

0, 90 und 180 Minuten Wartezeit bis zur Aufarbeitung.  

 

Um die Enzymaktivität des Spargels zu unterbinden war es folglich notwendig, die Spargel-

proben nach Zerkleinerung, Homogenisierung und Einwaage unverzüglich mit Methanol zu 

versetzen.  

 

Optimierung der Probenentnahme 

Aus Untersuchungen von Schwarzbach et al. (2006) war bekannt, dass bei der Lagerung 

von weißen Spargelstangen bei −18 °C über 28 Wochen ein Verlust der Saponin-

Gesamtkonzentration von 40% zu erwarten ist. Deshalb sollte der Einfluss der Gefrier-

schranklagerung auf den Saponingehalt des Bleichspargels beurteilt werden. Da der frische 
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mit dem gefrorenen Spargel sensorisch nicht vergleichend zueinander verkostet werden 

konnte, können geschmackliche Veränderungen während der Lagerung im Eisfach nicht 

objektiv beurteilt werden. Zum einen wirken texturelle Veränderungen auf das sensorische 

Profil ein und zum anderen stehen nicht gleichzeitig gefrorene und frische Spargelstangen 

aus einer Charge für Unterschiedstests zur Verfügung. Jedoch wiesen gefrorene Spargel-

chargen generell einen weniger Spargel-typischen und bitteren Geschmack auf. Folglich 

wurden für alle weiteren Saponin-Quantifizierungsexperimente frische Spargelproben direkt 

analysiert. 

 

Methodenvalidierung: Wiederholpräzision und Wiederfindung 

Nach Erstellen der LC-MS/MS-Methode und der Optimierung diverser Parameter sollte die 

Empfindlichkeit und Wiederfindung der Quantifizierungsmethode bestimmt werden. Die Wie-

derholpräzision der Methode wurde durch sechsfaches Aufarbeiten eines homogenisierten 

Spargelbatches und unter Berechnung des Variationskoeffizienten bestimmt. Wichtig war 

dabei, dass der rohe Spargel direkt nach der Homogenisierung eingewogen und mit Metha-

nol überschichtet wurde, um einen Abbau der bidesmosidischen Saponine beziehungsweise 

einen mengenmäßigen Anstieg der monodesmosidischen Saponine zu unterbinden. Die 

Proben wurden anschließend, wie bereits beschrieben, zeitversetzt voneinander aufgearbei-

tet. Wie der Tabelle 3 zu entnehmen ist, lagen die Variationskoeffizienten der einzelnen Sa-

ponine zwischen 2,9 und 16,4%.  

 

Tabelle 3: Bestimmung der Präzision von der Quantifizierung von Saponinen im Spargel. 

 Substanz (Nr.) 

 5a/b 10a/b 13a/b 14a/b 15 17 

Präzision (%) 6,8 16,4 11,7 6,7 2,9 10,6 

 

Zur weiteren Charakterisierung der Methodenparameter wurden beispielhaft die Wiederfin-

dungsraten von einem monodesmosidischen (15) und einem bidesmosidischen Saponin 

(5a/b) in roher Spargelmatrix bestimmt. Da für Spargel keine analytfreie Matrix existierte, 

wurden zur Bestimmung der Wiederfindung rohem Spargel, mit einer bekannten Saponin-

menge, die entsprechenden Saponine in definierten Konzentrationen zugesetzt. Nach Zudo-

tierung der internen Standards wurden die Spargelmatrices, wie bereits beschrieben, aufge-
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arbeitet, mittels HPLC-MS/MS analysiert und deren Wiederfindungsrate unter Berücksichti-

gung der ursprünglichen Konzentration berechnet. In Tabelle 4 sind die so erhaltenen Analy-

senwerte angegeben.  

 

Tabelle 4: Wiederfindungen der Saponine 5a/b und 15 bei unterschiedlichen Konzentrations-

niveaus. 

Analyt Nr. Probenkonzentration [mg/kg] (Wiederfindung [%]) 

5a/b 20,18 (130) 39,67 (90) 67,53 (79) 118,95 (78) 

15 19,22 (69) 28,82 (80) 34,74 (69) 57,12 (75) 

 

Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 69 und 130%. Es ist nicht verwunderlich, dass die 

Wiederfindungsraten der Saponine 5a/b und 15 bei unterschiedlichen Konzentrationsniveaus 

schlecht ausfielen. Eingehend beschriebene Sedimentierungsneigungen der Saponine kön-

nen ebenso eine Rolle spielen, wie Interaktionen mit einer Vielzahl von reaktiven Verbindun-

gen im Spargel. Neben einer physikalischen Adsorption können aber möglicherweise auch 

die grenzflächenaktiven Eigenschaften der Saponine einen Einfluss auf deren Extrahierbar-

keit haben.  

 

Anwendung der entwickelten Methode 

Zur quantitativen Analyse der Spargelproben wurde deshalb folgende Aufarbeitung herange-

zogen: Homogenisierte frische Proben wurden unverzüglich mit Methanol überschichtet, mit 

den internen Standards 30 Minuten unter Rühren äquilibriert und anschließend dreimal mit 

Methanol extrahiert. Die so gewonnenen, vereinten Extrakte wurden eingeengt und auf ein 

definiertes Volumen aufgefüllt, sodass Aliquote direkt in das LC-MS/MS-System injiziert wur-

den. In der Abbildung 48 sind die nach der Methodenentwicklung erhaltenen normierten 

Massenspuren der Standards sowie der Analyten, die aus der Spargel- beziehungsweise 

Jungpflanzenmatrix gewonnen wurden dargestellt.  
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Abbildung 48: Extrahierte Massenspuren der Saponine aus den LC-MS/MS-Chromatogrammen 

von Spargelstangen (A) und Spargelsamen (B). Die Signalintensitäten der Massenübergänge 

sind normalisiert. 
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Alle identifizierten und unter Kapitel 3.2 beschriebenen Saponine (5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 

15, 17) wurden auf diese Weise in verschiedenen Spargelproben mit der neu entwickelten 

LC-MS/MS-Methode und interner Standardkalibrierung in zahlreichen Handelsproben quanti-

fiziert, deren Ergebnisse im Folgenden dargestellt werden. Dabei wurden die natürlichen 

Gehalte der (R, S)-Mischungen der identifizierten Saponine in der Summe durch Vergleich 

der Peakflächen des Analyten und des internen Standards bestimmt. 

 

 

3.4.2 Quantifizierung und Bestimmung des Geschmacksbeitrags der Bitter-

stoffe in rohen und gekochten Spargelstangen sowie in Spargel-

Kochwasser 

Mit dem Ziel, den Beitrag, den einzelne Schlüsselgeschmacksstoffe im Hinblick auf die sen-

sorische Qualität des rohen und des gekochten Spargels leisten, herauszustellen und ge-

schmackliche Veränderung während des Kochprozesses mit Konzentrationsveränderungen 

einzelner geschmacksaktiver Inhaltsstoffe zu korrelieren, wurde mit der unter 3.4 vorgestell-

ten Quantifizierungsmethode für die Bestimmung ausgewählter mono- beziehungsweise bi-

desmosidischer Spargelsaponine frischer, weißer Spargel im Einzelhandel käuflich erworben 

und roh sowie gekocht analysiert. Damit gekochter und roher Spargel vergleichend zueinan-

der bestimmt werden konnte, wurden dafür die rohen Spargelstangen längs halbiert und ge-

trennt voneinander aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 wiedergegeben und zei-

gen deutlich, dass in rohen Spargelstangen die monodesmosidischen Saponine 14a/b und 

15 mengenmäßig mit Gehalten von 253,61 und 58,56 µmol/kg dominierten, gefolgt von den 

Bidesmosiden 5a/b, 10a/b und 13a/b mit Werten bis zu 8,43 µmol/kg. Da eingangs durchge-

führte sensorische Experimente gezeigt haben, dass auch polare Fraktionen wie die Was-

serphase einen Bittergeschmack aufweisen (s. 3.2.1), sollte zusätzlich die Konzentration 

bitterer Mineralstoffe analysiert werden (van der Klaauw und Smith, 1995). Folglich wurden 

neben der Quantifizierung bitterer Saponine die Kaliumgehalte in den verschiedenen Spar-

gelproben mittels Ionenchromatographie und einem Leitfähigkeitsdetektor bestimmt. Auffal-

lend war der hohe Kaliumgehalt des rohen Spargels, der bei 36945,52 µmol/kg lag.  
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Tabelle 5: Gehalte [mg/kg] und DoT-Werte der Saponine 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und von 

Kalium in rohen (A) und gekochten weißen Spargelstangen (B) sowie in deren Kochwasser (C). 

 Konzentration [µmol/kg] und (DoT) in Spargelproben 

Analyt  Aa Ba Bb Ca 

5a/b 8,43 (0,1) 77,10   (1,2) 92,76  (1,4) 28,24   (0,4) 

10a/b 2,46 (0,2) 30,23   (2,8) 36,37   (3,3) 10,79   (0,9) 

13a/b 1,04 (<0,1) 5,28  (0,2) 6,35  (0,2) 4,60   (0,2) 

14a/b 253,61 (3,6) 18,14   (0,3) 21,83  (0,3) 1,64   (<0,1) 

15 58,56 (0,3) 2,45   (<0,1) 2,94   (<0,1) n.d.  (n.b.) 

Kaliumc 36945,52 (0,8) 29499,49   (0,7) 24518,16   (0,6) 21182,04   (0,5) 

aKonzentration [µmol/kg] bezogen auf frischen Spargel; bKonzentration [µmol/kg] bezogen 
auf gekochten Spargel; c Schwellenwert und DoT-Faktor bestimmt mit Kaliumsulfat; n. d. = 
nicht detektiert; n. b. = nicht bestimmt. 

 

Ähnliche Protodioscingehalte (5a) wurden sowohl von Schwarzbach et al. (2006) bei 

0,021 g/kg bis 0,166 g/kg (20,0 µmol/kg–158,1 µmol/kg) sowie von Wang et al.  (2003) in 

frischen weißen Spargelstangen ermittelt. Zudem ist es gelungen die mengenmäßig hohen 

Gehalte der Monodesmoside 14a/b und 15 in den weißen rohen Spargelstangen herauszu-

stellen.  

Um eine Veränderung der Saponin-/Bitterstoffzusammensetzung während des Kochprozes-

ses einschätzen zu können, wurden die jeweiligen Gehalte in µmol/kg des gekochten Spar-

gels ebenso wie des Kochwassers auf den rohen Bleichspargel zurückgerechnet.  

Es zeigte sich, dass der Gesamtsaponingehalt während des Kochens um 60% abnahm. Ins-

besondere die großen Mengen der monodesmosidischen Saponine 14a/b und 15 konnten 

nach dem Kochen nicht wiedergefunden werden. Dagegen nahmen die Gehalte der Bides-

moside 5a/b, 10a/b und 13a/b bis zu einer 12-fachen Menge zu. 

Bereits in der Arbeit von Schwarzbach (2004) wurde eine Studie zur Thermostabilität von 

Saponinen vorgestellt. In der Dissertation konnte gezeigt werden, dass der Gesamtgehalt 

der Mono- und Bidesmoside insbesondere des AS-2-I (14a/b) eines Saponinextraktes wäh-

rend einer Erhitzungsperiode von 15 Minuten bei 100 °C sank. Dennoch beobachtete auch 

Schwarzbach (2004), analog zu den vorliegenden Ergebnissen, einen Anstieg von 5a/b wäh-

rend des Kochprozesses. 
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Im Vergleich zu dem rohen und dem gekochten Spargel wurden im Kochwasser wesentlich 

geringere Saponingehalte wiedergefunden. Die monodesmosidischen Saponine 14a/b und 

15 erreichten lediglich Maximalgehalte von 1,64 µmol/kg. Die während des Kochens gebilde-

ten oder auch freigesetzten Bidesmoside wiesen vergleichbar höhere Werte mit bis zu 

28,24 µmol/kg auf, dürften jedoch nicht zum Geschmack des Kochwassers beitragen oder 

einen Fehlgeschmack hervorrufen. 

Um weitere Einblicke in das molekulare Verständnis des Bittereindruckes der weißen Spar-

gelstangen zu erhalten und um die quantifizierten Inhaltsstoffe im Hinblick auf ihren Ge-

schmacksbeitrag zu gewichten, wurden ihre jeweiligen DoT-Faktoren, als Quotient aus der 

Konzentration eines Stimulus und seinem Schwellenwert, ermittelt. Deutlich zeigte sich, dass 

das monodesmosidische Saponin 14a/b, das einen niedrigen Schwellenwert und eine Chal-

cotriose-Seitenkette aufweist, mit einem DoT-Faktor von 3,6 definitionsgemäß zum Ge-

schmack des rohen Spargels (Aa) beiträgt. Alle weiteren Faktoren der analysierten Saponine 

lagen unter eins und trugen somit maximal in ihrer Summe zum sensorischen Profil der un-

tersuchten Bleichspargelstangen bei.  

Betrachtet man objektiv die DoT-Werte des gekochten Spargels im Vergleich zu denen des 

rohen, wie ein Endverbraucher ihn sensorisch beurteilen würde (Bb), so zeigt sich ein ande-

res Bild. Die Mischung aus 5a/b besaß gleichsam wie die aus 10a/b einen verhältnismäßig 

hohen Wert (1,4 und 3,3) und leistete somit einen entscheidenden Beitrag zur Spargelbitter-

keit. Dagegen spielen die monodesmosidischen Saponine 14a/b und 15 mit DoT-Faktoren 

<0,3 keine primäre Rolle für den Spargelgeschmack. 

Folglich konnte gezeigt werden, dass die generelle Bitterkeit von rohem Spargel von dem 

monodesmosidischen Saponin 14a/b mit verursacht wird. Dagegen trugen in erster Linie die 

bidesmosidischen Saponine 5a/b und 10a/b zum bitteren Eindruck der gekochten Bleichs-

pargelstangen bei. Das kaum bitter wirkende Spargelkochwasser wies auch keinen Bitter-

stoff mit einem DoT-Faktor über 1 auf. 
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3.4.3 Quantifizierung von Saponinen in Spargelhandelsproben 

Unter Anwendung des entwickelten Bestimmungsverfahrens wurde außerdem die Bitterstoff-

verteilung in verschiedenen handelsüblichen Spargelproben untersucht. Hierzu wurden nicht 

nur weiße Spargelstangen aus Deutschland, Peru und Griechenland, sondern auch grüne 

Chargen im Hinblick auf ihre Saponingehalte näher betrachtet. Zudem wurden die quantitati-

ven Saponinverteilungen in Spargelsamen und Jungpflanzen analysiert. Die Gehalte der 

Saponine 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und 17 sind in Tabelle 6 zusammengefasst. In allen 

Bleichspargelproben (A–E) dominierte mengenmäßig das monodesmosidische Saponin 

14a/b mit Gehalten von 61,77 bis 339,15 mg/kg, gefolgt von den bidesmosidischen Saponi-

nen 5a/b und 10a/b mit Werten bis zu 136,40 mg/kg frischem Spargel. Für das aus Jung-

pflanzen isolierte Monodesmosid 15 wurden in den Bleichspargelchargen Konzentrationen 

von 7,77 bis zu 27,81 mg/kg bestimmt. Dagegen lagen die Analyten 13a/b und 17 in den 

untersuchten Matrices nur in Spuren bis maximal 1,41 mg/kg vor. Dabei konnte Verbindung 

17 lediglich in einer deutschen Bleichspargelprobe detektiert werden. Bei der Analyse der 

Bleichspargelsorten unterschiedlicher Herkunft und unterschiedlicher Erntezeitpunkte zeigte 

sich deutlich, dass die Konzentrationen einzelner Saponine starke natürliche Schwankungen 

aufwiesen. Während z. B. in weißem Biospargel (B) aus dem Einzelhandel ein Gehalt von 

61,77 mg/kg für 14a/b ermittelt wurde, wies der griechische Spargel (E) sogar einen Wert 

von 339,15 mg/kg auf.  

Auch in Untersuchungen von Wang et al. (2003), Schwarzbach (2004), Schwarzbach et al. 

(2006) ebenso wie in denen von Brueckner et al. (2010) konnten große natürliche Schwan-

kungen für Spargelsaponine aufgezeigt werden. Dennoch fehlen in den erwähnten Publikati-

onen Korrelationen zwischen den analysierten Analyten und eine exakte Strukturzuweisung. 

Bisher wurde in der Literatur ein Großteil der Saponinstrukturen lediglich postuliert, jedoch 

nicht spektroskopisch untermauert, so dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals 

quantitative Daten mit definierten Strukturen korreliert werden konnten.  

Ein Trend bezüglich der Verteilung des Saponinhaushaltes in einzelnen Spargelchargen war 

nicht zu erkennen. Während deutscher Bleichspargel (A) beispielsweise 17,11 mg/kg der 

Epimere 5a/b sowie 269,34 mg/kg von 14a/b beinhaltete (Verhältnis ca. 1:16), besaß das 

griechische Sprossgemüse (E)  136,40 mg/kg an 5a/b und 339,15 mg/kg an 14a/b (Verhält-

nis ca. 1:2,5). 
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Tabelle 6: Gehalte [mg/kg] der identifizierten Saponine 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und 17 in 

rohen weißen deutschen (A), rohen deutschen Bio (B), weißen peruanischen (C), weißen deut-

schen/andere Charge/anderer Erzeuger (D) und weißen griechischen (E) und grünen (H) Spar-

gelstangen sowie in Spargelsamen (F) und in Spargeljungpflanzen (G). 

 Saponingehalte [mg/kg] in Spargelproben 

Analyt 

Nr. 
A B C D E F G H 

5a/b 17,11 6,57 14,94 27,33 136,40 1.519,43 0,10 3,01 

10a/b 2,83 4,25 3,15 4,19 37,48 29,48 n.d. 3,25 

13a/b 0,17 0,68 0,55 0,27 4,04 7,54 3,81 0,97 

14a/b 269,34 61,77 210,07 351,76 339,15 87,80 2,10 64,93 

15 12,03 7,77 27,81 20,30 15,44 n.d. 5.982,37 20,52 

17 0,28 n.d. n.d. n.d. n.d. 31,17 n.d. n.d. 

n. d. = nicht detektiert. 

 

Der Bleichspargel wird üblicherweise vom Durchschnittsverbraucher als wesentlich bitterer 

empfunden als die milden grünen Stangen. Exemplarisch wurde deshalb eine Grünspargel-

charge auf ihre Saponingehalte untersucht. Die Summe aller analysierten Saponine im grü-

nen Spargel war wesentlich geringer als die der weißen Spargelsorten. Eine Korrelation des 

weniger bitteren Geschmackseindrucks mit dem Fehlen hoher Saponinkonzentrationen lässt 

sich damit vermuten.    

Neben der Analyse der Spargelstangen, die vom Endverbraucher konsumiert werden, galt 

zudem das Interesse der Quantifizierung von 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b, 15 und 17 in Spar-

gelsamen (F) und Jungpflanzen (G), um einen Einblick in die Saponinverteilung in verschie-

denen Pflanzenkompartimenten zu bekommen. 

In beiden Proben (F und G) unterschieden sich die Saponinverteilungen gravierend. Beson-

ders in den Jungpflanzen dominierten neben dem Bidesmosid 13a/b die monodesmosidi-

schen Saponine 14a/b und 15 mit Gehalten bis zu 5.982,37 mg/kg. Auffällig waren dabei die 

hohen Konzentrationen der sarsapogeninanalogen (13a/b und 15) im Vergleich zu den dios-

geninanalogen Saponinen. Eine Aussage, welche Epimere der identifizierten Saponine 

überhaupt in den Jungpflanzen anzutreffen sind, lässt sich leider nicht treffen, da die Isomere 



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

102 

 

chromatographisch nicht zu trennen waren. Dennoch ist es literaturbekannt, dass das Ver-

hältnis der Saponinisomere zum einen von den verschiedenen morphologischen Teilstücken 

und zum anderen vom Entwicklungsstadium der Pflanzen abhängt (Kawano et al., 1975; 

Hostettmann und Marston, 1995). 

 

3.4.4 Quantitative und psychophysikalische Studien zur Bitterstoffverteilung 

in Spargelteilstücken  

3.4.4.1 Studien zur vertikalen Saponinverteilung und Bitterkeit des rohen weißen 

Spargels 

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Saponine bezogen auf die vertikale Achse des 

Spargels unterschiedlich verteilt sind und mit deren Bitterkeit korrelieren, wurden weiße 

Spargelstangen in vier Teilstücke (A bis D) zerkleinert und sowohl sensorisch als auch mas-

senspektrometrisch analysiert. Teilstück A stellt die Spargelspitze (1 cm) dar, während die 

Teilstücke B bis D (je 6 cm) alphabetisch bis zum Spargelende gekennzeichnet wurden (vgl. 

Abbildung 49).  

Zur sensorischen Charakterisierung der vier Spargelstücke wurden diese in einem ersten 

Experiment von einem sensorisch geschulten Panel vergleichend zueinander verkostet und 

beurteilt. Die Intensität der Bitterkeit wurde dabei auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) 

bis 5 (stark wahrnehmbar) eingestuft.  

Die Ergebnisse in Abbildung 49 (oben) zeigen, dass die höchste Bitterintensität mit 2,2 für 

die Spargelspitzen des rohen Spargels ermittelt wurde. In den folgenden Spargelteilabschnit-

ten nahm die Bitterkeit von Teilstück A (2,2) bis B (1,0) zunächst ab und stieg in den Teilstü-

cken C bis D wieder an (C=1,6; D= 1,9).  

In einem zweiten Experiment wurde die Bitterstoffverteilung der identifizierten Saponine 

(5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b und 15) quantitativ ermittelt. Es zeigte sich, dass in der Summe 

aller quantifizierten Saponine besonders die Teilstücke C und D hohe Gehalte zwischen 502 

und 507 mg/kg aufweisen. Dagegen konnten in den Teilstücken A und B lediglich Gesamt-

gehalte von 136 und 367 mg/kg ausfindig gemacht werden. Während die Summe aller Sa-

poninkonzentrationen der Teilstücke B bis D sehr gut mit deren Bitterkeit korrelierten, konnte 

der hohe Bittereindruck beim Verzehr der rohen Spargelspitzen nicht mit den Gehalten von 

5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b und 15 erklärt werden. Folglich lag die Vermutung nahe, dass in 

den Spitzen des weißen rohen Spargels weitere nicht identifizierte Bitterstoffe enthalten wa-
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ren. Da Degustationsexperimente jedoch gezeigt hatten, dass gekochte Spargelspitzen 

kaum noch eine Bitterkeit aufweisen, konnte davon ausgegangen werden, dass diese unbe-

kannten Bitterstoffe während des Kochprozesses ausgeschwemmt oder abgebaut werden.  

 

 

 

Abbildung 49: Sensorische Bewertung der Spargelteilstücke A bis D des frischen weißen 

Spargels im Vergleich (oben). Der Fehlerbalken zeigt das Konfidenzintervall (P = 95%) des Mit-

telwertes an. Dem unteren Diagramm sind die Konzentrationsverteilungen von 5a/b, 10a/b, 

13a/b, 14a/b und 15 in den jeweiligen Teilstücken zu entnehmen. 

 

Wie in Abbildung 49 deutlich zu erkennen ist, dominierten in den Teilbereichen A bis C vor 

allem die Saponine 5a/b und 14a/b, deren Gehalte von den Spitzen (A) bis zum Spargelbo-

den (D) jeweils mit Gehalten von 9 bis 39 mg/kg beziehungsweise von 125 bis 422 mg/kg 

anstiegen. Während dieser Trend für 14a/b erstmals mit Hilfe von LC-MS/MS-Messungen 

beobachtet werden konnte, beschrieben Wang et al. bereits 2003 das Phänomen, dass der 

Gehalt des Saponins Protodioscin 5a von der Spargelspitze (Teilstück A: 0,24 mg/100 g 
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Frischmasse) bis zu den Enden (Teilstück D: 250 mg/100 g) anstieg. Da Wang et al. (2003) 

käuflich erworbenes Protodioscin zur externen Kalibration verwendeten, jedoch keine Auf-

trennung der Saponinepimere 5a/b beobachtet konnten, ist davon auszugehen, dass die 

Protodioscingehalte der Mischung 5a/b entsprechen. Die unter 3.4.3 aufgeführten quantitati-

ven Daten verdeutlichen, wie sehr die Protodioscingehalte in unterschiedlichen Spargelpro-

ben schwanken. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass Wang et al. (2003) wesentlich hö-

here Protodioscingehalte in den einzelnen Spargelteilstücken finden konnten, als im Rahmen 

dieser Arbeit. 

Auch die Gehalte des monodesmosidischen Saponins 15 waren in den unteren Teilstücken 

höher als in den oberen. Bei 3-O-[{β-D-Glucopyranosyl-(1→2)}{β-D-xylopyranosyl-(1→4)}-β-

D-glucopyranosyl] (25S),5β-spirostan-3β-ol (15) ist diese Konzentrationsverteilung nicht ver-

wunderlich, wo es doch in den unterirdischen Spargelteilen, den Jungpflanzen des Aspara-

gus officinalis L., in hohen Mengen vorliegt (vgl. 3.4.3) und zudem aus diesem Pflanzenteil 

isolativ gewonnen werden konnte.   

 

 

3.4.4.2 Studien zur horizontalen Saponinverteilung und Bitterkeit des rohen 

weißen Spargels 

Um eine genauere Lokalisierung einzelner Geschmacksstoffe im Spargel vornehmen zu 

können, wurden die Spargelstangen nicht nur vertikal von den Spitzen bis zu den Böden, 

sondern auch horizontal von außen nach innen sensorisch und quantitativ bewertet. Dazu 

wurden weiße Spargelstangen mit Hilfe eines Spargelschälers, wie in Abbildung 50 zu er-

kennen, in drei Segmente unterteilt und getrennt voneinander beurteilt beziehungsweise auf-

gearbeitet.    

Bereits die psychophysikalische Charakterisierung der Bitterkeit, bei der die Geschmacksin-

tensitäten der drei Teilstücke auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahr-

nehmbar) eingestuft wurden, zeigte, dass die Bittere von außen nach innen stark abnahm. 

Während die Schalen (A) mit 3,0 bewertet wurden, ordnete das Panel die innen liegenden 

Spargelteile B und C mit Werten bei 2,3 und 0,9 ein (Abbildung 50, oben).   
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Abbildung 50: Sensorische Bewertung des weißen rohen Spargels von außen nach innen 

(oben) sowie die Konzentrationsverteilung der Saponine 5a/b, 10a/b, 13a/b, 14a/b und 15 (un-

ten). Die Fehlerbalken zeigen das Konfidenzintervall (P = 95%) des Mittelwertes. 

 

Nicht nur, dass der Bittergeschmack in den äußeren Bereichen der Spargelstangen intensi-

ver als in den inneren Teilstücken wahrgenommen wurde, sondern auch die quantitative 

Analyse der Spargelsaponine (5a/b, 11a/b, 13a/b, 14a/b, 15) zeigte, dass die Summe der 

detektierten Saponine von A bis C stark zunahm (Abbildung 50). So konnten Saponinge-

samtkonzentrationen von 12,7 mg/kg (C) bis 241,1 mg/kg (A) gemessen werden, die sehr 

gut mit dem Trend der verstärkten Bitterwahrnehmung der äußeren Spargelebenen korrelie-

ren.  

In allen Teilstücken war der für AS-2-I (14a) und Dioscin (14b) charakteristische Massen-

übergang 867,5 → 59,0 am intensivsten. Demnach übernehmen die monodesmosidischen 
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Saponine 14a und b, nicht nur bei der vertikalen, sondern auch bei der horizontalen Sapon-

in- beziehungsweise Bitterverteilung der Spargelstangen eine quantitative Schlüsselrolle. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass es gelungen ist die Verteilung der Saponinkonzent-

ration und der Bitterwahrnehmung bezogen auf die horizontale Achse einer Spargelstange in 

Einklang zu bringen. Die steigende Bitterkeit von den inneren Spargelsegmenten B und C bis 

hin zu den Schalen (A) korrelierte sehr gut mit der anwachsenden Gesamtmenge der bitte-

ren Saponine.     

 

 

3.5 Diskussion 

Eingangs durchgeführte Geschmacksprofilanalysen stellten neben der Süße die Bitterkeit 

und eine neue Facette der Mundfülle als bedeutsam für den sensorischen Gesamteindruck 

sowohl des rohen als auch des gekochten Spargels heraus. Diese erstmals evaluierte Mund-

fülle, die sich langsam im Mundraum ausbreitet und die Zunge belegt, wurde als „buttrig-

belegend“ definiert und ist vergleichbar mit dem psychophysikalischen Eindruck den man 

beim Zergehen lassen eines Butterstückes auf der Zunge erhält. 

Mit dem Ziel, die am Geschmack des rohen sowie gekochten weißen Spargels maßgeblich 

beteiligten Verbindungen systematisch aufzuspüren, wurden diese durch Extraktion mit Lö-

sungsmitteln steigender Polarität angereichert und anschließend mittels Geschmacksver-

dünnungsanalyse (GVA) aktivitätsorientiert fraktioniert. Als potenteste Geschmacksstoffe 

gelang es mittels LC/MS- und NMR-Studien sowie synthetischen Experimenten insgesamt 

fünf bitter schmeckende Verbindungsmischungen und zwei neue Mundfülle-vermittelnde 

Glycoside (2 und 3, Abbildung 51) in unterschiedlichen Spargelteilstücken nachzuweisen.  

In sensorischen Studien wurden die isolierten Verbindungen 2 und 3 nicht nur im Hinblick auf 

ihre Geschmacksqualität, sondern auch bezüglich ihres Geschmacksschwellenwertes beur-

teilt. Während die zwei erstmals beschriebenen Glycoside mit einem Schwellenwert von 

276,8 µmol/l erfasst wurden, konnte zudem gezeigt werden, dass das Aglycon (4, Abbildung 

51) allein eine ganz andere psychophysikalische Empfindung, die Adstringenz, verursacht. 

 



Spargel–Ergebnisse und Diskussion  

107 

 

 

 

Abbildung 51: Strukturen der aus Spargel isolierten Verbindungen 2 bis 4. 

 

Obwohl in der Literatur bereits seit langem bekannt ist, dass Saponine zu der Bitterkeit des 

weißen Stangengemüses beitragen und die Saponine Officinalisin-I und Officinalisin-II in 

diversen Spargelsaponinstudien als bitter charakterisiert wurden (Kawano et al., 1975; Ka-

wano et al., 1977; Schwarzbach, 2004; Brueckner, 2010), konnten im Rahmen dieser Arbeit 

erstmals sieben (Abbildung 52) weitere bittere Asparagussaponine identifiziert werden.  

Eine strukturelle Charakterisierung mittels NMR- und massenspektroskopischer Methoden 

zeigte, dass die aus den rohen, weißen Spargelstangen isolierten Verbindungen 5a/b, 10a/b, 

13a/b und 14a/b als Epimerenmischungen vorlagen, die chromatographisch nicht trennbar 

waren. Obwohl in der Vergangenheit beide Isomere der Verbindungen 5a und b in unter-

schiedlichen Spargelteilstücken, wie den Samen und den Spargeltrieben, postuliert wurden, 

wurden sie zudem in den verzehrbaren Spargelstangen detektiert (Shao et al., 1997; Kawa-

no et al., 1977). Darüber hinaus gelang es erstmals mit Hilfe der NMR-Spektroskopie und mit 

Literaturdatenvergleichen die Konstitutionsunterschiede der Spargelsaponinepimere 10a/b, 

13a/b und 14a/b herauszuarbeiten. Während die Strukturen der grenzflächenaktiven Inhalts-

stoffe 5a/b, 10b sowie 14a bereits in der Literatur in Asparagus officinalis L. beschrieben 

wurden (Shao et al., 1997; Kawano et al., 1977; Shimoyamada et al., 1996), konnten ihre 

Epimere 10a und 14b ebenso wie 13a/b zum ersten Mal in Spargelstangen identifiziert wer-

den.  

Die Isolierung von 15 sowie die Referenzverbindung 17 ermöglichten den abschließenden 

analytischen Nachweis aller identifizierten Inhaltsstoffe in den unterschiedlichen morphologi-

schen Spargelsegmenten. Auch wenn mit dem dabei genutzten LC-MS/MS-Verfahren keine 

Unterscheidung der Konstitutionen einzelner Saponine getroffen werden konnte, gelang es 

(2) (3) (4)
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dennoch zu zeigen, dass die spezifischen Massenübergänge der Saponine 5a/b, 10a/b, 

13a/b, 14a/b, 15 und 16 in den verzehrbaren Spargelteilen vorkommen und somit auch ei-

nen Einfluss auf deren sensorisches Profil haben können. 

In den Jungpflanzen lag neben den sechs Verbindungsmischungen (5a/b, 10a/b, 13a/b, 

14a/b und 15), die bereits in den Stangen ausfindig gemacht wurden, zusätzlich β-Sitosterol-

3-O-glucosid (17) vor.  

In weiteren psychophysikalischen Experimenten mit den mono- beziehungsweise bidesmo-

sidischen Saponinen des Asparagus officinalis L., bei denen die Bitterschwellenwerte be-

stimmt wurden, konnte die Schlüsselrolle der Saponine, bei denen über das C(3) eine Chal-

cotriose- beziehungsweise 4-O-α-L-Rhamnopyranosyl-β-D-glucopyranosid-Einheit gebunden 

vorliegt, aufgezeigt werden. Da es chromatographisch nicht gelang die Epimerenmischungen 

der Saponine zu trennen, wurden die Schwellenwerte der Epimerenmischungen jeweils in 

den natürlich vorkommenden Konzentrationsverhältnissen aufgenommen.  Die mono- bezie-

hungsweise bidesmosidischen Spargelsaponine wiesen Bitterschwellenwertkonzentrationen 

zwischen 10,9 und 199,7 µmol/l auf. 

Obwohl Literaturstudien zeigen, dass Saponine für die Bitterkeit des Bleichspargels (Aspara-

gus officinalis L.) verantwortlich gemacht werden, fehlen bis dato neben Untersuchungen zur 

vollständigen Identifizierung der wertmindernden Schlüsselbitterstoffe auch solche zum Ein-

fluss auf das sensorische Gesamtprofil des Sprossgemüses (Kawano et al., 1975; Kawano 

et al., 1977; Schwarzbach, 2004; Brueckner, 2010). Um nicht nur das Hauptbitterprinzip des 

rohen und des gekochten Spargels in unterschiedlichen Handelsproben aufzudecken, son-

dern auch um die Bitterstoffverteilung in den verschiedenen Spargelsegmenten zu untersu-

chen, gelang es im Rahmen dieser Arbeit, die wichtigsten Spargelsaponine (5a/b, 10a/b, 

13a/b, 14a/b, 15 und 17) mit einer neu entwickelten LC-MS/MS-Methode zu quantifizieren. 

Besonders wichtig war die ausführliche Methodenentwicklung zur quantitativen Detektion der 

Saponine, bei der sich zeigte, dass nur frisch geerntete Proben, die nach Homogenisierung 

zur Enzymdeaktivierung direkt mit Methanol überschichtet werden mussten, verwendet wer-

den durften. Auch die Bedeutung des direkten und raschen Aufarbeitens mit Methanol und 

Injizieren in das LC-MS/MS-System aufgrund des Sedimentierungsverhaltens monodesmo-

sidischer Saponine konnte aufgezeigt werden.  
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Abbildung 52: Strukturen der isolierten beziehungsweise synthetisierten Saponine 5a (R1= CH3; 

R2=H), 5b  (R1=H ; R2= CH3), 10a (R1= CH3; R2=H), 10b  (R1=H; R2= CH3), 13a (R1= CH3; R2=H), 13b  

(R1=H; R2= CH3), 14a (R1=CH3; R2=H), 14b (R1=H; R2=CH3), 15, 16 und 17. 
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Überraschend zeigten sich Unterschiede in der Verteilung der Schlüsselbitterstoffe zwischen 

dem rohen und dem gekochten Bleichspargel. Die generelle Bitterkeit von rohem Spargel 

wird durch das monodesmosidischen Saponin 14a/b und die des gekochten Gemüses durch 

die Bidesmoside 5a/b und 10a/b geprägt. 

Darüber hinaus konnte eine große Schwankungsbreite der Saponinkonzentrationen in ver-

schiedenen Spargelchargen beobachtet werden. Biologische Einflüsse von Sorte, Witterung, 

Anbaugebieten, Bodenverhältnissen oder Stressbedingungen scheinen einen Einfluss auf 

den Saponinhaushalt des Bleichspargels auszuüben. In weiteren Studien wäre es wün-

schenswert, Spargelproben, die unter definierten Bedingungen gezogen wurden, verglei-

chend zueinander zu analysieren.  

Auch die horizontale ebenso wie die vertikale Bitterstoffverteilung in den Spargelstangen 

konnte verifiziert werden. Analog zu Wang et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass die Sa-

poningesamtkonzentration von den Spargelspitzen hin zu den Spargelböden zunimmt. Erst-

mals gelang es, die höheren Saponinkonzentrationen, die vertikal gesehen eher in den äu-

ßeren Bereichen wie den Spargelschalen anzutreffen sind, herauszuarbeiten.  

Da in der Literatur vermutet wird, dass die biologisch inaktiven bidesmosidischen Saponine 

als Kohlenhydrattransportform in der Pflanze vorliegen, die bei Parasitierung der Pflanze 

durch enzymatische Partialhydrolysen in ihre aktiven monodesmosidischen Formen über-

führt werden, wäre es künftig interessant, den Zusammenhang zwischen den bitteren Sub-

stanzen in den äußeren und unteren Spargelbereichen und deren fungizide und bakterielle 

Eigenschaften zu testen.  
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 Pfeffer (Piper nigrum L.) – Ergebnisse und Diskussion 4

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die zu Grunde liegenden molekular-

sensorischen Ursachen des scharfen und tingelnden Eindrucks des Pfeffers näher analysiert 

werden. 

 

4.1 Sensorische Untersuchungen verschiedener Pfeffersorten 

Um eine Pfeffersorte aus der Familie der Piperaceaen mit einem besonders scharfen Ein-

druck als Untersuchungsmaterial auszuwählen, wurden zu Beginn der vorliegenden Arbeit 

die sensorischen Profile von Cubebenpfeffer (Piper cubeba L.), weißem Pfeffer (Piper nigrum 

L.), grünem Pfeffer (Piper nigrum L.) und langem Pfeffer (Piper longum L.) bei gleicher Kon-

zentration vergleichend zu dem des schwarzen Pfeffers (Piper nigrum L.) auf Filterpapier-

streifen aufgenommen. Dazu wurden Ethanolextrakte der gemahlenen Pfeffersorten angefer-

tigt, deren Filtrate auf Filterpapier (1 × 2 cm) aufgezogen und der Ethanol im Trockenschrank 

bei 38 °C verdampft, sodass die Sensorikproben von einem sensorisch geschulten Panel 

bewertet werden konnten. Die in Vorversuchen ermittelten Sinnes- und Geschmackseindrü-

cke scharf, tingling und bitter wurden dabei anhand einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) 

bis 5 (stark wahrnehmbar) in ihrer Intensität vergleichend gegen schwarzen Pfeffer evaluiert. 

Im Vergleich zur sensorischen Scharfqualität des schwarzen Pfeffers, der mit 5 bewertet 

wurde, besaßen weißer (4,1), grüner (3,8) und langer Pfeffer (2,7) sowie der Cubebenpfeffer 

(1,9) geringere Intensitäten (Abbildung 53). Neben der Schärfe konnte auch die tingelnde 

Note der unterschiedlichen Pfeffersorten gegeneinander gewichtet werden, wobei der weiße 

(1,1) im Vergleich zu dem langen (0,8), grünen (0,5), schwarzen (0,5) und Cubebenpfeffer 

(0,2) die höchste Intensität aufwies. Lediglich bei langem Pfeffer (0,2) und Cubebenpfeffer 

(0,4) konnte zusätzlich eine leichte Bitternote detektiert werden. Die fünf Extraktionsrück-

stände wurden dagegen durch das Sensorikpanel als sensorisch inaktiv bewertet, sodass die 

Ethanolextraktion bezüglich geschmacks- und sinnesaktiver Verbindungen als ausreichend 

angesehen werden konnte. 
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Abbildung 53: Vergleichende Profilanalysen zwischen schwarzem Pfeffer (Piper nigrum L.), 

weißem Pfeffer (Piper nigrum L.), grünem Pfeffer (Piper nigrum L.), langem Pfeffer (Piper 

longum L.) und Cubebenpfeffer (Piper cubeba L.). Die Fehlerbalken zeigen das Konfidenzinter-

vall (P = 95%) des Mittelwertes. 

 

Bei der sensorischen Beurteilung der Gesamtschärfe unterschiedlicher Pfeffersorten fiel ins-

besondere der schwarze Pfeffer (Piper nigrum L.) durch seine stark scharfe Note auf und 

wurde somit für die weiteren molekularsensorischen Experimente ausgewählt.  

 

4.2 Einfluss von Piperin auf die Gesamtschärfe 

In der Literatur wird Piperin (21, Abbildung 54) immer wieder als der Träger des scharfen 

sensorischen Eindrucks von Pfeffer beschrieben (Franke, 1997; Freist, 1991). Um den Bei-

trag, den Piperin zur Gesamtschärfe des schwarzen Pfeffers leistet, zu verdeutlichen, wurde 

die im Pfefferextrakt vorliegende natürliche Piperinkonzentration quantifiziert, auf Filterpapier 

aufgezogen und gegen einen Blindwert (minimale Schärfe = 0) und schwarzen Pfefferextrakt 

(maximale Schärfe = 5) von einem geschulten Sensorikpanel bewertet. Die Mitglieder des 

geschulten Panels stuften die Schärfe des darin natürlich enthaltenen Piperins bei 2,5 ein 

(Abbildung 54). 
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Abbildung 54: Sensorischer Vergleich des schwarzen Pfefferextraktes mit der darin natürlich 

vorliegenden Piperinkonzentration. Der Fehlerbalken zeigt das Konfidenzintervall (P = 95%) 

des Mittelwertes. 

 

Dieses sensorische Experiment zeigt, dass die Scharf-Intensität des schwarzen Pfefferex-

traktes nicht alleine durch den Gehalt an Piperin (21) zu erklären ist.  

Um weiterhin die Bedeutung anderer Pfefferinhaltstoffe auf den sensorischen Gesamtein-

druck des Pfeffers zu charakterisieren und zu vervollständigen, wurde im Folgenden eine 

Geschmacksverdünnungsanalyse des Ethanolextraktes von schwarzem Pfeffer durchge-

führt. 
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4.3 HPLC-Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC-GVA) des 

Ethanolextraktes 

Mit Hilfe der Geschmacksverdünnungsanalyse konnten in dem als scharf und tingling bewer-

teten Ethanolextrakt des schwarzen Pfeffers 41 Fraktionen mit Verdünnungsfaktoren von 2 

bis über 1024 wahrgenommen und lokalisiert werden. Hierzu wurde ein ethanolischer Pfeffe-

rextrakt mittels präparativer RP-HPLC in einzelne Fraktionen aufgetrennt, lyophilisiert, seriell 

1+1 in Ethanol verdünnt, auf Filterpapierstreifen aufgebracht und mittels des modifizierten 

„Half-Mouth“-Tests (Scharbert et al., 2004), wie unter 4.5.1 beschrieben, sensorisch verkos-

tet. Wie aus der Abbildung 55, in der die GV-Faktoren (rechte Seite) gegen das HPLC- 

Chromatogramm (linke Seite) aufgetragen sind, zu entnehmen ist, konnten neben den 32 

scharfen Fraktionen weitere 10 tingelnde Fraktionen detektiert werden. Die als scharf wahr-

genommene Fraktion 7 zeigte mit einem GV-Faktor von über 1024 die höchste Aktivität, ge-

folgt von den gleichfalls scharf wirkenden Fraktionen 5, 6, 9, 10, 11, 13, 33 und 37, welche 

mit GV-Faktoren von über 64 bewertet wurden. Die Fraktionen 10, 13 und 33 bis 40 wurden 

mit GV-Faktoren zwischen 2 und 32 neben scharf auch als tingelnd empfunden.  

Außerdem wiesen die Fraktionen 1 und 2 einen leicht bitteren Geschmack auf. Da bei dieser 

Arbeit das Hauptgewicht auf den scharf und tingelnd wirkenden Substanzen lag, wurden die 

Fraktion 1 und 2 nicht weiter analysiert.  
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Abbildung 55: RP-HPLC Chromatogramm (λ = 260 nm, linke Seite) und Geschmacksverdün-

nungsanalyse mit GV-Faktoren (rechte Seite) eines ethanolischen Pfefferextraktes. 

 

Neben den GV-Faktoren und sensorischen Qualitäten der einzelnen Fraktionen, sind deren 

Ausbeuten in Tabelle 7 aufgeführt. Die Ergebnisse der Ausbeuten in Tabelle 7 zeigen, dass 

Fraktion 7 neben dem höchsten GV-Faktor auch die höchste Ausbeute aufwies.  
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Tabelle 7: Ausbeuten, sensorische Qualität und GV-Faktoren des Ethanolextraktes des 

schwarzen Pfeffers. 

Fraktion Ausbeute [mg] sensorische Qualität GV-Faktor 

1 30,7 bitter 8 

2 23,1 bitter 4 

3 <1 scharf 16 

4 1,2 scharf 32 

5 45,1 scharf 128 

6 38,9 scharf 128 

7 188,1 scharf 1024 

8 3,8 - - 

9 <1 scharf 64 

10 12,3 scharf / tingling 64 / 32 

11 34,6 scharf 128 

12 1,7 scharf 32 

13 7,1 scharf / tingling 64 / 32 

14 5,1 scharf 2 

15 <1 scharf 16 

16 27,8 scharf 32 

17 1,5 scharf 16 

18 <1 scharf 2 

19 3,6 scharf 32 

20 3,2 scharf 32 

21 1,2 scharf 16 

22 <1 - - 

23 <1 scharf 8 

24 <1 - - 

25 3,1 scharf 32 

26 0,8 - - 

27 <1 scharf 2 

28 <1 - - 

29 <1 scharf 2 

30 <1 - - 

31 <1 scharf 4 

32 <1 scharf 8 
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33 2,3 scharf / tingling 64 / 8 

34 <1 scharf / tingling 16 / 2 

35 1,0 scharf / tingling 16 / 2 

36 <1 scharf / tingling 8 / 4 

37 7,6 scharf / tingling 128 / 32 

38 <1 scharf / tingling 16 / 8 

39 1,1 scharf / tingling 32 / 16 

40 <1 scharf / tingling 8 / 4 

41 <1 - - 

 

Um Einblicke in die molekulare Zusammensetzung der einzelnen sensorisch aktiven Fraktio-

nen zu gewinnen, wurde der Ethanolextrakt, wie im Folgenden beschrieben, polaritätsorien-

tiert aufgetrennt und mittels spektroskopischer Analysen identifiziert. 

 

 

4.4 Isolierung und Identifizierung sensorisch aktiver Inhaltsstoffe 

Um ausreichende Mengen der wertgebenden Pfefferinhaltsstoffe für deren molekulare Cha-

rakterisierung zu gewinnen, wurden Ethanolextrakte aus 500 g Pfefferkörnern angefertigt 

und mittels RP18-Material säulenchromatographisch vorgetrennt. Analog zum angewende-

ten Methanol/Wasser-Gradienten wurden die gewonnenen Fraktionen wie folgt bezeichnet: 

Fraktion A (70/30, v/v; Ausbeute: 11,6%), Fraktion A-II (80/20, v/v; Ausbeute: 71,6%), Frakti-

on B (90/10, v/v; Ausbeute: 10,1%) und Fraktion C (100/0, v/v; Ausbeute: 6,7%). Durch die 

säulenchromatographische Vortrennung lagen die Pfefferinhaltsstoffe in den Fraktionen A–C 

so vor, dass sie mittels präparativer HPLC isoliert und nach Gefriertrocknung per LC/MS- 

und NMR-Spektroskopie sowie durch Synthesen eindeutig in ihren Strukturen identifiziert 

werden konnten.  

Im vorliegenden Abschnitt der Arbeit wurden die Strukturidentifizierungen der detektierten 

Pfefferinhaltsstoffe, um die Übersichtlichkeit der Darstellung zu gewährleisten, entsprechend 

ihrer Elutionsreihenfolge in den RP-18-Fraktionen A–C aufgezeigt. Abschließend ist in der 

Diskussion unter 4.4.4 in Tabelle 8 eine weitere Zuordnung der identifizierten Verbindungen 

in Bezug auf das HPLC-Chromatogramm der GVA (Abbildung 55 und Tabelle 7) getroffen 

worden. 
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4.4.1 Identifizierung der sensorisch aktiven Inhaltsstoffe in Fraktion A 

Zur präparativen Isolierung der verschiedenen Inhaltsstoffe der Fraktion A wurde ein Aliquot 

der aus 500 g Pfefferkörnern gewonnen SPE-Fraktion mittels RP-18-Material in drei Subfrak-

tionen aufgetrennt. Die isolierten Fraktionen wurden, wie in Abbildung 56 aufgeführt, durch-

nummeriert. 

 

 

 

Abbildung 56: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 260 nm) der Fraktion A des schwarzen Pfeffer-

extraktes. 

 

Die Strukturaufklärung der einzelnen Subfraktionen, die mittels LC/MS- und NMR-

Spektroskopie sowie durch Synthese eindeutig erreicht wurde, wird im Folgenden beschrie-

ben. 

 

Identifizierung der Fraktion A1–A3 

Die Scharfstoffe der HPLC-Fraktionen A1, A2 und A3 der SPE-Fraktion A wurden spektro-

skopisch als Piperlonguminin (22), Piperylin (23) und Piperin (21) identifiziert.  

Mittels Cochromatographie konnte in einem ersten Identifizierungsexperiment der Fraktion 

A3 das Hauptamid des Pfeffers, Piperin (21), zugeordnet werden. Das typische UV/VIS-
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Absorptionsmaximum bei λmax = 348 nm (gemessen in Methanol) sowie ein Pseudomoleküli-

on [M+1]+ bei m/z 286  im positiven Electron Spray Ionisation Modus bestätigten die Identität 

von Piperin. Auch die Resonanzsignale im 1H-NMR-Spektrum stimmten mit den 19 Protonen 

des käuflich erworbenen Piperins überein (Abbildung 58). 

Obwohl die Verbindungen 22 und 23, anders als 21, Pseudomolekülionen von [M+1]+ bei 

m/z 274 und m/z 272 im ESI+-Modus aufwiesen, konnten in den MS2-Spektren (Abbildung 

57) gleiche Fragmentionen beobachtet werden. Analog zur Literatur (Sun et al., 2007 und 

Friedman et al., 2008) gaben die erhaltenen Fragmentierungsmuster der drei Verbindungen 

im MS2 weitere Aufschlüsse über deren Struktur. Resultierend aus den charakteristischen 

Abspaltungen des Isobutylamin- [M+H-73]+, Pyrolidin- [M+H-71]+ beziehungsweise Piperidin-

Restes [M+H-85]+, konnte übereinstimmend bei allen drei Substanzen die Bildung des Pro-

duktions bei 201 amu beobachtet werden. Neben dem Produktion bei m/z 201, ist auch 

m/z 135 ein eindeutiger Indiz für die Benzodioxol-Teilstruktur. Während das dominante Pro-

duktion bei m/z 201 dem in Abbildung 57 aufgeführten Ion zuzuordnen ist, entspricht m/z bei 

135 einem Methylbenzodioxolion [C8H7O2]
+. 

 

 

 

Abbildung 57: Vergleich der MS
2
-Spektren von Piperlonguminin (22), Piperylin (23) und Piperin 

(21) im positiven Modus (ESI
+
). 
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Um die Strukturen der drei Verbindungen weiter abzusichern, wurden 1D- und 2D-NMR-

Experimente durchgeführt und deren Spektren vergleichend ausgewertet. In Abbildung 58 

sind die 1H-NMR-Spektren der drei Analoga abgebildet. Dabei bestätigten die drei 1H-

Spektren der isolierten Substanzen den für Piperinanaloga charakteristischen Benzodioxol-

Grundbaustein. Das Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 6.08 ppm mit einer 

Intensität von 2 konnte beispielsweise, aufgrund der fehlenden Kopplungspartner im COSY-

Spektrum, bei allen drei Verbindungen den Protonen am Kohlenstoffatom C(1) zugeordnet 

werden. Auch die Long-Range-Kopplung zwischen dem Proton am Kohlenstoffatom C(3) 

und dem Kohlenstoffatom C(5) im HMBC kann in allen drei Spektrensätzen wieder gefunden 

werden. Dies gilt gleichfalls für die gemeinsame, spezifisch kleine Kopplungskonstante von 

1.5 Hz am H-(C3) ebenso wie am H-C(5), die typisch ist für eine Kopplung in Metastellung in 

einem aromatischen Ring (Hesse et al., 2005). 

 

 

 

Abbildung 58: 
1
H-NMR-Spektren von Piperlonguminin (22, 500 MHz), Piperylin (23, 400 MHz) 

und Piperin (21, 500 MHz) in DMSO-d6. 
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konnten. In den HMBC-Spektren konnten Kopplungen zwischen dem Proton am Kohlen-

stoffatom C(11) und Kohlenstoffatom C(12) festgestellt werden. Das jeweilige Proton am 

Kohlenstoffatom C(11) erzeugt im 1H-NMR ein Dublett bei der chemischen Verschiebung von 

~6,42 ppm und einer Kopplungskonstante von 15 Hz. Dieses Dublett konnte durch die Kopp-

lung des Protons mit dem Proton am Kohlenstoffatom H-C(10) im COSY erklärt werden, da 

in dem entstandenen Doppeldublett des Protons am Kohlenstoffatom H-C(10) die Kopp-

lungskonstante 15 Hz wieder gefunden werden konnte. 

Auch aus den Multipletts bei 6.82–6.98 ppm der Protonen H-C(8) und H-C(9) konnten Kopp-

lungskonstanten von 15 Hz herausgelesen werden. Folglich konnten die Konfigurationen der 

jeweiligen Doppelbindungen mit Hilfe der vicinalen 2J-(H,H)-Kopplungen zwischen H-C(8,9) 

und H-C(10,11) der drei Verbindungen mit Hilfe der Kopplungskonstanten (~15 Hz) als je-

weils trans-trans ständig ermittelt werden (Hesse et al., 2005). 

 

Unterschiede zeigen die drei 1H-NMR-Spektren, analog zu den MS-Spektren, bei den drei 

unterschiedlichen Basen. Der an Position 12 substituierte Rest von Piperylin (23) lässt auf-

grund seines charakteristischen Kopplungsmusters der Protonen H-C(13a)/ H-C(13b)/ H-

C(14a)/ H-C(14b) sowie des koppelnden Spin-Systems im COSY auf Pyrrolidin schließen. 

Bei dem Vergleich der 1H-NMR-Spektren von 23 und 21 konnte bei 21 ein zusätzliches Mul-

tiplett mit der Intensität von zwei Protonen gefunden werden, welches aufgrund der chemi-

schen Verschiebung bei 1.58 ppm und der Kopplung im COSY zur Position H-C(14a,b), der 

zusätzlichen Methylengruppe des Piperidins, zugeordnet werden konnte. 

Abweichend von 23 und 21 konnte für 22 die Isobutylamidstruktur mit den chemischen Ver-

schiebungen bei 2.96 ppm (t, 1H, H-C(1´)) und 0.85 ppm (d, 6H, H-C(3´,4´)) bestätigt wer-

den. Auch wenn hierdurch das Signal der zwei Methylenprotonen von H-C(1´) bei 2.96 ppm 

zu einem Pseudotriplett aufgespalten wird, ist es doch eigentlich ein Dublett vom Dublett, 

denn die beiden Kopplungskonstanten von H-C(1´) zu H-C(2´) und N-H sind identisch. Wei-

terhin ist das stark aufgespaltene Multiplett bei 1,79 ppm, das zu dem Proton H-C(2´) gehört 

und theoretisch ein tqq ist, sowie das Triplett bei 8.01 ppm (N-H) charakteristisch für die 

Isobutylamidstruktur des Piperlonguminins.  

Um Piperlonguminin und Piperylin abschließend in ihrer Struktur zu bestätigen, wurden die-

se, wie in Abbildung 59 dargestellt, ausgehend von Piperin synthetisiert. 
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Abbildung 59: Syntheseweg zur Darstellung von Piperlonguminin (22) und Piperylin (23). 

 

Dazu wurde Piperin, in Anlehnung an Venkatasamy et al. (2004) und Becker et al. (2009), 

alkalisch zur Piperinsäure verseift und anschließend mittels einer modifizierten Methode 

nach de Paula et al. (2000) mit Thionylchlorid in trockenem Tetrahydrofuran zum Säurechlo-

rid umgesetzt. Im nächsten Schritt wurde Piperinsäurechlorid entweder mit Isobutylamin oder 

mit Pyrrolidin zu Piperlonguminin beziehungsweise Piperylin überführt. Zur Reindarstellung 

der Verbindungen für NMR- und LC-MS/MS-Experimente wurden die Säureamide mittels 

Festphasenextraktion von ihren Edukten abgetrennt und in 98% Reinheit erhalten. Die mas-

sen- und kernresonanzspektroskopischen Daten der isolierten Substanzen aus den Fraktio-

nen A1 und A2 sowie der synthetisierten Verbindungen stimmten überein, sodass neben 

Piperin (21) auch Piperylin (23) und Piperlonguminin (22) eindeutig identifiziert werden konn-

ten. Sämtliche Verbindungen wurden in der Vergangenheit zahlreiche Male aus Piper nigrum 

L. isoliert und in ihrer Struktur bestätigt (z. B.: Oersted, 1820; Landenburg, 1894; Grewe et 

al., 1970; Hashimoto et al., 1996; Wei et al., 2004; Lin et al., 2007; Okumura et al., 2010). 

 

4.4.2 Identifizierung der sensorisch aktiven Inhaltsstoffe in Fraktion B 

Zur Isolierung der Scharfstoffe aus Fraktion B wurde, analog zu den Untersuchungen der 

Fraktion A, ein Aliquot der RP-18-Fraktion mittels RP-HPLC in 11 Subfraktionen aufgetrennt. 

Die isolierten HPLC-Fraktionen wurden, wie in Abbildung 60 aufgeführt, nummeriert. Die 

Identifizierung der einzelnen Subfraktionen aus Fraktion B ist im Folgenden beschrieben. 
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Abbildung 60: RP-HPLC-Chromatogramm (λ=260 nm) der Fraktion B des schwarzen Pfefferex-

traktes. 

 

Identifizierung der Fraktionen B1 und B2 

Es gelang aus den Fraktionen B1 und B2 jeweils eine scharf wirkende Verbindung präparativ 

zu isolieren (B1=24; B2=25). Bei der massenspektrometrischen Überprüfung (ESI+-Modus) 

zeigte die Substanz aus der HPLC-Fraktion B1 ein intensives Quasimolekülion [M+H]+ bei 

m/z 298 (100%) und 25 bei [M+H]+ m/z 312 (100%). Die Betrachtung der 13C-NMR-Spektren 

erbrachte für 24 die Existenz von 18 Kohlenstoffatomen, für 25 dagegen 19. Unter Zuhilfen-

ahme des Protonen- und DEPT-Spektrums ließen sich fünf Methylen- und neun Methin-

Gruppen für 24 identifizieren. Die Verbindung aus B2 besaß hingegen eine zusätzliche Me-

thylengruppe bei δC 24.5 ppm [C(17)]. Daneben waren bei beiden Molekülen vier quartäre 

Kohlenstoffatome zu finden. Die Zahl der Kohlenstoff- und Wasserstoffatome sowie die un-

geraden Molmassen der Substanzen ließen dabei auf die Anwesenheit eines Stickstoffatoms 

pro Molekül schließen. Demnach lauten die Summenformeln für 24 C18H19NO3 und für 25 

C19H21NO3. Bei der LC-MS/MS-Analyse der Fraktionen zeigten sich, ähnlich wie bei 21 und 

23, die Abspaltungen der zwei unterschiedlichen Basen, mit Massenverlusten von 71 Da für 

den Pyrolidin- (24) beziehungsweise 85 Da für den Piperidin-Rest (25). Abweichend zum 
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heiten höhere Molekülmasse. Daher wurde vermutet, dass 24 und 25 die Heptatriensäure-

analoga der Verbindungen, Piperolein und Piperettin, darstellen (Abbildung 61). 

Zur Bestätigung der Strukturen erfolgte die Synthese von Piperolein (24) und Piperettin (25) 

in Anlehnung an ein von Venkatasamy et al. (2004) beschriebenes Verfahren über eine Al-

dolkondensation von Piperonal an 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-piperidin beziehungsweise 1-

[(2E,4E)-Hexadienoyl]-pyrrolidin (Abbildung 61). Zur Darstellung von 1-[(2E,4E)-

Hexadienoyl]-piperidin und 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-pyrrolidin wurde dazu zunächst die Car-

bonylfunktion der Sorbinsäure mit Thionylchlorid (SOCl2) in das Säurechlorid überführt. In 

einem weiteren Schritt erfolgte die Umsetzung des Alkylchlorides mit den Basen Piperidin 

beziehungsweise Pyrrolidin. 

 

 

 

Abbildung 61: Syntheseweg zur Darstellung von Piperolein (24) und Piperettin (25). 

 

Ein Vergleich der erhaltenen spektroskopischen und chromatographischen Daten der syn-

thetisierten Verbindungen mit den Substanzen aus Fraktion B1 und B2 bestätigte die Vermu-

tung, dass es sich bei diesen Verbindungen um Piperolein (24) und Piperttin (25) handelt, die 

beide als Pfefferinhaltsstoffe bekannt sind (z. B. bei Spring und Stark, 1950; Wei et al., 

2004). 
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Identifizierung der Fraktionen B3–B5 

Die HPLC-Fraktionen B3–B5 aus der SPE Fraktion B, aus denen die Verbindungen 26–28 

gewonnen werden konnten, wiesen alle identische UV-Spektren mit Maxima bei λmax = 

264 nm auf. Auch im MS/MS-Spektrum war diesen Verbindungen ein Tochterion bei m/z 135 

gemeinsam, sodass von einer Benzodioxol-Teilstruktur ausgegangen werden konnte (Sun et 

al., 2007; Friedman et al., 2008). Für das Piperin-Analogum 26 wurde mittels LC/MS ein Mo-

lekulargewicht von 327 Da ermittelt, dessen ungerade Masse ebenfalls auf ein Stickstoffatom 

im Molekül hinweist. Diese Vermutung wurde durch das 1H-NMR-Experiment bestätigt, aus 

dem ein Triplett bei δH 7.92 ppm mit dem Integral von einem Wasserstoffatom, das charakte-

ristisch ist für acide NH-Gruppen, ausgemacht werden konnte. Aufgrund der chemischen 

Verschiebungen bei δH 0.83 ppm [d, 6H, J=7.2 Hz, H-C(3´, 4´)], δH 1.66–1.70 ppm [m, 1H, H-

C(2´)], δH 2.93 ppm [t, 2H, J= 6.0 Hz, H-C(1´)] und δH 7.92 ppm [t, 1H, J=5.7 Hz, N-H] konnte 

der Verbindung 26 aus B3 die Isobutylamin-Teilstruktur zugeordnet werden. Weiterhin konn-

ten im 1H-NMR-Spektrum die Benzodioxol-Teilstruktur der Verbindung durch das charakteris-

tische AMX-Spinsystem im tiefen Feld der aromatischen Protonen des B-Rings bestätigt 

werden. Typisch für eine Benzodioxol-Teilstruktur wurde für das Proton am Kohlenstoffatom 

H-C(5) neben der Long-Range-Kopplung zu dem Kohlenstoffatom C(3) auch eine spezifisch 

kleine Kopplungskonstante von 1.2 Hz festgestellt. Diese Größe der Kopplungskonstante ist 

charakteristisch für eine Kopplung in Metastellung in einem aromatischen Ring (Hesse et al., 

2005). Im olefinischen Bereich waren weitere vier Signalgruppen zu erkennen, die neben der 

trans/trans-ständigen 13,15-Dienamidstruktur auch der trans konfigurierten Doppelbindung 

zwischen C(8) und C(9) zugeordnet werden konnten. Abweichend zu den Verbindungen aus 

Fraktion B1 und B2 konnten zwei weitere Methylengruppen zwischen den soeben beschrie-

benen Doppelbindungen mittels 2,3JC,H-HMQC- und 1JH,H-COSY-Experimenten ausgemacht 

werden. Die eindeutige Zuordnung der Kohlenstoff- und Wasserstoffsignale erfolgte mittels 

1JC,H-HMQC- und 2,3JC,H-HMQC-Experimenten und erbrachte die in Abbildung 62 abgebildete 

Struktur des Retrofractamides A (26), das auch von Park et al. (2002) oder von Okumura et 

al. (2010) aus Piper nigrum L. isoliert wurde.  
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Abbildung 62: Strukturen von Retrofractamid A (26), 1-[1-Oxo-9(3,4-methylenedioxyphenyl)-

2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin (27) und Dehydropipernonalin (28). 

 

Das breitbandentkoppelte 13C-NMR-Spektrum der Verbindung aus Fraktion B4 (27) zeigte, 

genauso wie Retrofractamid A (26), insgesamt 20 Signale zwischen δC 24.3 ppm und 

164.2 ppm. Die Integration der Protonensignale im 1H-NMR-Spektrum lieferte jedoch mit 25 

zwei Wasserstoffatome weniger. Das 1H-NMR-Spektrum von Verbindung 27 brachte ähnli-

che Resonanzsignale wie das des Retrofractamids A hervor. Insbesondere die Benzodioxol- 

sowie die Methyl- und Methingruppen der aliphatischen Teilstruktur von C(8) bis C(15) konn-

ten analog zugeordnet werden. Ein Vergleich der mittels homo- und heteronuklearen δ,δ-

Korrelationsexperimenten (COSY, HMBC, HMQC) erhaltenen NMR-Signale erbrachte, dass 

die Verbindung B4 weder einen Isobutylaminrest noch ein Proton am Stickstoff aufweist. 

Stattdessen wurden zwei zusätzliche Tripletts bei den chemischen Verschiebungen δH 

3.22 ppm, [t, 2H, J=6.8 Hz, H-C(17 b)] und δH 3.47 ppm [t, 2H, J=6.8 Hz, H-C(17a)] wie auch 

ein Multiplett bei δH 1.73–1.91 ppm [m, 4H, H-C(18a, b)] beobachtet. Aufgrund des charakte-

ristischen Kopplungsmusters dieser Protonen im COSY- und im HMBC-Spektrum konnten 

die Protonen dem am Kohlenstoffatom C(16) substituierten Pyrrolidinring zugeordnet wer-

den. Besonders die Methylengruppen C(17a,b) und C(18a,b) des Pyrrolidinringes waren gut 

im DEPT-Spektrum als Methylen-Gruppen zu erkennen (Abbildung 63). Auf Basis der ermit-

telten NMR und MS-Daten, die mit den Literaturdaten von Wei et al. (2004) übereinstimmten, 

konnte die Verbindung aus der Fraktion B4 somit als 1-[1-Oxo-9(3,4-methylenedioxyphenyl)-

2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin (27) identifiziert werden.  

 

R=

Nr. 26 27 28
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Abbildung 63: DEPT-Spektrum von 1-[1-Oxo-9(3,4-methylendioxyphenyl)-2E,4E,8E-

nonatrienyl]-pyrrolidin (27). 

 

Die dritte als farbloser Feststoff isolierte Verbindung (28) lieferte ein Quasimolekülion [M+H]+ 

bei m/z 340 und somit eine um 12 Da höhere Masse als Retrofractamid A (26). Eine Abspal-

tung von 85 amu im MS2 sowie der Vergleich der MS/MS-Daten mit Literaturspektren (Sun et 

al., 2007) ließ vermuten, dass es sich bei dieser Substanz um Dehydropipernonalin, ein 

Piperidin-Analogon der Verbindung 26, handelt. Zur weiteren Strukturcharakterisierung und 

um den vorgeschlagenen Säurerest zu bestätigen, wurden diverse 1D- und 2D-NMR-

Experimente durchgeführt. Das 1H-NMR-Spektrum der aus Fraktion B5 isolierten Verbindung 

zeigte zehn Resonanzsignale, die nicht nur mit der Benzodioxol-Teilstruktur, sondern auch 

mit dem aliphatischen Zwischenstück von H-C(8) bis H-C(15) der Substanzen 26 und 27 

korrelierten. Zusätzlich wurden drei Protonensignale bei δH 1.35–1.68 ppm [m, 2H, H-C(19)], 

δH 1.55–1.61 ppm [m, 4H, H-C(18a, b)] und δH 3.45–3.50 ppm [m, 4H, H-C(17a, b)] von fünf 

Methylengruppen detektiert, deren 1H/1H-Spinsystem mit der Protonenfolge H-C(17a)/H-
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C(18a)/H-C(19)/H-C(18b)/ H-C(17b) im COSY-Experiment dem vermuteten Pyrrolidinrest 

entsprach und die in Abbildung 62 dargestellte Struktur 28 bestätigte. Dehydropipernonalin 

(28) wurde auch von Lee et al. (2006) aus einem Methanolextrakt der getrockneten Pfeffer-

früchte (Piper nigrum L.) isoliert und mittels NMR-spektroskopischen Techniken analysiert. 

 

Identifizierung der Fraktion B7 

Wie die zuvor beschriebenen Amide wurde die Verbindung 29 aus Fraktion B7 präparativ 

isoliert und als weiße Kristalle gewonnen. Das UV-Spektrum dieser Substanz wich mit einem 

Maximum bei λmax = 268 nm von denen der Säureamide 21–23 ab und deutete auf ein Mo-

noenamid hin. Bei der LC/MS-Analyse zeigte 29 ein intensives Ion des Typs [M+H]+ bei m/z 

342 und die typische Abspaltung von 85 amu im MS/MS-Spektrum deutete auf eine Piperi-

dinbase im Molekül hin. Anhand des Benzodioxolfingerprints im 1H-NMR-Spektrum war deut-

lich zu erkennen, dass diese Verbindung ein Analogon zu den bisher charakterisierten Säu-

reamidstrukturen darstellte. Neben der Säureamidfunktion konnte vor allem auch die Piperi-

din-Teilstruktur mit Signalen bei δH 1.36–1.48 ppm, 1.48–1.61 ppm und 3.43 ppm der Verbin-

dungen bestätigt werden. Auch das Kohlenstoffatom C(16) bei δC 164 ppm sowie dessen 

quartärer Charakter im HMQC bestätigte die Amidbindungen der Substanz. Im olefinischen 

Resonanzbereich des Protonenspektrums konnten die Signale der Protonen H-C(14) und H-

C(15) ausfindig gemacht werden, die jeweils mit einer Kopplungskonstante von 15.1 Hz, ent-

sprechend einer E-Konfiguration der Doppelbindungen, miteinander koppelten. Die intensive 

heteronucleare Kopplung der Protonen H-C(14) und H-C(15) zum C(16) im HMBC- sowie die 

homonucleare 1H-1H-Kopplung im COSY-Spektrum von H-C(14) zur Methylengruppe H-

C(13) verifizierte die Monoenamidstruktur. Für das quartäre Kohlenstoffatom an Position 

C(4) wurde außerdem eine Long-Range-Kopplung mit den olefinischen Protonen der Koh-

lenstoffatome H-C(8) und H-C(9) im HMBC festgestellt. Die Kopplungskonstante von 15.6 Hz 

zwischen den Protonen H-C(8) und H-C(9) zeigte an, dass diese miteinander trans verknüpft 

waren. Alle weiteren Kopplungen der Methylengruppen H-C(10)-H-C(13) untereinander wur-

den ebenfalls aus den COSY- und HMBC-Spektren herausgelesen und sind in Abbildung 64 

aufgeführt. 
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Abbildung 64: Die wichtigsten COSY- (A) und HMBC-Kopplungen (B) von Pipernonalin (29). 

 

Abweichend von den bisher beschriebenen Amiden 26–28 wies 29 in der Alkylketten-

Teilstruktur eine Doppelbindung weniger auf. Bei der Verbindung 29 handelte es sich also 

um Pipernonalin, dessen Struktur in Abbildung 64 dargestellt ist. Während Wu et al. (2004) 

und Lee et al. (2006) Pipernonalin aus Piper longum L. isolierten, konnten Wei et al. (2004) 

29 aus den Wurzeln von Piper nigrum L. spektroskopisch identifizieren. 

 

Identifizierung der Fraktion B8 

Analog zu Retrofractamid C und Pipernonalin wurde auch die Verbindung (30) aus B8 spekt-

roskopisch in ihrer Struktur geklärt. Das LC/MS-Spektrum zeigte neben dem Ion [2M+H]+ bei 

m/z 687 (100%) auch das Quasimolekülion [M+H]+ bei m/z 344 (86%). Im Tochterionenspek-

trum wurde das Ion bei m/z 259 (100%) beobachtet, das dem für Pyrrolidinabspaltungen ty-

pischen Massenverlust von 85 amu entsprach [M+H-85]+.  

Da das breitbandentkoppelte 13C-NMR-Spektrum insgesamt 21 Signale zwischen δC 

24.6 ppm und 170.5 ppm zeigte und die Integration der Protonensignale im 1H-NMR-

Spektrum 29 Wasserstoffatome lieferte, konnte die Summenformel C21H29NO3 bestimmt 

werden. Sowohl diese Summenformel als auch die Massendifferenz von zwei Da entsprach 

Piperolein B (30), dem Dihydroderivat von Pipernonalin (29).  

 

 

 

Abbildung 65: Struktur von Piperolein B (30). 
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Der Vergleich des 13C-NMR-Spektrums mit dem DEPT-Experiment ermöglichte die Zuord-

nung von 12 Methylensignalen, fünf Methinsignalen sowie von den Signalen vier quartärer 

Kohlenstoffatome. Anders als bei Pipernonalin wies Verbindung 30 neben den drei Methin-

gruppen des Bezodioxolringes nur eine weitere Doppelbindung auf. Entsprechend der zuvor 

erwähnten Doppelbindung wurde aus dem olefinischen Resonanzbereich nicht nur ein Mul-

tiplett bei δH 6.08–6.18 ppm [1H, H-C(9)], sondern auch ein Dublett bei δH 6.29 ppm [1H, 

J=15.2 Hz, H-C(8)] herausgelesen, deren Kopplungskonstante auf eine trans-Verknüpfung 

schließen ließ. Die Konnektivität der Protonen H-C(8) und H-C(9) mit C(4) der Benzodioxol-

teilstruktur im HMBC ließ eine eindeutige Bestimmung der Lage der Doppelbindung zu und 

führte zu der in Abbildung 65 abgebildeten Struktur des Piperolein B (30). Die spektroskopi-

schen Daten korrelierten gut mit den von Wei et al. (2004) und Lee et al. (2006) publizierten 

Werten. 

 

4.4.3 Identifizierung der sensorisch aktiven Inhaltsstoffe in Fraktion C 

Zur präparativen Isolierung und Strukturaufklärung der scharf und tingelnd wirkenden Ver-

bindungen des ethanolischen Pfefferextraktes, wurde ein Aliquot der SPE-Fraktion C aus 4.4 

mittels RP-HPLC in 9 Subfraktionen aufgetrennt und wie in Abbildung 66 aufgeführt numme-

riert. Die entwickelte Isolierungsmethode gestattete es, die im Folgenden aufgeführten Ver-

bindungen mittels diverser spektroskopischer Techniken zu identifizieren. 

 

 

Abbildung 66: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 260 nm) der Fraktion C des schwarzen Pfeffer-

extraktes. 
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Identifizierung der Fraktionen C1 und C2 

Aus den Fraktionen C1 und C2 gelang es, jeweils eine scharf wirkende Verbindung zu isolie-

ren, deren HPLC/DAD-Analyse ähnliche Absorptionsspektren mit Maxima im Bereich von 

λmax= 260 nm hervorbrachte. Die LC-MS Analyse ergab für die beiden Verbindung (31 und 

32) Quasimolekülionen [M+1]+ bei m/z von 384 für die Verbindung 31 aus Fraktion C1 und 

m/z 382 für die Verbindung 32 aus Fraktion C2. Eine Abspaltung von 73 Da für 31 und eine 

von 71 Da für 32 wurde ermittelt, sodass in beiden Spektrensätzen die Tochterionen m/z 311 

zu finden waren, die jeweils mit der Abspaltung eines Isobutylamin- beziehungsweise Pyrro-

lidinrestes korrelierten (Abbildung 67). Weiterhin konnten in beiden MS/MS-Spektren, die in 

Abbildung 67 aufgeführt sind, die charakteristischen Methylbenzodioxol- und Propenylben-

zodioxolionen bei m/z 135 und m/z 161, die bereits von Sun et al. (2007) diskutiert wurden, 

beobachtet werden. Daraus ergaben sich folglich Molekulargewichte von 383 Da für die Ver-

bindung aus Fraktion C1 und 381 Da für die Verbindung aus Fraktion C2, die gut mit den 

Strukturen von Guineensin (31) und Brachymid A (32) übereinstimmten (Abbildung 68).  

Anhand des Benzodioxolfingerprints in den 1H-NMR-Spektren war deutlich zu erkennen, 

dass beide Verbindungen Analoga zu den bisher charakterisierten Pfefferstrukturen darstell-

ten. Neben der Säureamidfunktion konnte vor allem auch die Isobutylamin- beziehungsweise 

Pyrrolidin-Teilstruktur der beiden Verbindungen bestätigt werden. Analog den zuvor be-

schriebenen 2,4-Dienamiden ließen sich auch hier aus den Signalen der Protonen H-C(16) 

bis H-C(19) zwei trans-Verknüpfungen (J=15 Hz und J=16 Hz) herauslesen. Weiterhin konn-

te in beiden 1H-NMR-Spektren eine weitere olefinische Doppelbindung mit chemischen Ver-

schiebungen von δH 6.02–6.12 ppm [m, 2H, J=15.9, H-C(9, 16)] und δH 6.31 ppm [d, 1H, 

J=16.1 Hz, H-C(8)] für C1, beziehungsweise δH 6.06–6.12 ppm [m, 2H, m, J=15.8 Hz, H-C(9, 

16)] und δH 6.28 ppm [d, 1H, J=16.0 Hz, H-C(8)] für C2 beobachtet werden. Anhand der bei-

den Kopplungskonstanten J=15.9 Hz und J=15.8 Hz wurde auf die jeweilige trans-

Konfiguration der Doppelbindungen geschlossen. Die Konnektivität der Protonen H-C(8) und 

H-C(9) mit C(4) der Benzodioxol-Teilstruktur im HMBC ließ, analog zu Piperolein B, eine ein-

deutige Bestimmung der Lage der Doppelbindungen zu. 
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Abbildung 67: MS/MS-Spektren von Guineensin (A, 31) und Brachyamid A (B, 32). 
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Die Kreuzsignale sowohl von H-C(9) zu H-C(10) wie auch von H-C(16) zu H-C(15) erlaubten 

den ersten Schritt für die Zuordnung der Alkylketten-Teilstruktur H-C(10–15). Kennzeichnend 

für Alkyl-Teilsysteme führten starke Kreuzsignale im homonuclearen COSY- genauso wie im 

heteronuclearen HMBC-Experiment zur Zuordnung der restlichen sechs Methylen-Gruppen. 

 

 

 

Abbildung 68: Strukturen von Guaneensin (31) und Brachyamid A (32). 

 

Durch die Übereinstimmung der massenspektrometrischen und NMR-Daten mit Werten aus 

der Literatur (Koul et al., 1988; Tsukamoto et al., 2002; Park et al., 2002; Morikawa et al.; 

2004, Wu et al., 2004 und Sun et al., 2007) konnten Verbindung 31 und 32 als Guineensin 

und Brachymid A in ihrer Struktur bestätigt werden.  

 

Identifizierung der Fraktionen C3, C4 und C5 

Die während der HPLC/DAD-Messungen aufgenommenen UV-Spektren der Substanzen 

33a/b bis 35a/b wiesen identische Absorptionsmaxima bei λmax= 260 nm auf, die charakteris-

tisch sind für 2,4-Dienamid-Chromophore. Die Strukturaufklärung der Pfefferamide 33a/b bis 

35a/b durch spektroskopische Methoden soll zunächst exemplarisch an dem größten Peak 

C4 (ein Gemisch aus Verbindung 33a und 33b) gezeigt werden.  

Bei der massenspektrometrischen Überprüfung (ESI+-Modus) zeigte die Substanzmischung 

aus der HPLC-Fraktion C3 ein intensives Quasimolekülion [M+H]+ bei m/z 334 Da und 

[M+Na]+ bei m/z 356 Da. Die ungerade Molmasse der Substanzen sowie die Ergebnisse der 

hochauflösenden Massenspektroskopie (m/z 334.3110 [M+H]+; C22H40NO3) induzierten für 

beide Verbindungen die gleiche Masse sowie die Anwesenheit eines Stickstoffatoms pro 

Molekül. 

R=

Nr. 31 32
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Die NMR-spektroskopische Analyse der Mischung aus 33a und 33b erbrachte für beide 

Substanzen identische 1H-NMR-Verschiebungen und lediglich geringfügige Verschiebungs-

änderungen im 13C-Spektrum. Exemplarisch soll im Folgenden zunächst die mengenmäßig 

dominierende Verbindung 33a vorgestellt werden. 

Das breitbandentkoppelte 13C-NMR-Spektrum zeigte 22 dominierende Signale zwischen δC 

13.8 ppm und 165.2 ppm und die Integration der Protonensignale im 1H-NMR-Spektrum lie-

ferte 39 Wasserstoffatome. Das breite Triplett bei δH 7.91 ppm im 1H-NMR-Spektrum mit dem 

Integral von einem Wasserstoffatom ist typisch für acide NH-Gruppen und weit ins Tieffeld 

verschoben. Unter Berücksichtigung der Molekülmasse von 333 Da wurde damit die Sum-

menformel C22H39NO berechnet, welche mit der in Abbildung 69 dargestellten Struktur korre-

liert.  

 

 

 

Abbildung 69: Struktur und 
1
H-NMR-Spektrum von (2E,4E,13Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,13-

trienamid (33a), isoliert aus C3. 
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In Abbildung 69 ist weiterhin das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung dargestellt, aus dem 

sich drei terminale Methylgruppen bei δH 0.83 ppm und δH 0.83–0.87 ppm, zwölf Methylen-

signale in der Region von δH 1.22–1.31 ppm und drei disubstituierte Doppelbindungen im 

olefinischen Bereich herauslesen ließen. 

Ausgehend von den Resonanzen bei δH 0.83 ppm [d, 6H, J=6.6 Hz, H-C(3´,4´)], δH 1.62–

1.73 ppm [m, 1H, H-C(2´)], δH 2.93 ppm [t, 2H, J=6.6 Hz, H-C(1´)] und δH 7.91 ppm [t, 1H, 

J=5.6 Hz, N-H] konnte der Verbindung 33a aus C3 zunächst die Isobutylamin-Teilstruktur, 

wie bereits bei den Piperinanaloga vorgestellt, zugeordnet werden. Sowohl das Signal der 

Carbonylgruppe bei δC 165.2 ppm (C(1)) im 13C-NMR-Spektrum und dessen quartärer Cha-

rakter im HMQC als auch das zu einem Triplett aufgespaltene Proton der Amidbindung bei δH 

7.91 ppm [t, 1H, J=5.6 Hz, N-H] bestätigten die offenkettige Säureamidstruktur. Besonders 

die Verknüpfung des Isobutylaminrestes mit dem Fettsäurerest über eine Säureamidbindung 

waren gut aus den COSY- und HMBC-Spektren herauszulesen (vgl. Abbildung 70). Nicht nur 

die intensiven Kopplungen des Protons an Position H-N zu H-C(1´) im COSY, sondern auch 

die heteronuclearen Kopplungen von H-C(1´), H-N, H-C(2) sowie H-C(3) zu C(1) sind hier 

hervorzuheben.  

 

 

 

Abbildung 70: Ausschnitte aus den HMBC- (A) und COSY-Spektren (B) der Verbindung (33a) 

aus Fraktion C3. 
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Für die Identifizierung des Fettsäurerestes wurde die Carboxylfunktion als Startpunkt ge-

wählt. Die intensive heteronucleare Kopplung der olefinischen Protonen H-C(2) und H-C(3) 

zum C(1) im HMBC- sowie die homonucleare 1H,1H-Kopplung im COSY-Spektrum von H-

C(3) zu H-C(4) verifizierten die 2,4-Dienamidstruktur in direkter Nachbarschaft zu der Säu-

reamidfunktion. Aufgrund der hohen Kopplungskonstanten der vier olefinischen Protonen bei 

δH 5.92 ppm [d, 1H, J=15.5 Hz, H-C(2)], δH 6.00–6.07 ppm [m, 1H, H-C(5)], δH 6.15 ppm [dd, 

1H, J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-C(4)], δH 6.96 ppm [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-C(3)] wur-

de auf deren trans/trans-Konfiguration geschlossen. Wie es für α,β-ungesättigte Car-

bonylgruppen charakteristisch ist, wurde das Signal von H-C(3) durch den elektronenziehen-

den Einfluss der Carbonylgruppe bei δH 6.96 ppm sehr weit ins Tieffeld verschoben. Durch 

die Aufspaltung von H-C(6) zum Dublett vom Triplett [J=7.3 Hz] war eine weitere Doppelbin-

dung zwischen H-C(6) und H-C(7) ausgeschlossen. Typisch für langkettige Alkylsysteme 

koppelten die Methylengruppen im HMBC- und COSY-Spektrum von H-C(6) bis H-C(12). 

Das Pseudotriplett bei δH 5.31 ppm [pt, 2H, J=4.9 Hz, H-C(13, 14)] deutete neben den trans-

α,β,γ,δ-olefinischen Protonen noch auf ein weiteres konjugiertes Doppelbindungssystem mit 

abweichender Konfiguration im hinteren Teil der Verbindung. 

Die Aufspaltung der Protonen an Position H-C(13) und H-C(14) zu einem Pseudotriplett im 

1H-NMR-Spektrum ist durch deren Kopplungen zu den jeweils benachbarten CH2-Gruppen 

zu erklären, denn die 1J-Kopplung beträgt circa die Hälfte der 3J-cis-Kopplung, sodass beide 

Kopplungsanteile der 3J-Gruppe zusammenfielen.   

Das Kohlenstoffatom bei δC 13.8 ppm und das Multiplett bei δH 0.83–0.87 ppm wurde im 

HMQC-Spektrum eindeutig als Methylgruppe C(18) identifiziert. Ausgehend von dieser an 

eine langkettige Alkylkette gebundene Methylgruppe koppelten die Signale der Methylen-

gruppen H-C(17) bis H-C(15) sowohl im homonuclearen COSY- als auch im heteronuclearen 

HMBC-Spektrum charakteristisch miteinander. 

Zur Verifizierung der Position der cis-ständigen Doppelbindung an Position C(13)/C(14) wur-

de in Anlehnung an Bauer (2002) Fraktion C3 mit Ozon behandelt. Die über mehrere Stufen 

entstehenden Ozonide wurden reduktiv mit Triphenylphosphin gespalten und die resultieren-

den Aldehyde abschließend mittels GC-MS identifiziert (Becker et al., 2009). Das bei der 

massenspektrometrischen Messung detektierte Pentanal ermöglichte die eindeutige Zuord-

nung der Doppelbindungsposition zwischen Kohlenstoffatom C(13) und C(14) (Abbildung 

71). Neben dem Pentanal wurde zusätzlich Hexanal identifiziert. Beide Verbindungen lagen 

im Verhältnis 4,6:1 (Pentanal:Hexanal) vor. Um zu überprüfen, ob bei der Ozonolyse von 

33a/b beide Aldehyde gebildet wurden, wurde cis-Vaccensäure als Referenzsubstanz analog 

mit Ozon umgesetzt. Da aus der Ozonisierung der cis-Vaccensäure lediglich Heptanal her-
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vorging, wurde davon ausgegangen, dass Fraktion C3 neben Verbindung 33a, bei der die 

cis-ständige Doppelbindung an Position C(13)/C(14) vorliegt, zusätzlich Substanz 33b, bei 

der die Doppelbindung an Position C(12)/C(13) zu finden ist, beinhaltete.  

 

 

 

Abbildung 71: Ozonolyse von 33a/b (A) und GC-MS-Chromatogramme mit den dazugehörigen 

Massenspektren (CI; Isobutan) von Pentanal (B und C) sowie von Hexanal (D und E). 
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Die zusätzlich zu findenden 13C-NMR-Signale bei δC 31.1 ppm [C(16b)] und δC 22.1 ppm 

[C(17b)] bestätigten die Anwesenheit von 33b in Fraktion C3. Auch die Verhältnisse nach 

Integration der 13C-Signale der Positionen C(16a) und C(16b) in einem komplett relaxierten 

13C-NMR-Spektrum bestätigten das 4,5:1 Verhältnis von 33a zu 33b in der Fraktion C3 

(Abbildung 72). 

 

 

Abbildung 72: Strukturen von (2E,4E,13Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,13-trienamid (A, 33a) und 

(2E,4E,12Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,12-trienamid (B, 33b) sowie einem Ausschnitt aus dem 
13

C-

NMR-Spektrum beider Verbindungen, das die Integration der 
13

C-Signale an Position C(16) von 

A und B wiedergibt . 

 

Bei den Verbindungen aus Fraktion C3 handelte es sich folglich um (2E,4E,12Z)-N-Isobutyl-

octadeca-2,4,12-trienamid (33b), das bereits zuvor von Wei et al. (2004) aus schwarzem 

Pfeffer isoliert wurde, sowie um (2E,4E,13Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,13-trienamid (33a), das 

erstmals im Rahmen der vorliegenden Arbeit in schwarzem Pfeffer identifiziert wurde.  
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Die Molekülmassen der isolierten Substanzen 34a/b und 35a/b aus C4 und C5 wurden in der 

HPLC-MS Analyse über die Quasimolekülionen [M+H]+ bei m/z 332 [100%] für 34a/b und 

[M+H]+ bei m/z 346 [100%] für 35a/b bestimmt. Im Vergleich der 1H-NMR-Spektrensätze mit 

33a/b konnte für die Verbindungen aus den Fraktionen C4 und C5 ebenfalls eine Alka-

midstruktur angenommen werden. Zur Absicherung der vorgeschlagenen Alkamidstrukturen 

(Abbildung 73) wurden anschließend weitere 1D- und 2D-NMR-Experimente durchgeführt.  

 

 

 

Abbildung 73: Strukturen der Verbindungen 1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienyl)-pyrrolidin (34a), 1-

(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)-pyrrolidin (34b), 1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienyl)-piperidin (35a) 

und 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)-piperidin (35b). 

 

Durch Vergleiche der spektroskopischen Daten der Verbindungen 34a/b und 35a/b aus 

Fraktion C4 und C5 mit den Spektrensätzen von 33a/b wurde in allen drei Fraktionen je eine 

Zweiermischung mit den gleichen Fettsäureresten identifiziert. Auch der Aldehydnachweis 

nach Ozonolysen der Verbindungen 34a/b und 35a/b erbrachte sowohl Pentanal, als auch 

Hexanal. Während bei den Verbindungen 34a/b das Verhältnis bei 3:1 (Pentanal:Hexanal) 

lag, betrug es bei 34a/b 1,8:1 (Pentanal:Hexanal). 

Ein Vergleich der beiden 13C-NMR-Spektren der Fraktionen C4 und C5 mit den jeweiligen 

DEPT-Spektren führte zu der Erkenntnis, dass alle vier Verbindungen je ein quartäres Koh-

lenstoffatom bei 163.8 beziehungsweise 164.3 ppm [C(1)] besitzen, das für Ketoamide üblich 

ist. Da jedoch das typische N-H-Triplett im Tieffeld des 1H-NMR-Spektrums bei sämtlichen 

Verbindungen fehlte, konnte auf ein zyklisches Strukturelement der basischen Teilregion 
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geschlossen werden. COSY-Experimente der beiden Verbindungsmischungen bestätigten 

den zyklischen Charakter der basischen Teile der beiden Substanzen. Der Pyrrolidinring der 

Verbindungen 34a/b wurde somit aus dem charakteristischen Kopplungsmuster der Proto-

nen δH 1.82–1.90 ppm [m, 2H, H-C(20a)], δH 1.73–1.78 ppm [m, 6H, H-C(20b)], δH 3.27-

3.40 ppm [m, 2H, H-C(19b)] und δH 3.47 ppm [t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(19a)] im COSY-Spektrum 

bestätigt (Abbildung 74, (A)). Dagegen wurde mittels des üblichen Kopplungsmusters der 

Protonen δH 3.44-3.51 ppm [m, 4H, H-C(19a, b)], δH 1.40–1.51 ppm [m, 4H, H-C(20a, b)], δH 

1.55–1.60 ppm [m, 2H, H-C(21)] der Piperidinring der Verbindungen 35a/b untermauert 

(Abbildung 74, (B)). 

 

 

 

Abbildung 74: Ausschnitte der COSY-Spektren der Verbindungen 34a/b und 35a/b aus Fraktion 

C4 (A) und C5 (B). 

 

Folglich wurden auf Basis der spektroskopischen Daten die Strukturen von 1-(Octadeca-

2E,4E,13Z-trienyl)-pyrrolidin (34a), 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)-pyrrolidin (34b) sowie 

von 1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienyl)-piperidin (35a) und 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)-

piperidin (35b) identifiziert. Während die Verbindung 35b aus Fraktion C5 von Kikuzaki et al. 

(1993) aus Piper retrofractum Vahl. erstmals isoliert und identifiziert wurde, liegen soweit 

ersichtlich bis dato für die Verbindungen 34a/b und 35a noch keine Literaturdaten vor.  
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Identifizierung der Fraktion C6 

Der Inhaltsstoff 36 aus C6 wies im UV-Spektrum ebenfalls das für Alkamide charakteristi-

sche UV-Maximum bei λmax= 260 nm auf. Nach präparativer Isolierung wurde dessen Mole-

külmasse über das Quasimolekülion [M+H]+ bei m/z 336 [100%] bestimmt. Die Masse von 

335 Da ließ vermuten, dass 36 ein Dihydroderivat der Verbindungen 33a/b war und somit 

eine Doppelbindung weniger aufwies als die Fettsäurereste der Alkamide 33a/b–35a/b.  

Um die Vermutung zu bekräftigen, dass es sich bei 36 um (2E,4E)-N-Isobutyl-octadeca-2,4-

dienamid handelte (Abbildung 75), wurden weitere 1D- und 2D-NMR-Experimente durchge-

führt. Die 2,4-Dienamid-Struktur konnte im 1H-NMR-Spektrum, das in Abbildung 75 aufge-

führt ist, wieder gefunden werden. Neben dem breiten Triplett bei δH 7.97 ppm [t, 1H, 

J=6.0 Hz] des Stickstoffprotons konnten im olefinischen Bereich drei weitere Signalgruppen 

zugeordnet werden, deren chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten identisch 

waren zu den Signalen der Protonen H-C(2), H-C(3), H-C(4) und H-C(5) des Amides 33a. 

Durch Vergleich der 13C- und DEPT-NMR-Spektren wird deutlich, dass 36 im Gegensatz zu 

33a keine weitere cis-ständige Doppelbindung aufwies, denn bei 36 waren insgesamt 13 

Methylengruppen anzufinden. Die eindeutige Zuordnung des Dubletts vom Triplett von H-

C(6) bei δH 2.17 ppm, des Multipletts von H-C(7–13; 17–19) bei δH 1.23–1.34 ppm sowie des 

Multipletts der terminalen Methylgruppe H-C(18) bei δH 0.81–0.89 ppm konnte über homonu-

cleare 1,2JH,H- Kopplungen der COSY- und 2,3,4JC,H-Kopplungen der HMBC-Experimente er-

bracht werden. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse aus 33a konnten weiterhin die charakte-

ristischen Isobutylaminsignale zugeordnet werden.  

Die in Abbildung 75 dargestellte Struktur konnte folglich mit den erhaltenen spektroskopi-

schen Daten der Verbindung 36 in Einklang gebracht werden, die bereits von Nakatani und 

Inatani (1981) aus Piper nigrum L. und von Morikawa et al. (2004) und Sun et al. (2007) aus 

diversen Piperaceaen isoliert wurde. 
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Abbildung 75: 
1
H-NMR-Spektrum von (2E,4E)-N-Isobutyl-octadeca-2,4-dienamid (36) in DMSO-

d6. 

 

 

Identifizierung der Fraktionen C7, C8 und C9 

Um eine eindeutige Strukturaufklärung mittels UVvis-, LC-MS/MS- und NMR-Spektroskopie 

durchführen zu können, wurden die Fraktionen C7–C9 mittels parativer HPLC aufgereinigt. 

Die während der HPLC/DAD-Messungen aufgenommenen UV-Spektren der Substanzen 

37a/b–39a/b, die aus den Subfraktionen C7–C9 gewonnen wurden, wiesen ebenfalls identi-

sche und für 2,4-Dienamid-Chromophore typische Absorptionsmaxima bei λmax= 260 nm auf. 

Analog zu den Fraktionen C3–C5, wurden auch aus den Fraktionen C7–C8 je zwei Isomere 

einer Verbindung, die sich jeweils in der Position der cis-ständigen Doppelbindung unter-

schieden, identifiziert. 
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Bei der LC/MS-Analyse (ESI+-Modus) zeigten alle drei Verbindungen intensive Ionen des 

Typs [M+H]+ mit m/z 362 [100%] für 37a/b, m/z 360 [100%] für 38a/b und m/z 374 [100%] für 

39a/b. Durch den Vergleich der 1H-NMR-Spektrensätze mit 33a/b konnte für die Verbindun-

gen aus den Fraktionen C7–C9 ebenfalls auf eine Alkamidstruktur geschlossen werden. 

In ersten Identifizierungsexperimenten wurden die Verbindungen 37a und 37b spektrosko-

pisch näher untersucht. Die Ähnlichkeit des 1H-NMR-Spektrums (vgl. Abbildung 76) mit den 

Alkamiden 33a/b sowie die Massendifferenz von 28 Da ließen den Schluss zu, dass es sich 

bei 37a/b um strukturverwandte Verbindungen mit zwei zusätzlichen Methylengruppen han-

deln könnte. Da im 1H-NMR-Spektrum die typischen Isobutylaminsignale bei δH 0.81 ppm [H-

C(3’, 4’)], δH 1.62–1.70 ppm [H-C(2’)] und δH 2.91 ppm [H-C(1’)] ebenso wie die olefinischen 

Protonen bei δH 5.26–5.33 ppm [m, 2H, J=4.9 Hz, H-C(15a, 16a bzw. 14b, 15b)], δH 5.91 ppm 

[d, 1H, J=15.2, H-C(2)], δH 5.99–6.06 ppm [m, 1H, H-C(5)], δH 6.08–6.18 ppm [dd, 1H, 

J=10.2 Hz, J=15.2 Hz, H-C(4)] und δH 6.94 ppm [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.2 Hz, H-C(3)] mit 

den typischen Kopplungskonstanten gut erkennbar waren, konnte davon ausgegangen wer-

den, dass 37a/b im Vergleich zu 33a/b eine Kettenverlängerung des Fettsäurerestes um 

zwei Methylengruppen aufwies. Die Integration des Multipletts bei δH 1.17–1.29 ppm bestä-

tigte die beiden zusätzlichen CH2-Gruppen in den Molekülen von (2E,4E,15Z)-N-Isobutyl-

eicosa-2,4,14-trienamid (37a) und (2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-trienamid (37b).  

Zur Verifizierung der Position der cis-ständigen Doppelbindung an Position C(14)/C(15) be-

ziehungsweise C(15)/C(16) wurden wie bei den Verbindungen 33a/b die Aldehyde nach 

Ozonisierung und reduktiver Spaltung mittels GC-MS identifiziert. Das bei der massenspekt-

rometrischen Messung detektierte Hexanal ermöglichte ebenso wie das Pentanal die eindeu-

tige Zuordnung der Doppelbindungspositionen (Pentanal:Hexanal, 4:1). 
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Abbildung 76: 
1
H-NMR-Spektrum am Beispiel von (2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-

trienamid (37b) in DMSO-d6. 

 

Die Auswertung aller spektroskopischer Daten führte zur Identifizierung von (2E,4E,15Z)-N-

Isobutyl-eicosa-2,4,15-trienamid (37a) sowie von (2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-

trienamid (37b) (Abbildung 77). Neben Morikawa et al. (2004) und Wu et al. (2004) konnten 

auch Kikuzaki et al. (1993) (2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-trienamid (37b) aus Piper 

retrofractum Vahl. sowie aus Piper longum L. gewinnen und strukturell analysieren. Studien 

zu der Anwesenheit in Piper nigrum L. liegen bislang nicht vor. Dagegen wurde 37b in der 

Literatur noch nicht beschrieben. 
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Abbildung 77: Strukturen von (2E,4E,15Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,15-trienamid (37a) und von 

(2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-trienamid (37b). 

 

Das breitbandentkoppelte 13C-NMR-Spektrum der Verbindungen 38a/b erbrachte insgesamt 

25 Signale zwischen δC 13.7 ppm und 163.6 ppm. Im DEPT-Spektrum von 38a/b konnten, 

anders als bei 37a/b, eine Methyl-, 15 Methylen-, sechs Methin-Gruppen sowie ein quartäres 

Kohlenstoffatom für jede der Verbindungen identifiziert werden, sodass die Vermutung nahe 

lag, diese Strukturen besitzen im Gegensatz zu einer Isobutylamin- eine Pyrrolidin-

Teilstruktur. Besonders die drei Multipletts bei δH 1.72–1.80 ppm [m, 2H, H-C(22b)], δH 1.82–

1.91 ppm [m, 2H, H-C(22a)], 3.27–3.39 ppm [m, 2H, H-C(21b)], und δH 3.43–3.51 ppm [m, 

4H, H-C(21a)] im 1H-NMR-Spektrum lagen im Bereich der charakteristischen chemischen 

Verschiebungen für Methylengruppen eines Pyrrolidinrestes. Auch deren stark koppelndes 

1H-Spinsystem im COSY unterstütze diese Hypothese weiterhin (vgl. Abbildung 79, A). Die 

eindeutige Zuordnung der Kohlenstoff- und Wasserstoffsignale erfolgte mittels 1JC,H-HMQC- 

und 2,3JC,H-HMBC-Experimenten und erbrachte die in Abbildung 78 dargestellten Strukturen 

von 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-pyrrolidin (38a) und 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)-

pyrrolidin (38b). Aufgrund der Verhältnisse von Pentanal zu Hexanal (5,7 zu 1) wurde Ver-

bindung 38a als mengenmäßig dominierende Substanz in Fraktion C8 identifiziert. Anders 

als bei den Verbindungen 33a/b–35a/b und 37a/b, die an einem 125 Mhz Spektrometer ge-

messen wurden, wurde 38a/b bei 100 Mhz analysiert. Obwohl für die Kohlenstoffatome an 

den Positionen C(18a) und C(18b) Signale unterschiedlicher chemischer Verschiebungen 

gefunden wurde, erbrachte das 13C-NMR-Spektrum für die Kohlenstoffatome an Position 

C(19a) und C(19b), aufgrund der schwachen Intensität im 13C-NMR-Spektrum und des ho-

hen Signal/Rausch-Verhältnisses, lediglich ein Signal mit einer chemischen Verschiebung 

bei δC 22.8 ppm. 

(37a) (37b)
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Abbildung 78: Strukturen von 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-pyrrolidin (38a), 1-(Eicosa-

2E,4E,14Z-trienoyl)-pyrrolidin (38b), 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-piperidin (39a) und 1-(Eicosa-

2E,4E,14Z-trienoyl)-piperidin (39b). 

 

Die Integration der Protonensignale im 1H-NMR-Spektrum der Verbindungen 39a/b aus Frak-

tion C9 ließ auf je 41 Wasserstoffatome pro Molekül schließen und das 13C-NMR-Spektrum 

zeigte für jede Verbindung 24 Signale. Aus den Daten der Massenspektrometrie (m/z 

374.3427 ([M+H]+, C25H44NO3) wie auch der NMR-Experimente wurde für 39a ebenso wie für 

39b auf die Summenformel C24H41NO3 geschlossen. Die Massendifferenz zwischen dem 

Molekülionen von Nr. 39a/b zum 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)-pyrrolidin betrug 14 Da, wo-

raus die Anwesenheit einer weiteren Methylengruppe abgeleitet wurde. Es wurde daher 

vermutet, dass es sich bei dieser Verbindungsmischung um 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-

trienoyl)piperidin (39a)  und 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)-piperidin (39b) handelt (vgl. Abbil-

dung 78). Die Substanzen aus Fraktion C9 ergaben vergleichbare NMR-Spektren zu 38a/b. 

Insbesondere die vermutete Fettsäureeinheit wurde durch den Fettsäure-typischen Proto-

nen-Fingerprint bei δH 0.80–0.88 ppm [H-C(20)], δH 1.14–1.32 ppm [H-C(8, 9, 10, 11, 12, 

13a, 17b, 18, 19)], δH 1.90–2.03 ppm [H-C(13b, 16b, 14a, 17a)] und δH 2.16 ppm [H-C(6)], 

und im olefinischen Bereich bei δH 6.00–6.12 ppm [H-C(5)], δH 6.09–6.28 ppm [H-C(4)], δH 

6.51 ppm [H-C(2)] und δH 7.02 ppm [H-C(3)] im 1H-NMR-Spektrum bestätigt. Mit Hilfe der 

2D-NMR-Daten konnten sowohl die Methylen- und Methin-Gruppen der Fettsäureteilstruktur 

als auch deren Verknüpfung zum basischen Teil charakterisiert werden. Unterschiede zu 

38a/b ließen sich dennoch im 1H-NMR-Spektrum durch ein zusätzliches Multiplett mit einer 

Intensität von zwei Protonen bei einer chemischen Verschiebung von 1.54–1.61 ppm aus-

(39a)(38a)

(38b) (39b)
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machen, das charakteristisch ist für H-C(23) von Piperidinringen. Aufgrund des homonuclea-

ren Kopplungsmusters des 1H/1H-Spinnsystems H-C(21)/H-C(22)-H-C(22)/H-C(23) im CO-

SY-Experiment wurden außerdem anders als bei 38a/b die Piperidinteilstruktur der Verbin-

dungen 39a/b bestätigt (Abbildung 79). Auf der Basis von LC-MS, 1D- und 2D-NMR-Daten 

gelang es folglich 39a/b als 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-piperidin (39a) und 1-(Eicosa-

2E,4E,14Z-trienoyl)-piperidin (39b) zu identifizieren (Abbildung 78). Der Unterschied zwi-

schen 39a und 39b ließ sich analog zu 38a/b zum einen aus der zusätzlichen chemischen 

Verschiebung bei δC 31.1 ppm [C(18b)] und δC 31.4 ppm [C(18a)] sowie durch den Nachweis 

von Pentanal und Hexanal (8:1) nach Ozonolyse erbringen.  

 

 

 

Abbildung 79: COSY-Spektren von 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)-pyrrolidin (38b) (A) und 1-

(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)-piperidin (39b) (B). 

 

Während Kikuzaki et al. (1993) 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)piperidin (39b) bereits in Piper 

retrofractum L. beschrieben, sind in der Literatur keine Ausführungen zu 38a/b und 39a/b in 

Piper nigrum L. zu finden. Vielmehr wurden 38a/b sowie 39a erstmals aus einer Piperaceae 

isoliert und strukturell analysiert.  
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4.4.4 Diskussion 

Erste sensorische Analysen zeigten, dass sich insbesondere der schwarze Pfeffer (Piper 

nigrum L.), ein Vertreter aus der Familie der Piperaceaen, durch eine dominierende Schärfe 

sowie durch einen angenehmen Tingling-Effekt auszeichnet. Obwohl das global am meisten 

gehandelte Gewürz laut Literatur sein scharfes Prinzip vor allem dem Säureamid Piperin (21) 

verdankt (Franke, 1997; Freist, 1991), konnte in sensorischen Vorexperimenten gezeigt wer-

den, dass der Piperingehalt in schwarzem Pfeffer zwar eine sensorische Schlüsselrolle ein-

nimmt, jedoch lediglich die Hälfte seiner Schärfe ausmacht. Um die sensorisch aktiven Sub-

stanzen des schwarzen Pfeffers systematisch aufzuklären, wurden diese durch Extraktion 

mit Ethanol angereichert und anschließend mittels Geschmacksverdünnungsanalyse (GVA) 

aktivitätsorientiert fraktioniert (Frank et al., 2001). Mit Hilfe der GVA konnten in schwarzen 

Pfefferkörnern insgesamt 34 sensorisch aktive Fraktionen detektiert werden, aus denen ne-

ben Piperin (21) 24 weitere Pfefferinhaltsstoffe, die aufgrund ihrer hohen GV-Faktoren aus-

gewählt worden waren, identifiziert wurden (Tabelle 8). Im Einklang mit der Literatur (z. B.: 

Parmar et al., 1997) wurden alle sensorisch aktiven Verbindungen der Gruppe der Säu-

reamide zugeordnet. Dabei gelang es, neben zwölf Strukturanaloga des Piperins 13 Al-

kylamide auf Basis von LC/MS- und NMR-Experimenten und teilweise durch Syntheseme-

thoden in ihren Strukturen zu charakterisieren.  

Um die sensorisch aktiven Substanzen des schwarzen Pfeffers in hohen Reinheiten und 

Ausbeuten für strukturelle ebenso wie für psychophysikalische Experimente aus dem Etha-

nolgesamtextrakt zu gewinnen, wurde zunächst eine geeignete Subfraktionierung über RP-

18-Material entwickelt. Dabei wurde der Ethanolextrakt des schwarzen Pfeffers mit Hilfe ei-

nes Methanol/Wasser-Gradienten in vier Fraktionen vorgetrennt, von denen drei mittels prä-

parativer HPLC subfraktioniert wurden. Aus den Unterfraktionen gelang es, die Pfeffersäu-

reamide 21–39a/b in ausreichenden Mengen zu isolieren, sodass diese in ihren Strukturen 

spektroskopisch und spektrometrisch charakterisiert werden konnten. Der Tabelle 8 sind die 

Zuordnungen der einzelnen Subfraktionen zu den GVA-Fraktionen, die mit Hilfe von 

Cochromatographieexperimenten getroffen wurden, zu entnehmen.  

Neben dem Hauptamid des Piper nigrums L., Piperin (21), gelang es elf weitere literaturbe-

kannte (vgl. Tabelle 8) Piperinanaloga, denen eine Benzodioxolgrundstruktur ebenso wie 

eine Amidbindung gemeinsam ist, als Pfefferscharfstoffe zu identifizieren (Abbildung 80). 

Weiterhin erbrachte die strukturelle Analyse der polaren Pfefferverbindungen, dass alle iden-

tifizierten Piperinanaloga, wie das Piperlonguminin (22), Piperylin (23), Piperolein (24), Pipe-

rettin (25), Retrofractamid A (26), 1-[1-Oxo-9(3,4-methylenedioxyphenyl)-2E,4E,8E-

nonatrienyl]-pyrrolidin (27), Dehydropipernonalin (28), Pipernonalin (29), Piperolein B (30), 
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Guineensin (31) ebenso wie Brachyamid A (32) entweder Isobutylamin, Pyrrolidin oder Pipe-

ridin als Base enthalten. Zusätzliche synthetische Experimente untermauerten die Struk-

turidentifizierung von Piperlonguminin (22), Piperylin (23), Piperolein (24) und Piperettin (25) 

in schwarzen ganzen Pfefferkörnern.  

Als potenteste Inhaltsstoffe des Pfeffers gelang es mittels LC/MS- und NMR-Studien neben 

den bereits erwähnten zwölf Säureamiden (21–32) 13 weitere langkettige ungesättigte, un-

polare Alkylamide (33a/b–39a/b) zu identifizieren. Unter anderem wurden (2E,4E,12Z)-N-

isobutyloctadeca-2,4,12-trienamid (33b), 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienoyl)-pyrrolidin (34b) 

und 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienoyl)-piperidin (35b) als C18:3 Fettsäureanaloga identifiziert, 

von denen lediglich Verbindung 33b in Piper nigrum L. beschrieben ist (Wei et al., 2004). 

Während 35b bereits von Kikuzaki et al. (1993) aus Piper retrofractum Vahl. isoliert wurde, 

ist 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienoyl)-pyrrolidin (34b) hingegen in der Literatur unbekannt. 

Auch die C20:3 Alkylamidanaloga 37a/b–39a/b sind bislang nicht als Naturstoffe in Piper 

nigrum L. beschrieben. Obwohl 37b und 39b bereits in anderen Vertretern der Piperaceaen 

nachgewiesen wurden, fehlen die Datensätze zu (2E,4E,15Z)-N-isobutyleicosa-2,4,15-

trienamid (37a), 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-pyrrolidin (38a), 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-

trienoyl)-pyrrolidin (38b) und 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-piperidin (39a) dagegen gänzlich 

(Morikawa et al., 2004; Wu et al., 2004; Kikuzaki et al., 1993). Das dreizehnte identifizierte 

Alkylamid (2E,4E)-N-isobutyloctadeca-2,4-dienamid (36), dem die cis-ständige Doppelbin-

dung fehlt, konnte bereits oftmals als Inhaltsstoff verschiedener Pfefferarten beschrieben 

werden (Nakatani und Inatani, 1981; Morikawa et al., 2004; Sun et al., 2007). 

Von besonderer Bedeutung bei der Strukturidentifizierung der Verbindungen 33a/b–35a/b 

und 37a/b–39a/b war die Bestimmung der Position der cis-ständigen Doppelbindung, denn 

aus den Vertretern der Piperaceaen sind unterschiedliche Doppelbindungspositionen be-

kannt. Während Nakatani und Inatani (1981) N-Isobutyl-2E,4E,8Z-eicosatrienamid in Piper 

nigrum L. fanden, beschreiben Kikuzaki et al. (1993) das Isobutylamin N-Isobutyl-2E,4E,14Z-

eicosatrienamid mit der Doppelbindungsposition zwischen C14 und C15. Beide Arbeitsgrup-

pen nutzten zur Bestimmung der Doppelbindungsposition OsO4, mit dem die cis-Bindung der 

Alkylamide dihydroxyliert wurde, sodass die Dihydroxide anschließend zu den jeweiligen 

Aldehyden gespalten werden konnte. Die Aldehyde wurden abschließend wiederum mittels 

GC-MS nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Doppelbindungspositionen aller Alkylamide bestimmt. 

Dazu wurden die Alkylamide mit Ozon zu den entsprechenden Ozoniden umgewandelt, die 

nach reduktiver Spaltung in die Aldehyde Pentanal und Hexanal zerfielen. Die zwei Aldehy-
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de, die mittels GC-MS detektiert wurden, führten zur eindeutigen Identifizierung von 33a/b–

35a/b und 37a/b–39a/b. 

 

 

 

Abbildung 80: Identifizierte Säureamide in Pfeffer: 21 (Ic), 22 (Ia), 23 (Ib), 24 (VIIIb), 25 (VIIIc), 26 

(IIIa), 27 (IIIb), 28 (IIIc), 29 (VIc), 30 (IVc), 31 (IIa), 32 (IIb), 33a (VIIa), 33b (Va), 34a (VIIb), 34b (Vb), 

35a (VIIc), 35b (Vc), 36 (IXa), 37a (XIa), 37b (Xa), 38a (XIb), 38b (Xb), 39a (XIc) und 39b (Xc). 
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4.5 Psychophysikalische Studien zu den Säureamiden aus Pfeffer 

In weiterführenden sensorischen Studien wurden anschließend die unter 4.4 identifizierten 

Pfefferinhaltsstoffe näher charakterisiert. Dazu wurde zunächst ein sensorisches Testverfah-

ren entwickelt, mit dem nicht nur die Schwellenwerte und Dose/Response-Kurven ausge-

wählter Säureamide erfasst, sondern auch strukturelle Voraussetzungen für den Scharfge-

schmack herausgearbeitet werden konnten. 

 

4.5.1 Entwicklung eines sensorischen Testverfahrens 

Aus der Literatur sind zahlreiche Methoden zur Bestimmung der Schärfe eines Stoffes be-

kannt. Der amerikanische Pharmakologe W. L. Scoville entwickelte 1912 beispielsweise ein 

Verfahren, um die Schärfe von Capsaicin in Chilis zu messen. Bei diesem Test wurden Chilis 

püriert, das enthaltene Capsaicin mit Alkohol extrahiert und die erhaltene Lösung so lange 

mit einer Zuckerlösung verdünnt, bis kaum noch eine Schärfe wahrzunehmen war. Der Grad 

der Verdünnung, bei dem keine Schärfe mehr festzustellen war, wurde als Scoville-Grad 

(SCU für Scoville Units) angegeben (Scoville, 1912). Neben scharfen Einzelverbindungen, 

wie Capsaicin, wurden auch tingelnd wirkende Sanshoolderivate in der Vergangenheit mit 

Scoville-Units charakterisiert (Sugai et al., 2005). Sugai et al. (2005) konnten weiterhin erst-

mals die Detektionsschwellenwerte diverser Sanshoolderivate, mit Hilfe einer Propylenglycol-

Lösung mit 5% Saccharose und 0,1% Ethanol, ermitteln. Außerdem kann die Schärfe einer 

Verbindung in Bezug auf eine Referenzlösung bestimmt werden; so erhält E,E-Piperin defini-

tionsgemäß eine Schärfe von 1, Piperylin eine Schärfe von 0,1–1 und Piperanin eine Schärfe 

von 0,5 (Belitz et al., 2001). 

Jedoch gelingt es nicht, mit den in der Vergangenheit entwickelten Scharf-

Sensorikmethoden, wie den Scoville-Units oder Schärfevergleichen, Korrelationen zwischen 

der sensorischen Wahrnehmung eines Inhaltsstoffes und dessen Beitrag zum Gesamtge-

schmack zu erstellen. Dazu werden vielmehr Scharf- oder Tingling-Schwellenwerte benötigt. 

Pfeffersäureamide sind aufgrund ihres hydrophoben Charakters mangelhaft in Wasser, je-

doch gut in Ethanol zu lösen. Der brennende Eigengeschmack des Ethanols beeinträchtigt 

jedoch die sensorische Beurteilung der Scharfstoffe, denn Ethanol selber ist neben Piperin 

und anderen Säureamiden aus dem Pfeffer ein weiterer chemischer Agonist des TRPV 1 

(Trevisani et al., 2002; Okumura et al., 2010) und somit als Matrix oder Matrixzusatz bei der 

sensorisch Analyse ungeeignet. Aus diesem Grund sollten für die Verkostungen eine Etha-

nol- und geruchsfreie Matrix gefunden werden. In Anlehnung an den bereits entwickelten 
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„Half-Mouth“-Test (Scharbert et al., 2004) wurde daraufhin eine neue Sensorikmethode zur 

Pfefferinhaltsstoffcharakterisierung entwickelt. Die Verkostung auf definierten Filterpapier-

streifen als Sensorikmatrix, anstelle von wässrigen Lösungen, erwies sich dabei als ideal.  

Dazu wurden die zu untersuchenden scharfen oder tingelnden Verbindungen beziehungs-

weise Extrakte in Ethanol gelöst und vollständig auf ein Filterpapier definierter Größe mit 

Hilfe einer Pipette aufgebracht. Hierbei war zu beachten, dass die Lösungen nur auf eine 

Seite des Filterpapierstreifens aufgeträufelt und getrocknet wurden, sodass sich die Scharf-

/Tinglingstoffe direkt und vollständig auf der Oberfläche des Papiers befanden. Die beträufel-

ten Papierstreifen wurden anschließend, um sämtliches Ethanol zu verdampfen, bei 38 °C im 

Trockenschrank getrocknet und einem geschulten Sensorikpanel bereitgestellt. Für die 

Blindwerte wurden Filterpapierstreifen mit der gleichen Menge Ethanol versehen und eben-

falls im Trockenschrank bei 38 °C getrocknet. Bei den Sensoriken wurde das Panel gebeten, 

zwischen sämtlichen Verkostungen Wartezeiten einzuhalten und die Zunge mit Evian sowie 

einer 3%-igen Saccharoselösungen zu spülen.  

Um den Einfluss der Filterpapierdimension auf die sensorische Wahrnehmung von scharfen 

und tingelnden Komponenten zu überprüfen, wurden die Erkennungsschwellenwerte von 

Piperin auf Filterpapieren unterschiedlicher Größen (0,5 × 0,5; 0,5 × 1; 1 × 1; 1 × 2; 1 × 3 und 

1 × 4 cm) gegen Blindwerte, mit Hilfe der modifizierten „Half-Mouth“-Strategie, getestet. Ta-

belle 9 zeigt die dafür erhaltenen Ergebnisse. Die Scharfschwellen der Filterpapierdimensio-

nen 0,5 × 0,5 cm sowie 1 × 4 cm wurden während der Verkostung vom Sensorikpanel als 

schlecht zu handhaben beschrieben. Während die Filterpapiere mit einer Fläche von 0,5 × 

0,5 cm als zu klein empfunden wurden, weil eine Lokalisierung der Schärfe kaum möglich 

war, empfanden die Probanden die 1 × 4 cm Filterpapiere zu lang, um sie auf die Zungensei-

te auflegen zu können. Beide Filterpapierdimensionen kamen damit für sensorische Studien 

nicht in Frage. Die Schwellenwerte in µmol/cm2 der Größen 0,5 × 1; 1 × 1; 1 × 2 und 1 × 

3 cm waren innerhalb ihrer natürlichen Schwankungsbreiten als gleich anzusehen und unter-

scheiden sich nicht signifikant. Für eine sensorische Beurteilung konnte somit ein Schwel-

lenwert in µmol/cm2 angegeben werden. Da das Panel die Filterpapierdimension 1 × 2 cm 

am angenehmsten empfand, wurden im Folgenden alle Schwellenwerte auf 1 × 2 cm Papier-

streifen aufgenommen.  
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Tabelle 9: Schwellenwerte von Piperin auf unterschiedlichen Filterpapierdimensionen. 

Filterpapierdimension Schwellenwert [µmol] Schwellenwert [µmol/cm2] 

0,5 × 0,5 cm 0,0002 0,0008 

0,5 × 1,0 cm 0,0003 0,0006 

1,0 × 1,0 cm 0,0003 0,0003 

1,0 × 2,0 cm 0,0006 0,0003 

1,0 × 3,0 cm 0,002 0,0007 

1,0 × 4,0 cm 0,004 0,001 

 

In einem weiteren Experiment sollte geklärt werden, inwieweit die Filterpapiergröße bei Kon-

zentrationen oberhalb der Schwellenwertkonzentration, zwischen 0,21 bis 222,72 µg/cm2, 

einen Einfluss auf die Scharfwahrnehmung ausübt. Dazu wurden Dose-Response-Kurven 

der unterschiedlichen Filterpapiergrößen (0,5 × 1; 1 × 1; 1 × 2 und 1 × 3 cm) mit jeweils der-

selben Konzentration Priperin pro cm2 von einem sensorischen Panel auf einer Skala von 0 

(nicht detektierbar) bis 5 (stark detektierbar) gegeneinander gewichtet. In einem ersten Teil-

experiment wurde dafür die Dose-Response-Kurve von Piperin auf 1 × 2 cm aufgenommen 

und anschließend dem Panel als Referenz zur Verfügung gestellt. Per Definition wurde wei-

terhin die Maximalkonzentration von 222,72 µg/cm2 Piperin des 1 × 3 cm Filterpapierstreifens 

auf 5 gesetzt. Nachdem das Panel gebeten wurde jeweils die Maximalkonzentrationen der 

jeweiligen Filterpapierdimensionen gegeneinander mit Hilfe des modifizierten „Half-Mouth“-

Tests zu bewerten, wurden alle weiteren Piperinkonzentrationen gegen diese Intensitäten 

gewichtet. Wie in Abbildung 81 zu sehen, wurden abschließend die Ergebnisse so darge-

stellt, dass auf der x-Achse die jeweiligen Piperinkonzentrationen pro cm2 und auf der y-

Achse die Scharfintensitäten aufgetragen wurden.  

Die Scharfintensität von Piperin bei gleicher Konzentration pro cm2 auf unterschiedlichen 

Filterpapiergrößen wurde vom Panel unterschiedlich bewertet. Zudem verdeutlichen die un-

terschiedlichen Dose-Response Kurven, dass die Panelisten in der Lage waren, zwischen 

den Absolutmengen an Piperin auf den individuellen Filterpapieren zu unterscheiden. Höhere 

Absolutmengen von Piperin, unterhalb der Sättigung, wurden beispielsweise vom Panel mit 

höheren Intensitäten eingestuft. Das zeigt, dass die Größe der stimulierten Region auf der 

Zunge einen Einfluss auf die Scharfintensität ausübt. Die Absolutmenge Piperin pro aktivier-

ter Fläche hat darüber hinaus einen Einfluss auf die Absättigung der Scharfintensität. Wäh-

rend bei Konzentrationen von 111,36 und 222,72 µg/cm2 der größeren Filterpapiere (1 × 2 

und 1 × 3 cm) bereits ein Maximum der Scharfintensität erreicht war, reichte die gleiche Kon-
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zentration pro cm2 bei den 0,5 × 1 sowie 1 × 1 cm Dimensionen nicht aus, um maximale 

Scharfintensitäten von 5 zu erreichen.   

 

 

 

Abbildung 81: Einfluss der Filterpapierdimension auf die humanen Dose/Response-Funktionen 

von Piperin unter Verwendung der Filterpapiermethode. Die Fehlerbalken zeigen das Konfiden-

zintervall (P=95%) des Mittelwertes. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Scharfempfindung abhängig von der Größe 

der aktivierten Fläche sowie der Absolutkonzentration des Stimulus ist. Um erstmals detail-

lierte Kenntnisse über die sensorische Aktivität von natürlichen und strukturverwandten Säu-

reamiden des Pfeffers zu erhalten, wurden diese im Folgenden durch Bestimmung von Ge-

schmacksschwellenwerten sowie von Dosis-Wirkungs-Kurven humansensorisch mittels des 

modifizierten „Half-Mouth“-Tests unter Verwendung der 1 × 2 cm Filterpapiere als Matrix cha-

rakterisiert.  
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4.5.2 Humane Geschmacksschwellenwerte 

Die humansensorischen Schwellenwerte der identifizierten Säureamide wurden mittels des 

modifizierten „Half-Mouth“-Tests (s. 4.5.1) auf Filterpapierstreifen (Tabelle 10) detektiert. Vor 

den sensorischen Untersuchungen wurde die Reinheit synthetisch hergestellter oder isolier-

ter Verbindungen mittels LC/MS-Analyse und NMR-Spektroskopie überprüft. Die Alkylamide 

33a/b–35a/b sowie 37a/b–39a/b wurden als Mischungen verkostet. 

 

Tabelle 10: Schwellenwerte der Pfefferinhaltsstoffe. 

Substanz- 

Nummer 

Struktur sensorische 

Qualität 

Schwellenwert  

[µmol/cm2] 

21 Piperin scharf 0,003 

22 Piperlonguminin scharf 0,01 

23 Piperylin scharf 0,005 

24 Piperolein scharf 0,01 

25 Piperettin scharf 0,005 

26 Retrofractamid A scharf 0,025 

27 1-[1-Oxo-9(3,4-methylendioxyphenyl)-
2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin 

scharf n.b. 

28 Dehydropipernonalin scharf 0,15 

29 Pipernonalin scharf n.b. 

30 Piperolein B scharf 1,15 

31 Guineensin scharf 0,81 

32 Brachyamid A scharf n.b. 

33a/b (2E,4E,13Z)-N-Isobutyloctadeca-
2,4,13-trienamid / (2E,4E,12Z)-N-
Isobutyloctadeca-2,4,12-trienamid 

scharf 

tingling 

0,54 

2,16 

34a/b 1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienoyl)-
pyrrolidin / 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-
trienoyl)-pyrrolidin 

scharf 

tingling 

n.b. 

n.b. 

35a/b 1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienoyl)-
piperidin / 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-
trienoyl)-piperidin 

scharf 

tingling 

n.b. 

n.b. 

36 (2E,4E)-N-Isobutyloctadeca-2,4-
dienamid 

scharf 0,76 

 

37a/b (2E,4E,15Z)-N-Isobutyleicosa-2,4,15-
trienamid / (2E,4E,14Z)-N-

scharf 

tingling 

0,74 

1,48 
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Isobutyleicosa-2,4,14-trienamid 

38a/b 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-
pyrrolidin / 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-
trienoyl)-pyrrolidin 

scharf 

tingling 

0,40 

0,81 

39a/b 1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)-
piperidin / 1-(Eicosa-2E,4E,14Z-
trienoyl)-piperidin 

scharf 

tingling 

0,26 

0,52 

n.b. = nicht bestimmt. 

 

Bei den sensorischen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass neben Piperin (21) 

alle seine Analoga (22–32) einen scharfen Sinneseindruck auslösten. Die Alkamide hinge-

gen verursachten, neben einer scharfen, zusätzlich eine tingelnde Empfindung, wenn sie 

neben der 2,4-Dienamid-Struktur eine cis-ständige Doppelbindung aufwiesen (33a/b–35a/b 

und 37a/b–39a/b). Verbindung 36, der diese Doppelbindung fehlt, löste folglich auch bei hö-

heren Konzentrationen eine reine Schärfe aus. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den 

Untersuchungen von Galopin et al. (2004), die langkettige Polyenamine aus der Sanshool- 

und Bungeanool-Familie sensorisch bewerteten. Die Arbeitsgruppe um Galopin konnte zei-

gen, dass die Schärfe und der Tingling-Effekt dieser Verbindungen von der trans-

konfigurierten Doppelbindung in -Stellung zur Carbonylgruppe und von der cis-

konfigurierten Doppelbindung in -Position zu dieser Doppelbindung entscheidend beein-

flusst wird.  

Während die Piperinanaloga Scharfschwellenwerte zwischen 0,003 und 1,15 µmol/cm2 auf-

wiesen, lagen die Scharfschwellen der Alkylamide zwischen 0,26 und 0,76 µmol/cm2. Die 

Tingling-Schwellenwerte der Alkamide lagen durchschnittlich zwei bis drei Verdünnungs-

schritte über deren jeweiligen Scharfschwellen zwischen 0,52 und 2,14 µmol/cm2. 

Den geringsten Schwellenwert mit 0,003 µmol/cm2 hat dabei das Sensorikpanel für Piperin 

detektiert. Im Gegensatz dazu lagen die Schwellenwerte für Piperlonguminin (0,01 µmol/cm2) 

und Piperylin (0,005 µmol/cm2), die lediglich eine andere Base in ihrer Molekülstruktur auf-

weisen, um den Faktor 2 bis 3 höher. Bei dem Vergleich aller Schwellenwerte 21–39a/b be-

stätigt sich die Annahme, dass die Piperidinderivate geringerere Schwellenwerte aufweisen 

als die Pyrrolidin- beziehungsweise Isobutylaminanaloga. Neben der Amidfunktion beein-

flusst weiterhin die Alkylteilstruktur die Scharfwahrnehmung. Während eine weitere trans-

ständige Doppelbindung im Vergleich zu Piperin (21) keinen großen Einfluss auf die sensori-

sche Wahrnehmung ausübt (vgl. Piperettin), hat die Absättigung der α- und β-ständigen 

Doppelbindungen, wie bei 30, einen Anstieg des Schwellenwertes zur Folge.  
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4.5.3 Struktur und Aktivität von geschmacksaktiven Säureamiden 

Für eine hohe biologische, ebenso wie für eine sensorische Aktivität, ist das Vorhandensein 

von bestimmten funktionellen Gruppen erforderlich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll-

ten die für die scharfe Aktivität der Säureamide wichtigen Strukturelemente durch die Syn-

these chemischer Strukturanaloga identifiziert werden. Hierzu wurden verschiedene Derivate 

der Leitstruktur Piperin getestet und anschließend sensorischen Untersuchungen zu Struk-

tur/Wirkungs-Beziehungen unterzogen. Für eine systematische Vorgehensweise bei der mo-

lekularen Modifikation bot es sich an, nicht nur die Base (R1 und R2, Abbildung 82) sondern 

auch die Säureamidfunktion (X, Abbildung 82) der Leitstruktur unabhängig voneinander zu 

variieren. Vor den sensorischen Untersuchungen wurde die Reinheit synthetisch hergestell-

ter Verbindungen mittels LC/MS-Analyse und NMR-Spektroskopie überprüft.  

 

 

 

Abbildung 82: Struktur der Piperinleitstruktur. 

 

In einem ersten Experiment wurden die Basen der Piperinleitstruktur variiert, um vor allem 

den Einfluss der Ringgröße auf die Scharfintensität herauszustellen. Analog zu der in Kapitel 

4.4.1 vorgestellten Synthese wurde Piperinsäurechlorid mit Isobutylamin, Pyrrolidin, Hexa-

methylenimin, Heptamethylenimin und Diethylamin umgesetzt und aufgereinigt. Die syntheti-

sierten Verbindungen 40–42 (Abbildung 83) wurden anschließend sensorisch charakterisiert. 

Hierzu wurden neben einer deskriptiven Beurteilung der Säureamide ihre Schwellenwerte mit 

Hilfe der Filterpapiersensorik (vgl. 4.5.1) bestimmt. 
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Abbildung 83: Untersuchung der Schärfe in Abhängigkeit von verschiedenartigen Stick-

stoffsubstituenten (R=Base), indem 1 durch den Schwellenwert [µmol] des Säureamides divi-

diert wurde. 

 

Die sensorische Analyse ergab, dass Piperin (21) mit der Piperidinbase den niedrigsten 

Schwellenwert (0,006 µmol/ 1 × 2 cm) aufwies. Piperlonguminin (22) (0,02 µmol/ 1 × 2 cm) 

und Piperylin (23) (0,01 µmol/ 1 × 2 cm), die neben Piperin auch natürlich im Pfeffer vor-

kommen, erreichten Schwellenwerte, die um den Faktor 3 höher lagen. Eine Erhöhung der 

Ringgröße bis hin zum Achtring führte zu einer Abnahme beziehungsweise zu einem totalen 

Verlust der Schärfe. Verbindung 40, bei der Hexamethylenimin an die Piperinsäure addiert 

wurde, führte beispielsweise zu einer Schwellenwerterhöhung um den Faktor 6 im Vergleich 

zu Piperin. Verbindung 41 wies dagegen keine Schärfe mehr auf, sondern schmeckte bitter.  

Zusammenfassend zeigte sich, dass die natürlich vorkommenden Säureamidderivate, insbe-

sondere das Piperin, sensorisch am aktivsten sind. 

 

Ott und Zimmermann (1921) konnten erstmals mit Hilfe von Struktur/Wirkungsbeziehungen 

den essenziellen Teil des Piperinmoleküls herausarbeiten, der für den scharfen Eindruck 
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verantwortlich ist. Durch synthetische Piperinanderivate stellten sie heraus, dass die Säu-

reamidfunktion des Moleküls unabdingbar ist für den scharfen Eindruck des Piperins.  

Auch Capsaicinanaloga, wie das Capsiat, die im Gegensatz zum Capsaicin eine Säurefunk-

tion, jedoch keine Säuramidfunktion aufweisen, konnten erstmals von Kobata et al. (1998) 

aus süßem Paprika (Capsicum annuum L.) isoliert und sensorisch charakterisiert werden. 

Kobata et al. beschrieben Capsiat und Dihydrocapsiat im Gegensatz zu Capsaicin als nicht 

beziehungsweise nur sehr gering scharf.  

Um den Einfluss des Stickstoffatoms auf die Schärfe der Piperinanaloga zu verdeutlichen 

und die Studien von Ott und Zimmermann zu untermauern, wurde das Piperinsäurechlorid 

mit 2-Propanol verestert (Verbindung 42, Abbildung 84).  

 

 

 

Abbildung 84: Struktur von 5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-pentadienoylsäurepropylester (42). 

 

Die synthetische Verbindung wurde in Ethanol gelöst, auf Filterpapierstreifen aufgezogen 

und sensorisch verkostet. Da kein Scharfeindruck festgestellt wurde, konnte Otts und Zim-

mermanns Aussage bestätigt werden (Ott und Zimmermann, 1921).  

 

4.5.4 Humane Dose/Response-Kurven ausgewählter Schlüsselinhaltsstoffe 

Zusätzlich zu den Schwellenwerten und den jeweiligen DoT-Faktoren können die sensori-

schen Eigenschaften einer Verbindung mit Hilfe der Dose/Response-Kurven charakterisiert 

werden. Die Dose/Response-Kurven liefern Daten zur sensorischen Wahrnehmung eines 

Scharfstoffes und ermöglichen das Erstellen und die Auswertung eines Sensorikprofils, ab-

hängig von der Konzentration. Diese Form der sensorischen Beurteilung von sinnesphysio-

logisch aktiven Inhaltsstoffen ist sinnvoll, da oftmals kein linearer Zusammenhang zwischen 

der Konzentration des Stoffes und der Intensität des sensorischen Eindruckes vorliegt, wie 

bereits Studien von Stark et al. (2005; 2006) und Brock und Hofmann (2008) gezeigt haben. 

Die Dose/Response-Kurven können außerdem der Lebensmittelindustrie die Berechnung 
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der Rezepturen von scharf wirkenden Lebensmitteln erleichtern, da die resultierende Schärfe 

anhand der Konzentration des Scharfstoffes abgeschätzt werden kann. 

Dafür wurde eine Verdünnungsreihe einer sensorisch aktiven Verbindung von einem Faktor 

0,25 bis zu 128 der jeweiligen Schwellenwertkonzentration angefertigt. Die jeweiligen Ver-

dünnungsstufen wurden auf Filterpapier aufgebracht und von dem Panel innerhalb einer 

Substanz in aufsteigender Konzentration und durch Quervergleich mit den Referenzsubstan-

zen derselben DoT-Konzentration, mittels des „Half-Mouth“-Tests auf 1 × 2 cm großen Filter-

papierstreifen evaluiert. Um jede Verdünnungsstufe auf einer Intensitätsskala von 0 (nicht 

wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) einstufen zu können, wurde Piperin als Referenz-

substanz in einem Vorversuch, bei dem dessen 128-fache Verdünnung über dem Schwel-

lenwert auf den Höchstwert von 5,0 festgelegt wurde, auf der Skala eingeordnet. 

In der Abbildung 85 sind die Dose/Response-Kurven der Scharfstoffe Piperlonguminin (22), 

Piperylin (23), Piperettin (25) und der Mischung aus (2E,4E,13Z)-N-Isobutyloctadeca-2,4,13-

trienamid (33a) und (2E,4E,12Z)-N-Isobutyloctadeca-2,4,12-trienamid (33b) im Vergleich zu 

Piperin (21) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist zum einen der unterschiedliche Verlauf der 

sigmoiden Dose/Response-Funktionen, zum anderen die verschiedenen Intensitäten bei 

einer 128-fachen Konzentration über dem Schwellenwert der Pfefferscharfstoffe. Obwohl 

Piperylin, Piperettin und Piperlonguminin Strukturanaloga zu Piperin sind, wurde keiner der 

evaluierten Scharfstoffe bei einer der Verdünnungskonzentrationen so intensiv empfunden, 

beziehungsweise zeigte einen so hohen Response wie Piperin. Während Piperin bei einer 

128-fachen Schwellenwertkonzentration mit 5,0 beurteilt wurde, riefen Piperylin, Piper-

longuminin und Piperettin lediglich Intensitäten von 3,0, 2,7 und 3,5 auf. Da der Schwellen-

wert von 33a/b mit 0,54 µmol/cm2 vergleichbar hoch lag und die Isolierung aus Pfeffer zeit-

aufwendig war, wurde die höchste, sensorisch beurteilte Konzentration bei 34,56 µmol/cm2 

gewählt. Der sigmoide Verlauf der Amidmischung 33a/b ähnelte denen der Piperinanaloga, 

kam jedoch ebenfalls nicht an den oberhalb liegenden Response von Piperin heran. Bei kei-

ner der untersuchten Verbindungen stagnierte die Dose/Response-Kurve in ihrer Sättigung. 

Dennoch wurde die 128-fache Konzentration über dem Schwellenwert des Piperins von dem 

Sensorikpanel als unerträglich scharf beschrieben.  
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Abbildung 85: Dosis-Wirkungskurven ausgewählter Scharfstoffe. Die Fehlerbalken zeigen das 

Konfidenzintervall (P = 95%) des Mittelwertes. 
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4.5.5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen bestehende Sensorikmethoden, wie den von Sch-

arbert et al. (2004) entwickelten „Half-Mouth“-Test, so zu modifizieren, dass auch die unpola-

ren Pfefferinhaltsstoffe (21–39a/b) in einem ethanolfreien Medium evaluiert werden können. 

Dazu wurden die zu verkostenden Stimuli jeweils in Ethanol gelöst, auf Filterpapierstreifen 

definierter Größe aufgebracht und nach Entfernen des Lösungsmittels gegen einen Blindwert 

verkostet. Weitere psychophysikalische Experimente zeigten, dass insbesondere die Ver-

wendung von Filterpapierstreifen mit einer Größe von 1 × 2 cm ideal sind, um Degustations-

experimente mit Scharf- ebenso wie mit Tingling-Substanzen durchzuführen. Darüber hinaus 

wurde gezeigt, dass die Scharfempfindung abhängig ist von der Größe der aktivierten Fläche 

sowie der Absolutkonzentration des Stimulus.  

Um erstmals detaillierte Kenntnisse über die sensorische Aktivität von natürlichen und struk-

turverwandten Säureamiden des Pfeffers zu erhalten, wurden diese im Anschluss sensorisch 

charakterisiert. Alle isolierten und identifizierten Piperinanaloga (21–32) hinterließen nach 

ihrer Degustation einen ausgeprägten Scharfeindruck. Dagegen verursachten die Alkamide 

neben einer scharfen, zusätzlich eine tingelnde Wirkung, wenn sie neben der 2,4-Dienamid-

Struktur eine cis-ständige Doppelbindung aufwiesen (33a/b–35a/b und 37a/b–39a/b). Sämt-

liche Scharfschwellenwerte lagen zwischen 0,003 und 0,76 µmol/cm2, wohingegen die Ting-

ling-Schwellenwerte der Alkamide zwischen 0,52 und 2,14 µmol/cm2 bestimmt wurden. Die 

große sensorische Schlüsselrolle, die Piperin (21) in schwarzem Pfeffer übernimmt, konnte 

nicht nur mit seinem niedrigen Schwellenwert bei 0,003 µmol/cm2, sondern auch mit Hilfe 

von Dosis/Wirkungs-Kurven untermauert werden. Auch abschließende Struktur-

Wirkungsbeziehungen, die mit synthetisch generierten Piperinanaloga durchgeführt wurden, 

untermauern die psychophysikalische Sonderstellung des Piperins mit seiner Base Piperidin.  
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4.6 Quantitative Bestimmung der sensorisch aktiven Schlüssel-

inhaltsstoffe des Pfeffers  

Um einen Einblick in die Konzentrationen der identifizierten Säureamide 21–39a/b in diver-

sen Pfefferproben zu erhalten, galt, anknüpfend an frühere Quantifizierungsmethoden, das 

Interesse der Entwicklung eines analytischen Verfahrens zur Untersuchung der nichtflüchti-

gen, sensorisch aktiven Pfefferinhaltsstoffe. Die Arbeitsgruppe um Friedman et al. entwickel-

te beispielsweise 2008 eine quantitative Methode mittels LC-MS/MS zur Analyse von Piperin 

und ausgewählten Piperinanaloga, mittels externer Kalibration über einen Standard (Piperin). 

Dabei wurden die Alkamide jedoch nicht berücksichtigt.   

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ebenfalls eine quantitative Methode für die komplex zusam-

mengesetzte Pfeffermatrix entwickelt werden, mit der alle sensorisch aktiven Verbindungen 

exakt erfasst und analysiert werden können. Zudem sollte eine Methode gefunden werden, 

in der die Pfefferverbindungen chromatographisch getrennt und selbst die Minorkomponen-

ten exakt charakterisiert werden können. Dabei bot sich die Quantifizierung mittels externer 

Kalibration in Kombination mit der Massenspektroskopie an. Darüber hinaus sollte der Bei-

trag, den die sensorisch aktiven Inhaltsstoffe in der Matrix zum Gesamteindruck des schwar-

zen Pfeffers leisten, durch Ermittlung des „Dose-over-Threshold“ (DoT)-Faktors bestimmt 

werden.  

 

 

4.6.1 Quantifizierung von Scharfstoffen in schwarzem Pfeffer (Piper nigrum L.) 

und Berechnung von Dose-over-Threshold (DoT)-Faktoren 

Alle identifizierten und unter Kapitel 4.4 beschriebenen Säure- und Alkylamide (21–39a/b) 

wurden in verschiedenen Pfefferproben mit der neu entwickelten LC-MS/MS-Methode und 

externer Standardkalibrierung quantifiziert. Um eine optimale Empfindlichkeit bei den LC-

MS/MS-Messungen zu erreichen, wurden zunächst die Ionisierungsparameter der Reinsub-

stanzen beziehungsweise der Alkylamidmischungen (21–39a/b) im positiven Elektrospray-

modus (ESI+) optimiert. Eine Übersicht über die Parameter ist der Tabelle 15 zu entnehmen. 

Vorversuche zum Extraktionsverhalten der Säureamide mit verschiedenen Lösungsmitteln 

verdeutlichten, dass mit Ethanol nach achtfacher Wiederholung eine vollständige und repro-

duzierbare Extraktion möglich ist. Folglich wurden zur Analyse der Pfefferproben Ethanolex-

trakte angefertigt und auf definierte Volumina aufgefüllt. Der Abbildung 86 sind die normier-

ten Massenspuren der Piperin-analogen Säureamide (links) sowie der unpolaren Alkylamide 
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(rechts), die alle aus einem LC-MS/MS-Lauf des schwarzen Pfeffers stammen, zu entneh-

men. Da die Isomere der Alkylamide chromatographisch nicht zu separieren waren, wurden 

diese als Summe quantifiziert. 

 

 

 

Abbildung 86: Extrahierte Massenspuren der Säureamide 21–39a/b aus dem LC-MS/MS-

Chromatogramm von schwarzem Pfeffer. Die Signalintensitäten der Massenübergänge sind 

normalisiert. 

 

Da für die Bestimmung der Hauptkomponente des Pfeffers Piperin neben Minorkomponen-
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trakte der jeweils analysierten Pfefferprobe angefertigt. Bis auf Piperin (21) wurden alle Ana-

lyten direkt aus der Stammlösung analysiert. Zur Quantifizierung von 21, wurde eine 1:50 

Verdünnung der Stammlösung vorgenommen und in derselben Weise analysiert.  
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In einem ersten Experiment wurde handelsüblicher schwarzer, ganzer Pfeffer im positiven 

MRM-Modus mittels Elektrosprayionisierung (ESI+) analysiert. Wie aus Tabelle 11 entnom-

men werden kann, sind Piperin mit über 14,51 µmol/100 mg und die Alkylamide (2E,4E,15Z)-

N-Isobutyleicosa-2,4,15-trienamid (37a) und (2E,4E,14Z)-N-Isobutyleicosa-2,4,14-trienamid 

(37b) mit 16,32 µmol/100 mg die dominierenden Komponenten in ganzen, schwarzen Pfef-

ferkörnern. Unter den piperinanalogen Verbindungen fielen besonders Piperlonguminin, 

Piperylin, Piperettin und Dehydropipernonalin mit hohen Gehalten zwischen 0,37 und 

1,14 µmol/100 mg auf. Aber auch die Alkylamide (33a/b–39a/b) konnten mit Mengen von 

0,41 bis 16,32 µmol/100 mg charakterisiert werden. 

Basierend auf den in 4.5.2 ermittelten psychophysikalischen Schwellenwertkonzentrationen, 

wurden die jeweiligen DoT-Faktoren der Pfefferamide berechnet, die das Verhältnis zwi-

schen der Konzentration und der Schwellenwertkonzentration eines Stimulus darstellten. Da 

100 mg ca. drei Pfefferkörnern entsprechen, einer Menge, deren Scharfintensität die Panelis-

ten im Mundraum noch akzeptabel fanden, wurden die DoT-Faktoren aus den Konzentratio-

nen µmol/100 mg berechnet. Aufgrund der höheren DoT-Faktoren (Tabelle 11) trugen die 

Piperinanaloga maßgeblich zum scharfen Eindruck des schwarzen Pfeffers bei. Den höchs-

ten DoT-Faktor erreichte mit 4836,7 Piperin (21), gefolgt von Piperlonguminin (22), Piperettin 

(25) und Piperylin (23). Aber auch Dehydropipernonalin (28) und Retrofractamid A (26) wie-

sen DoT-Faktoren über eins auf. Im Vergleich mit 21–23 wiesen die Alkylamide (33a/b–

39a/b) geringere DoT-Werte zwischen 0,5 und 22,1 (berechnet für Schärfe) auf. Da die Fett-

säureamide neben ihrem Scharfeindruck auch einen Tingling-Effekt in Degustationsexperi-

menten hervorgerufen hatten, konnte zusätzlich der jeweilige DoT-Faktor mit Hilfe ihrer Ting-

ling-Schwellenwerte errechnet werden. Dabei zeigte sich, dass insbesondere die unpolaren 

langkettigen Amide 37a/b–39a/b Faktoren zwischen 1,3 und 11,0 aufwiesen, die damit defi-

nitionsgemäß zum sensorischen Gesamteindruck von schwarzen Pfefferkörnern beitragen. 

 



Ergebnisse und Diskussion zum Pfeffer 

168 

 

Tabelle 11: Sensorische Qualität, Schwellenwerte, Konzentrationen und Dose-over-Threshold-

Faktoren der in ganzen schwarzen Pfefferkörnern identifizierten Säureamide. 

Analyt Konzentration 
[µmol/100 mg] 

Sensorische 
Qualität 

Schwellenwert 
[µmol/cm

2
] 

DoT-Faktor 

Piperlonguminin (22) 1,14 scharf 0,01 114,0 

Piperylin (23) 0,37 scharf 0,005 74,0 

Piperin (21) 14,51 scharf 0,003 4836,7 

Piperolein (24) <0,1 scharf 0,01 <0,1 

Piperettin (25) 0,54 scharf 0,005 108,0 

Retrofractamid A (26) 0,09 scharf 0,025 3,6 

1-[1-Oxo-9(3,4-
methylenedioxyphenyl)-
2E,4E,8E-nonatrienyl]-
pyrrolidin (27) 

0,06 scharf n.b. n.b. 

Dehydropipernonalin 
(28) 

0,51 scharf 0,15 3,4 

Pipernonalin (29) 0,16 scharf n.b. n.b. 

Piperolein B (30) 0,09 scharf 1,15 <0,1 

Guineensin (31) 0,11 scharf 0,81 0,1 

Brachyamid A (32) 0,04 scharf n.b. n.b. 

(2E,4E,12/13Z)-N-
Isobutyloctadeca-
2,4,12/13-trienamid 
(33a/b) 

1,04 
scharf 

tingling 

0,54 

2,14 

1,9 

0,5 

1-(Octadeca-
2E,4E,12/13Z-trienoyl)-
pyrrolidin (34a/b) 

0,64 
scharf 

tingling 

n.b. 

n.b. 

n.b. 

n.b. 

1-(Octadeca-
2E,4E,12/13Z-trienoyl)-
piperidin (35a/b) 

0,56 
scharf 

tingling 

n.b. 

n.b. 

n.b. 

n.b. 

(2E,4E)-N-
Isobutyloctadeca-2,4-
dienamid (36) 

0,41 scharf 0,76 0,5 

(2E,4E,14/15Z)-N-
Isobutyleicosa-
2,4,14/15-trienamid 
(37a/b) 

16,32 
scharf 

tingling 

0,74 

1,48 

22,1 

11,0 

1-(Eicosa-
2E,4E,14/15Z-trienoyl)-
pyrrolidin (38a/b) 

1,02 
scharf 

tingling 

0,40 

0,81 

2,6 

1,3 

1-(Eicosa-
2E,4E,14/15Z-trienoyl)-
piperidin (39a/b) 

2,40 
scharf 

tingling 

0,26 

0,52 

9,2 

4,6 

n.b. = nicht bestimmt. 
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Die 25 ausgewählten Säureamide wurden zusätzlich mittels der entwickelten Methode in 

unterschiedlichen Pfefferdrogen quantifiziert, deren Ergebnisse im Folgenden aufgeführt 

sind. 

 

4.6.2 Quantifizierung der Säureamide in unterschiedlichen Pfefferdrogen der 

Familie der Piperaceaen 

Die zuvor aus schwarzem Pfeffer beschriebenen Säureamide wurden zusätzlich in weiteren 

handelsüblichen Pfefferdrogen aus der Familie der Piperaceaen mittels externer Standards 

und LC-MS/MS im positiven ESI-Modus (vgl. 4.6.1) quantifiziert. Zum einen sollte ein Über-

blick über das Vorkommen der Piperinanaloga sowie der Alkamide, zum anderen über deren 

jeweilige Verteilung in verschiedenen Vertretern der Pfefferfamilie erhalten werden. Die Er-

gebnisse sind in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt. 

 

Tabelle 12: Quantitative Daten [µmol/ 100 mg] der identifizierten Säureamide 21–39a/b und de-

ren DoT-Faktoren (DoT) in schwarzen ganzen (A), schwarzen gemahlenen (B), weißen ganzen 

(C), weißen gemahlenen (D), grünen ganzen (E) sowie langen ganzen (F) Pfefferkörnern. 

 Konzentration [µmol/100 mg] und (DoT) in Pfefferproben 

Analyt A B C D E F 

Piperlonguminin (22) 
1,14 

(114,0) 
0,86 

(86,0) 
0,58 

(58,0) 
0,56 

(56,0) 
0,13 

(13,0) 
2,57 

(257,0) 

Piperylin (23) 
0,37   

(74,0) 
0,30 

(60,0) 
0,31 

(62,0) 
0,34 

(68,0) 
0,41 

(82,0) 
n.d.     

(n.b.) 

Piperin (21) 
14,51 

(4837,0) 
14,95 

(4983,3) 
16,57 

(5523,3) 
16,39 

(5463,3) 
16,31 

(5436,7) 
14,37 

(4790,0) 

Piperolein (24) 
<0,1    
(n.b.) 

<0,1   
(n.b.) 

<0,1 
(n.b.) 

<0,1 
(n.b.) 

<0,1 
(n.b.) 

n.d.     
(n.b.) 

Piperettin (25) 
0,54 

(108,0) 
0,44 

(88,0) 
0,48 

(96,0) 
0,45 

(90,0) 
0,69 

(138,0) 
n.d.     

(n.b.) 

Retrofractamid A (26) 
0,09     
(3,6) 

0,11   
(4,4) 

0,02  
(0,8) 

0,02 
(0,8) 

0,09 
(36,0) 

0,02     
(0,8) 

1-[1-Oxo-9(3,4-
methylenedioxyphenyl)-
2E,4E,8E-nonatrienyl]-
pyrrolidin (27) 

0,06     
(n.b.) 

0,07   
(n.b.) 

<0,1   
(n.b.) 

<0,1 
(n.b.) 

0,13 
(n.b.) 

n.d.     
(n.b.) 

Dehydropipernonalin 
(28) 

0,51     
(3,4) 

0,46   
(3,1) 

0,26  
(1,7) 

0,30 
(2,0) 

0,47 
(3,1) 

0,90     
(6,0) 
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Pipernonalin (29) 
0,16    
(n.b.) 

0,29  
(n.b.) 

0,24 
(n.b.) 

0,30 
(n.b.) 

0,56 
(n.b.) 

4,08    
(n.b.) 

Piperolein B (30) 
0,09     
(0,1) 

0,17   
(0,1) 

0,13  
(0,1) 

0,16 
(0,1) 

0,32 
(0,3) 

2,34     
(2,0) 

Guineensin (31) 
0,11     
(0,1) 

0,10   
(0,1) 

0,04  
(0,1) 

0,05 
(<0,1) 

0,08 
(0,1) 

0,14     
(0,2) 

Brachyamid A (32) 
0,04    
(n.b.) 

0,03   
(n.b.) 

0,01 
(n.b.) 

0,01 
(n.b.) 

0,04 
(n.b.) 

n.d.     
(n.b.) 

(2E,4E,12/13Z)-N-
Isobutyloctadeca-
2,4,12/13-trienamid 
(33a/b) 

1,04 
(1,9

s
/0,5

t
) 

0,91 
(1,7

s
/0,4

t
) 

0,58 
(1,1

s
/0,3

t
) 

0,59 
(1,1

s
/0,3

t
) 

0,72 
(1,3

s
/0,3

t
) 

1,44 
(2,7

s
/0,7

t
) 

1-(Octadeca-
2E,4E,12/13Z-trienoyl)-
pyrrolidin (34a/b) 

0,64    
(n.b.) 

0,48  
(n.b.) 

0,19 
(n.b.) 

0,20 
(n.b.) 

0,55 
(n.b.) 

0,05    
(n.b.) 

1-(Octadeca-
2E,4E,12/13Z-trienoyl)-
piperidin (35a/b) 

0,56    
(n.b.) 

0,42  
(n.b.) 

0,17 
(n.b.) 

0,18 
(n.b.) 

0,36 
(n.b.) 

2,83    
(n.b.) 

(2E,4E)-N-
Isobutyloctadeca-2,4-
dienamid (36) 

0,41     
(0,5) 

0,32   
(0,4) 

0,12  
(0,2) 

0,13 
(0,2) 

0,17 
(0,2) 

0,30     
(0,4) 

(2E,4E,14/15Z)-N-
Isobutyleicosa-
2,4,14/15-trienamid 
(37a/b) 

16,32 
(22,1

s
/11,0

t
) 

9,78 
(13,2

s
/6,6

t
) 

4,03 
(5,4

s
/2,7

t
) 

3,96 
(5,4

s
/2,7

t
) 

6,29 
(8,5

s
/0,7

t
) 

23,62 
(31,9

s
/15,9

t
) 

1-(Eicosa-
2E,4E,14/15Z-trienoyl)-
pyrrolidin (38a/b) 

1,02 
(2,6

s
/1,3

t
) 

0,46 
(1,2

s
/0,6

t
) 

0,05 
(0,1

s
/0,1

t
) 

0,08 
(0,2

s
/0,1

t
) 

0,61 
(1,5

s
/0,8

t
) 

0,15 
(0,4

s
/0,2

t
) 

1-(Eicosa-
2E,4E,14/15Z-trienoyl)-
piperidin (39a/b) 

2,40 
(9,2

s
/4,6

t
) 

1,38 
(5,3

s
/2,7) 

0,35 
(1,3

s
/0,7

t
) 

0,43 
(1,7

s
/0,8

t
) 

1,02 
(3,9

s
/2,0

t
) 

10,98 
(42,2

s
/21,1

t
) 

s
DoT-Faktor für Scharf; 

t
Dot-Faktor für Tingling; n.b. = nicht bestimmt; n.d. =. nicht detektiert. 

 

Die quantitativen Analysen ergaben, dass in allen untersuchten Pfefferproben Piperin (21) 

mit Gehalten zwischen 14369,4 und 16570,4 µmol/100 mg und (2E,4E,14/15Z)-N-

Isobutyleicosa-2,4,14/15-trienamid (37a/b) mit Gehalten bis zu 16321,2 µmol/100 mg die 

mengenmäßig dominierenden Säureamide darstellten.  

Die eingangs unter 4.1 beschriebenen vergleichenden Profilsensoriken zeigten deutliche 

Unterschiede in den Scharfintensitäten der unterschiedlichen analysierten Pfefferproben. 

Beispielsweise wurde schwarzer Pfeffer im Vergleich zu langem Pfeffer als deutlich schärfer 

empfunden (schwarzer Pfeffer: 5; langer Pfeffer: 2,7). Der Vergleich der Piperingehalte in 

den unterschiedlichen Handelsproben verdeutlicht jedoch, dass alle untersuchten Proben 

Piperingehalte zwischen 14369,4 und 16570,4 µmol/100 mg aufwiesen. Folglich lag die 
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Vermutung nahe, dass die Piperinkonzentrationen der Pfeffersorten zwar dominierend an 

deren Schärfe beteiligt sind, jedoch nicht deren sensorischen Unterschiede erklären können.  

Viel stärker variieren die Gehalte der Alkylamide in den verschiedenen Pfeffersorten. Wäh-

rend langer Pfeffer (Piper longum L.) z. B. die höchsten (2E,4E,14/15Z)-N-Isobutyleicosa-

2,4,14/15-trienamid-Mengen (37a/b) aufwies, besaß der weiße gemahlene Pfeffer (Piper 

nigrum L.) die geringsten Mengen. Die verhältnismäßig hohen DoT-Faktoren der Verbindun-

gen 33a/b sowie 37a/b–39a/b für Tingling des langen Pfeffers stehen im Einklang mit des-

sen ausgeprägter sensorischer Tinglingnote. Die schwächere Scharfnote dieses Pfeffers 

lässt sich vermutlich auf das Fehlen zahlreicher Piperinanaloga wie 23, 25 oder 27 zurück-

führen.  

Neben der Sorte scheinen aber auch die unterschiedlichen Handelsformen (Proben A, C und 

E, Tabelle 12) einen Einfluss auf die Mengenverhältnisse der Schlüsselscharfstoffe zu ha-

ben. Obwohl der Vergleich zwischen schwarzem, weißem und grünem Pfeffer mit käuflich 

erworbenen Handelsproben aus unterschiedlichen Batches durchgeführt wurde, die nicht 

von ein und derselben Pflanzen unterschiedlicher Reifestadien einer Region stammen, re-

präsentieren die Werte jedoch Pfeffergewürze, die dem Verbraucher zur Verfügung stehen. 

Wie in Tabelle 12 zu sehen ist, ähnelten sich der weiße und grüne Pfeffer in Bezug auf ihre 

Piperingehalte von ca. 16 µmol/100 mg. Obwohl der schwarze Pfeffer geringere Konzentrati-

onen an 21 aufwies, konnten dennoch doppelt bis neunfach so hohe Piperlongumininwerte 

beobachtet werden. Auffällig war zudem, dass die Zusammensetzung der Säureamide 22–

31 untereinander in den Proben A, C und E stark schwankten. Auch die Alkylamidgehalte 

des weißen, schwarzen und grünen Pfeffers wichen voneinander ab. Während die schwar-

zen ganzen Pfefferkörner hohe Gehalte und damit auch DoT-Faktoren deutlich über eins 

aufwiesen, zeichneten sich die weißen und grünen Pfefferkörner weniger durch die Kompo-

nenten 33a/b–39a/b aus.  

Darüber hinaus wurde, im Vergleich zu den ganzen Körnern, in den gemahlenen Pfef-

ferchargen B und D eine verringerte Alkylamidkonzentration gefunden.  

 

4.6.3 Diskussion 

Um weitere Einblicke in das molekulare Verständnis des Schaf- und Tinglingeindrucks des 

Pfeffers zu erhalten, wurden mit Hilfe von quantitativen Untersuchungen sämtliche identifi-

zierten sensorisch aktiven Säureamide (21–39a/b) in einer Auswahl an verschiedenen Pfef-

fergewürzen bestimmt. Obwohl bereits einige Quantifizierungsmethoden zur Bestimmung 
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von Säureamiden in Piperaceaen zu finden sind (z. B.: Friedman et al., 2008), gelang es 

erstmals, neben den Piperinanaloga auch die Alkylamide in einer Methode zu erfassen. Be-

sonders um die Relevanz einzelner Verbindungen im Hinblick auf das sensorische Gesamt-

profil der Pfeffersorten zu objektivieren, sollten deren Dose-over-Threshold-Faktoren be-

stimmt werden. Dazu wurde zunächst eine Analysenmethode im ESI+-Modus unter Nutzung 

der LC-MS/MS und externer Standardkalibrierung entwickelt. Bereits die Analyse schwarzer, 

ganzer Pfefferkörner erbrachte, dass neben Piperin eine Vielzahl an weiteren Säureamiden 

aus dem Pfeffer DoT-Faktoren >1 aufwiesen. Per Definition tragen damit neben Piperin wei-

tere Säureamide zum Scharf- und Tinglingeindruck des Pfeffers bei. Analog zu dem sensori-

schen Eingangsexperiment aus 4.2 konnte auch mit Hilfe der kalkulierten DoT-Werte gezeigt 

werden, dass der Piperingehalt in schwarzem Pfeffer zwar eine sensorische Schlüsselrolle 

übernimmt, jedoch nicht allein für die Schärfe des Gewürzes verantwortlich ist. Damit konn-

ten zum einen Literaturpassagen, in denen den Säureamiden die Schärfe des Pfeffers zuge-

schrieben wird, bestätigt werden (Parmar et al., 1997) und zum anderen Aussagen, dass 

Piperin allein für die Schärfe des Pfeffers verantwortlich sei, widerlegt werden (Franke, 1997; 

Freist, 1991). Darüber hinaus konnte erstmals die sensorische Bedeutung der Fettsäureami-

de 33a/b–39a/b in Bezug auf die Schärfe ebenso wie auf den Tinglingeindruck herausgear-

beitet werden.  

Bei den vergleichenden Untersuchungen von unterschiedlichen Handelsproben, wie schwar-

zem, weißem, langem und grünem Pfeffer zeigte sich, dass Piperin (21) in allen Proben un-

ter allen analysierten Säureamiden mit Abstand den höchsten DoT-Faktor aufwies. Analog 

zum ganzen schwarzen Pfeffer, spielen aber weitere Piperinanaloga sowie die Alkylamide 

ebenfalls eine Rolle für den psychophysikalischen Gesamteindruck der Pfeffersorten.  

Um genauere Aussagen treffen zu können, inwieweit Erntezeitpunkte, Verarbeitungsprozes-

se, Umweltstress, verschiedene Züchtungen oder Sorten einen Einfluss auf das Sensorikpro-

fil, beziehungsweise auf die Mengenverteilung der Säureamide haben, wäre es sinnvoll, in 

der Zukunft gezielt Proben aus einer definierten Pflanzenreihe zu analysieren. Genauere 

Untersuchungen zu den Veränderungen der Säureamidzusammensetzung der ganzen im 

Vergleich zu den gemahlenen Körnern könnten aufschlussreiche Erkenntnisse über die 

Scharfqualität der beiden Handelsformen erbringen.  
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 Experimenteller Teil 5

5.1 Untersuchungsmaterialien, Reagenzien und Materialien 

5.1.1 Untersuchungsmaterialien 

5.1.1.1 Spargelproben 

Um die geschmacksaktiven Substanzen aus Spargel (Asparagus officinalis L.) isolieren zu 

können, wurde die niederländische Spargelsorte Grolim als Untersuchungsmaterial gewählt, 

die zum einen vom deutschen Züchtungsforschungsinstitut in Quedlinburg (Julius Kühn-

Institut, Institut für ökologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz, 2005) zur Ver-

fügung gestellt und zum anderen bei den Spargelhöfen Lütke-Laxen in Münster (2007) und 

Paintner in Schrobenhausen (2008/2009/2010) käuflich erworben wurden.  

Spargeljungpflanzen der Sorte Grolim wurden von Maatschap Landers, Kessel aus den Nie-

derlanden bezogen. Saatgut der Sorte Rapsody aus der Ernte 2005 wurde freundlicherweise 

von der Südwestdeutschen Saatzucht GmbH & Co. KG zur Verfügung gestellt. Für die quan-

titativen Analysen wurde grüner ebenso wie weißer Spargel (18–22 cm) im deutschen Ein-

zelhandel oder direkt auf Spargelhöfen in Schrobenhausen käuflich erworben.  

 

5.1.1.2 Pfefferproben 

Um die sensorisch aktiven Substanzen aus dem Pfeffer (Piper nigrum L.) isolieren zu kön-

nen, wurden schwarze, ganze Pfefferkörner der Firma Ostmann als Untersuchungsmaterial 

gewählt, die im Handel käuflich erworben wurden.  

Für weitere quantitative Studien wurden verschiedene Pfeffersorten im Handel oder auf dem 

heimischen Markt erworben. 
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5.1.2 Reagenzien 

Die eingesetzten Reagenzien haben, soweit nicht anders erwähnt, p.a.-Qualität. Wasser für 

die HPLC wird von einem Milli-Q-Wasser Advantage A 10 Reinigungssystem (Millipore, 

Molsheim, Frankreich) erhalten. Bei den sensorischen Untersuchungen des Spargels wird 

mineralstoffarmes Evian®-Wasser verwendet, das mit verdünnter Salzsäure (0,1%) auf 

pH 5,9 eingestellt wird. Für alle weiteren Verwendungszwecke wird destilliertes Wasser ver-

wendet. Folgende Reagenzien, Materialien und Lösungsmittel werden kommerziell erwor-

ben: 

 

Aceton (LiChrosolv), Merck, Darmstadt, Deutschland 

Acetonitril, HPLC grade, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Aliquat 336, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ameisensäure, Merck, Darmstadt, Deutschland 

D(-)-Arabinose, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Capsaicin, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Chloroform, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Coffein, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Deuteriumoxid, Euriso-top, Giv-sur-Yvette, Frankreich 

Dichlormethan, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Diethylamin, Fluka, Buchs, Schweiz  

Diethylether, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Dimethylsulfoxid-d6, Euriso-top, Giv-sur-Yvette, Frankreich 

Diosgenin, Extrasynthèse, Genay, Frankreich 

Eisen(III)chlorid, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol (LiChrosolv), Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethylacetat, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethylenglykol, Riedel-de-Haёn AG, Seelze, Deutschland 

D(–)-Fructose, Merck, Darmstadt, Deutschland 

D(+)-Galactose, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Ginsenosid Rg1, Extrasynthèse, Genay, Frankreich 

Ginsenosid Rg2, Extrasynthèse, Genay, Frankreich 

D(+)-Glucose, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Heptamethylenimin, 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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Hexadeuterodimethylsulfoxid, Euriso-Top, Giv-sur-Yvette, Frankreich 

Hexamethylenimin, 99%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Hexan, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Inosin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Kaliumcarbonat, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumiodid, VWR, Leuven, Belgien 

Magnesiumsulfat, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol, HPLC grade, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Methanol-d4, Euriso-top, Giv-sur-Yvette, Frankreich 

Methansulfonsäure, für die Ionenchromatographie, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

4-Methylbenzaldehyd, Merck, Darmstadt, Deutschland 

L-Milchsäure, Sigma-Aldrich (Fluka), Steinheim, Deutschland 

Natriumcarbonat, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid, Grüssing, Filsum, Deutschland 

Natriumhydrid, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxidlösung (1 M), Riedel-de Haёn, Seelze, Deutschland 

Natriumhydroxidlösung (0,1 M), Riedel-de Haёn, Seelze, Deutschland 

Natriumhydroxidlösung (0,4 M), Laborservice Onken, Gründau, Deutschland 

Natriumhydroxid, 50%, für die Ionenchromatographie, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Natriumsulfat, wasserfrei, Merck, Darmstadt, Deutschland 

n-Pentan, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Phosphorpentoxid-Trockenmittel, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Piperidin, 99,5 +%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Piperin, 97%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Piperonal, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

2-Propanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Protodioscin, ChromaDex, LGC Promochem, Wesel, Deutschland 

Pyridin, wasserfrei, 99,8%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Pyridin-d5, Euriso-top, Giv-sur-Yvette, Frankreich 

Pyrrolidin, 99,5 +%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Quercetin-3-O-β-D-glucopyranosid, Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Rhamnose, Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 

Saccharose, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Salzsäure, 37%, Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Salzsäure (1 M), Grüssing, Filsum, Deutschland 

Sarsapogenin, Extrasynthèse, Genay, Frankreich 

Schwefelsäure, 99%, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Siliconöl, Merck, Darmstadt, Deutschland 

β-Sitosterol-3-O-glucosid, ChromaDex, LGC Promochem, Wesel, Deutschland 

Stärke, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Sorbinsäure, Riedel-de Haёn, Seelze, Deutschland 

Tannin (Gallussäure), Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

tert.-Butylmetylether (TBME), Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tetrabutylammoniumhydroxid, Fluka, BioChemika, Seelze, Deutschland 

Tetrahydrofuran, 99 +%, Sigma, St. Louis, USA 

Tetramethylsilan (TMS), Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Thioessigsäure, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Thionylchlorid 99 +%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Toluol, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Triphenylphosphin, Merck, Darmstadt, Deutschland 

cis-Vaccensäure, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

D(+)-Xylose, Lancaster, Eastgate, England 
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5.1.3 Materialien 

Faltenfilter (MN 615¼, 150 mm), Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

HPTLC-Platten (5 × 10 cm, Kieselgel 60 F254 mit Konzentrierungszone 5 × 2,5 cm), Merck, 

Darmstadt, Deutschland 

Kieselgel 60 (0,063–0,2 mm), Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kieselgelkartuschen (unmodifiziert), Chromabond® (45 µm) SiOH 6 ml/1000 mg, Machery-
Nagel, Düren, Deutschland 

LiChroprep RP-18 (25–40 µm) für die Flüssigchromatographie, Merck, Darmstadt, 
Deutschland 

Molekularsieb 4 Å, Merck, Darmstadt, Deutschland 

RC-S Membranfilter (0,45 µm), Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 

Rundfilter classic, 94 mm, Melitta, Minden, Deutschland 

Seesand, –50 +79 mesh, für chromatographische Zwecke, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 

Silanisierte Glasfaserwatte, Machery-Nagel, Düren, Deutschland 

Solid Phase Extraktion C-18-E (55 µm, 70A) 1000 mg/6 ml, StrataTM, Phenomenex, Aschaf-
fenburg, Deutschland 

Solid Phase Extraktion C-18-E (55 µm, 70A) 10 g/60 ml, StrataTM, Phenomenex, Aschaffen-
burg, Deutschland 

Spritzenvorsatzfilter, Minisart RC 15, 0,45 µm, Sartorius, Göttingen, Deutschland 
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5.2 Isolierung und Fraktionierung sensorisch aktiver Substanzen 

aus Spargel und Pfeffer 

 

5.2.1 Isolierung und Fraktionierung geschmacksaktiver Substanzen aus 

Spargel 

5.2.1.1 Lösungsmittelextraktion von Asparagus officinalis L. 

Zur Isolierung der Geschmacksstoffe aus weißem Spargel werden 1 kg rohe beziehungswei-

se gekochte Spargelstangen in ca. 2 cm große Stücke zerteilt und mit einer Retsch-

Labormühle homogenisiert. Anschließend wird das Homogenat mit 1 l Methanol für 

20 Minuten im Ultraschallbad behandelt und bei Unterdruck über eine Nutsche mit Filterpa-

pier abfiltriert. Der Rückstand wird drei weitere Male mit je 1 l Methanol/Wasser-Gemisch 

(70/30, v/v, mit 1%-iger Ameisensäure auf pH 5,9 eingestellt) in gleicher Weise extrahiert. 

Den so gewonnenen, vereinigten Methanol/Wasserextrakten wird am Rotationsverdampfer 

bei 40 °C das Lösungsmittel entzogen. Aus dieser Lösung wird anschließend mittels Gefrier-

trocknung ein Lyophilisat gewonnen, dessen Ausbeute gravimetrisch bestimmt wird. 

 

5.2.1.2 Lösungsmittelextraktion von Jungpflanzen 

Für die Isolierung der Saponine aus den Jungpflanzen werden 500 g Spargeljungpflanzen 

mit Wasser sandfrei gewaschen und in ca. zwei cm große Stücke zerteilt. Das Pflanzenmate-

rial wird anschließend mit flüssigem Stickstoff eingefroren, mit einem Mixer homogenisiert 

und über Nacht in 2,5 l Methanol eingelegt. Nach 12 Stunden wird die Suspension über eine 

Nutsche mit Filterpapier abfiltriert und drei weitere Male mit je 1 l, mit 1% Ameisensäure auf 

pH 5,9 eingestelltem wässrigen Methanol (70/30, v/v) in gleicher Weise extrahiert. Das Lö-

sungsmittel wird jeweils über eine Nutsche abgesaugt, am Rotationsverdampfer im Vakuum 

bei 40 °C und 120 mbar eingeengt und abschließend gefriergetrocknet.  

 

5.2.1.3 Polaritätsorientierte Extraktion 

Das Lyophilisat aus der Lösungsmittelextraktion (5.2.1.1 beziehungsweise 5.2.1.2) wird mit 

1 l Wasser aufgenommen, 10 min im Ultraschallbad gelöst und sukzessiv, nach ansteigender 

Polarität, mit Pentan (4 × 500 ml), Dichlormethan (4 × 500 ml) und Ethylacetat (4 × 500 ml) 
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im Scheidetrichter extrahiert (vgl. Abbildung 87). Die häufig auftretenden Emulsionen werden 

mit wenigen Tropfen Ethanol verringert, sodass sich eine weiße Emulsionsschicht an der 

Phasengrenze absetzt. Die verbleibende weiße Emulsionsschicht verbleibt stets in der wäss-

rigen Phase. Die so gewonnenen vier Extrakte werden am Rotationsverdampfer vom Lö-

sungsmittel befreit, in Wasser suspendiert, lyophilisiert und ausgewogen.  

 

 

 

Abbildung 87: Schema zur Lösungsmittelfraktionierung. 

Spargelprobe (1 kg)

Einfrieren und Mahlen

Methanol-Extraktion (1 l)

Methanol/Wasser-Extraktion
(3 × 1 l; 70/30; v/v; pH 5,9)

Kombinierte Methanol-Extrakte

Vakuum/Gefriertrocknung

Lyophilisat mit Wasser aufnehmen

(1 l; pH 5,9)

Wasserphase extrahieren mit:
Pentan (4 × 500 ml)

Dichlormethan (4 × 500 ml)

Ethylacetat (4 × 500 ml)

Vakuum/Gefriertrocknung

Unlöslicher Rückstand

Pentanextrakt (Fraktion I)

Dichlormethanextrakt (Fraktion II)

Ethylacetatextrakt (Fraktion III)

Wasserextrakt (Fraktion IV)
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5.2.1.4 Fraktionierung des Ethylacetatextraktes (Fraktion III) Solid Phase 

Extraction (SPE) 

Zur polaritätsorientierten Vorfraktionierung der Ethylacetatextrakte aus 5.2.1.3 des rohen 

frischen Spargels sowie der Spargeljungpflanzen an RP-18-Material, werden 60 ml-

Kartuschen (Phenomenex, Aschaffenburg), gefüllt mit 10 g RP-18-Material (Strata C18-E, 

55 µm, 70 Å), verwendet. Da bei hohen Wassergehalten Bestandteile aus der Probe präzipi-

tieren und die Kartusche verstopfen, wird die Oberfläche der Kartuschen mit Seesand ver-

größert. Dazu wird die Oberfläche der Stationären Phase der Kartusche mit 3 mm Seesand 

(mit Methanol gewaschen und 24 h bei 220 °C ausgeheizt) überschichtet. Das Füllmaterial 

wird mit Methanol (100 ml) vorkonditioniert und anschließend in 20% Schritten (Was-

ser/Methanol, v/v) mit jeweils 60 ml Elutionsgemisch auf die benötigte Anfangsbedingung für 

die Chromatographie umkonditioniert. Ein Aliquot der jeweiligen Ethylacetatfraktion (800 mg) 

wird in Milliporewasser (50 ml) suspendiert und auf die Kartusche aufgegeben. Die Elution 

des Extraktes erfolgt schrittweise mit 100 ml Methanol/Wasser (0/100, v/v, pH 3,5; Spargel-

stangen: Fraktion III-A; JP: Fraktion JP-III-A), 100 ml Methanol/Wasser (30/70, v/v, pH 3,5; 

Spargelstangen: Fraktion III-B; JP: Fraktion JP-III-B), 100 ml Methanol/Wasser (70/30, v/v, 

pH 3,5; Spargelstangen: Fraktion III-C; JP: Fraktion JP-III-C) und zuletzt mit 100 ml Methanol 

(Spargelstangen: Fraktion III-D; JP: Fraktion JP-III-D). Die Eluate werden getrennt aufgefan-

gen, am Rotationsverdampfer von Lösungsmitteln befreit, gefriergetrocknet und ausgewo-

gen. Die Fraktionen der Spargelstangen (III-A bis III-D) werden sensorisch beurteilt (s. 

5.6.1.2). Alle gewonnenen Subfraktionen werden via HPLC-ELSD analysiert (s. 5.2.1.5). 

 

5.2.1.5 HPLC-Überprüfung der Spargelfraktionen 

Der Gesamtmethanolextrakt der Spargelstangen, die einzelnen Lösungsmittelfraktionen, die 

über RP-18-Material fraktionierten Extrakte sowie diverse Reinsubstanzen werden mittels 

HPLC-System 1 unter den folgenden Bedingungen getrennt. Ein Aliquot des jeweiligen Ex-

traktes wird in einer Mischung aus Acetonitril/Wasser (20/80, v/v) gelöst, im Ultraschallbad 

behandelt und membranfiltriert. 
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Stationäre Phase: HyperClone ODS 120 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm; Phenomenex,  
Aschaffenburg) 

Flussrate: 1 ml/min 

Detektion: ELSD 

Gain: 12 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: 30 µl 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq 

B: 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

Gradient: 5% B, innerhalb von 50 min auf 50% B, in weiteren 10 min auf 
100% B, isokratisch (10 min), innerhalb von 10 min auf 5% B,   
isokratisch (10 min) 

 

 

5.2.2 Isolierung und Fraktionierung sensorisch aktiver Substanzen aus Pfeffer 

 

5.2.2.1 Herstellung eines Pfefferextraktes 

Bei der Extraktion und auch bei allen weiteren Aufreinigungsschritten wird unter Lichtaus-

schluss gearbeitet, da sonst die Isomerisierung des Piperins zu Isopiperin, Chavicin und Iso-

chavicin erfolgt (Kozukue et al., 2007). 

 

Zur Herstellung eines Pfefferextraktes werden ganze Pfefferkörner in einer Schlagkreuzmüh-

le fein gemahlen (Analysenmühle A10, IKA Labortechnik, Staufen). Nachdem von dem Pul-

ver exakt 200 g in ein 800 ml Becherglas eingewogen sind, wird der gemahlene Pfeffer drei-

mal mit je 250 ml Ethanol und zweimal mit je 300 ml Ethanol im Ultraschallbad für 

10 Minuten extrahiert. Die überstehende Lösung wird jeweils abdekantiert und zur Aufreini-

gung durch einen Faltenfilter filtriert. Das Lösungsmittel des Filtrates wird mittels Rotations-

verdampfer unter reduziertem Druck bei 35 °C entfernt, der Extrakt wird mittels Gefriertrock-

nung lyophilisiert und zur weiteren Analyse eingesetzt. Der unlösliche Rückstand wird eben-

falls gefriergetrocknet und das Lyophilisat wird für die sensorische Analyse eingesetzt.  
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5.2.2.2 Fraktionierung des Ethanolextraktes mittels RP-18 Material 

Die Fraktionierung des Pfefferextraktes aus 5.2.2.1 erfolgt mittels Säulenchromatographie an 

RP-18 Material (25–40 µm; Merck, Darmstadt). Für die Trennung an RP-18 Material wird 

eine wassergekühlte Glassäule (20 × 4 cm) verwendet, deren unteres Ende mit silanisierter 

Glasfaserwatte verschlossen wird. Nach Verdichten der Watte mit einem Glasstab wird diese 

mit 5 mm Seesand (24 h bei 220 °C ausgeheizt) überschichtet. Das RP-18 Material wird in 

Methanol aufgeschlämmt und 20 Minuten gerührt, bevor es in die Glassäule eingebracht 

wird. Vor dem Gebrauch wird die Säule mit Methanol (500 ml) gewaschen und das Eluat wird 

verworfen. Anschließend wird das Füllmaterial in 20% Schritten (Wasser/Methanol, v/v, 

pH 3,5) mit jeweils 400 ml Elutionsgemisch auf Methanol/Wasser (60/40, v/v) umkonditio-

niert. Ein Aliquot (4 g) des Ethanolextraktes aus 5.2.2.1 wird in Methanol/Wasser (100 ml, 

60/40, v/v, pH 3,5) gelöst und auf die Säule aufgegeben. Die Elution des Extraktes erfolgt bei 

einem konstanten Fluss von 1,5 ml/min in 10% Schritten (jeweils 400 ml) von Metha-

nol/Wasser (60/40, v/v) zu 100% Methanol. Analog zum angewendeten Methanol/Wasser-

Gradienten werden die gewonnenen Fraktionen wie folgt bezeichnet: Fraktion A (70/30, v/v; 

Ausbeute: 11,6%), Fraktion A2 (80/20; Ausbeute: 71,6%), Fraktion B (90/10, v/v; Ausbeute: 

10,1%) und Fraktion C (100/0, v/v; Ausbeute: 6,7%). Die Eluate werden getrennt aufgefan-

gen, am Rotationsverdampfer von Lösungsmitteln befreit, gefriergetrocknet und ausgewo-

gen. 

 

5.3 Isolierung und Identifizierung von sensorisch aktiven 

Inhaltsstoffen 

 

5.3.1 Isolierung und Identifizierung von sensorisch aktiven Inhaltsstoffen in 

Spargel 

5.3.1.1 Isolierung und Identifizierung der geschmacksaktiven Substanzen aus 

SPE-Fraktion III-B 

 

Aliquote der SPE-Fraktion III-B aus 5.2.1.4 werden in ACN/H2O (1/9, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels der folgenden Parameter per HPLC-System 1 subfraktioniert.  
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Stationäre Phase: Analytisch: Microsorb-MV; 100-5 C18 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm; 
Varian, Darmstadt) 

 Präparativ: Microsorb-MV; 100-5 C18 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; 
Varian, Darmstadt) 

Flussrate: Analytisch: 1 ml/min  

 Präparativ: 18 ml/min 

Split: Präparativ: 1 ml (in den ELSD) : 19 ml (in den Kolben) 

Detektion: ELSD 

Gain: Analytisch: 12 

 Präparativ: 10 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: Analytisch: 30 µl 

 Präparativ: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq 

B: 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

Gradient: 0% B, isokratisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 10% B, iso-
kratisch (17 min), in weiteren 13 min auf 100% B, isokratisch 
(10 min), innerhalb von 5 min auf 0% B, isokratisch (15 min) 

 

 

Semipräparative Aufarbeitung der Fraktion III-B 

 

Stationäre Phase: HyperClone ODS C18 (250 × 10 mm i.d., 5 µm; Phenomenex, 
Aschaffenburg) 

Flussrate: 3 ml/min 

Split: 0,8 ml (in den ELSD) : 2,2 ml (in den Kolben) 

Gain: 11 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Detektion: ELSD 

Injektionsvolumen: 500 µl 

Mobile Phase: A: 1% Ameisensäure aq 

B: 1% Ameisensäure in Acetonitril 

Gradient: 0% B, 5 min isokratisch, innerhalb von 5 min auf 10% B, iso-
kratisch (10 min), in weiteren 10 min auf 100% B, isokratisch 
(10 min), innerhalb von 5 min auf 0% B, isokratisch (5 min) 
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Um den Puffer aus den einzelnen Subfraktionen zu entfernen, werden diese im Vakuum auf 

10 ml eingeengt, mit Wasser (5 ml) gestreckt, auf C-18 Festphasenkartuschen (55 µm, 70A, 

1 g/60 ml, StrataTM, Phenomenex, Aschaffenburg) aufgebracht, mit 10 ml Wasser gewaschen 

und mit 6 ml Methanol von der Kartusche eluiert. Die Eluate werden getrennt voneinander 

aufgefangen, einrotiert und gefriergetrocknet. Die so erhaltenen Reinsubstanzen werden für 

die GVA eingesetzt und mittels Massenspektrometrie, UV- und Kernresonanzspektroskopie 

beziehungsweise durch Synthese oder Cochromatographie käuflicher Reinsubstanzen iden-

tifiziert. 

 

Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 1 bis 3 aus SPE-Fraktion III-

B (die Bezifferung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die nebenstehenden Strukturen):  

 

 

Inosin (1): UV/VIS (Acetonitril, pH 7): λmax = 234,7 nm; LC-MS (ESI+): m/z (%) 269 (100, 

[M+H]+), 291 (37, [M+Na]+), 307 (24, [M+K]+); MS/MS (DP = 

60 V): m/z (%) 269 (19), 137 (100); LC-TOF-MS: gefunden 

m/z 291.0699 ([M+H]+), berechnet für [C12H10O5N4+H]+ theore-

tisch: m/z 291.0729.  

 

 

1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-β-D-glucopyranosseester (2) und 1,2-Dithiolan-4-

carbonsäure-6-α-D-glucopyranoseester 

(3): LC-MS (ESI−): m/z (%) 357 (100, 

[M+HCOO]−), 311 (21,       [M−H]−), 347 

(15, [M+Cl]−); MS/MS (DP =  −60 V): m/z 

(%) 311 (6), 144 (5), 131 (100), 112 (22), 

104 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 

311.0273 und m/z 311.0254 ([M−H]−), 

berechnet für [C10H16O7S2−H]− theore-

tisch: m/z 311.0259. Die 1H und 13C NMR 

Daten sind der Tabelle 20 zu entnehmen. 

4'

1'

5'
6'

5'
6'

1'

4'

(2) (3)
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5.3.1.2 Isolierung und Identifizierung der geschmacksaktiven Substanzen aus 

SPE-Fraktion III-C 

Aliquote der SPE-Fraktion III-C aus 5.2.1.4 werden in ACN/H2O (1/9, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels der folgenden Parameter und HPLC-System 1 subfraktioniert. 

Die so erhaltenen Reinsubstanzen werden für die sensorischen Analysen eingesetzt und 

mittels Massenspektrometrie, UV- und Kernresonanzspektroskopie identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Analytisch: HyperClone ODS 120 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm; Phe-
nomenex, Aschaffenburg) 

 Semipräparativ: HyperClone ODS 120 (250 × 10,0 mm i.d., 5 µm; 
Phenomenex, Aschaffenburg) 

 Präparativ: HyperClone ODS 120 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Phe-
nomenex, Aschaffenburg) 

Flussrate: Analytisch: 1 ml/min (analytisch) 

 Präparativ: 20 ml/min 

 Semipräparativ: 3,5 ml/min 

Split: Präparativ: 1 ml (in den ELSD), 19 ml (in den Kolben) 

 Semipräparativ: 0,8 ml (in den ELSD), 2,7 ml (in den Kolben) 

Detektion: ELSD 

Gain: Analytisch: 12 

 Semipräparativ: 12 

 Präparativ: 10 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: Analytisch: 30 µl 

 Präparativ: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq 

B: 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

Gradient: 5% B, isokratisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 30% B, isokra-
tisch (15 min), in weiteren 5 min auf 35% B, innerhalb von 5 min 
auf 40% B, isokratisch (5 min), in 5 min auf 100% B, isokratisch 
(5 min), innerhalb von 5 min auf 5% B, isokratisch (5 min) 
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Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 5a/b bis 13a/b aus SPE-

Fraktion III-C (die Bezifferung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die Strukturen in Abbil-

dung 91):  

 

3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2)-{α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-

26-O-[β-D-glucopyranosyl]-(25R/S)-22-hydroxyfurost-5-ene-3β,26-diol (5a/b): LC-MS (ESI−): 

m/z 1047 (100, [M−H]−), 1083 (26, [M+Cl]−); MS/MS (DP = −175 V): m/z (%) 1047 (26), 902 

(33), 755 (26), 575 (20), 413 (14), 402 (20), 260 (20), 204 (20), 163 (20), 143 (26), 130 (26), 

119 (52), 113 (54), 101 (85), 88 (75), 85 (42), 71 (66), 59 (100); LC-TOF-MS: gefunden m/z 

1071.5360 ([M+Na]+), berechnet für [C51H84O22+Na]+, theoretisch: m/z 1071.5352. Die 1H und 

13C NMR Daten sind der Tabelle 22, Tabelle 23 und Tabelle 24 zu entnehmen. 

 

Diosgenin (6): LC-MS (ESI+): m/z 415 [100, M+H]+, 437 [7, M+Na]+), MS/MS (DP = 

−130 V): m/z (%) 413 (100), 243 (2), 57 (4); LC-TOF-MS: gefunden m/z 415.3204 ([M+H]+), 

berechnet für [C27H42O3+H+]+, theoretisch: m/z 415.3207. Die 1H und 13C NMR Daten sind der 

Tabelle 21 zu entnehmen. 

 

(25R/S)-Furost-5-en-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-gluco-

pyranosid]-26-O-β-D-glucopyranosid (10a/b): LC-MS (ESI−): m/z 901 (100, [M−H]−), 1047 

(68, [M+Cl]−); MS/MS (DP = −185 V): m/z (%) 901 (100), 755 (6), 205 (1), 161 (1), 143 (1), 

131 (1), 119 (2), 115 (1), 112 (3), 103 (2), 101 (8), 89 (8), 87 (2), 85 (5), 73 (4), 71 (6), 59 

(18); LC-TOF-MS: gefunden m/z 901.4805 ([M−H]−), berechnet für [C45H74O18−H]−, theore-

tisch: m/z 901.4797; Die 1H und 13C NMR Daten sind der Tabelle 25, Tabelle 26 und Tabelle 

27 zu entnehmen. 

 

Sarsapogenin (9): LC-MS (ESI+): m/z 417 [100, M+H]+, 439 [8, M+Na]+), MS/MS (DP = 

−135 V): m/z (%) 415 (30), 413 (100), 395 (2), 68 (6); LC-TOF-MS: gefunden m/z 417.3361 

([M+H]+), berechnet für [C27H42O3+H]+, theoretisch: m/z 417.3363. Die 1H und 13C NMR Da-

ten sind der Tabelle 21 zu entnehmen. 

 

(25R/S)-Furostan-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosid]-

26-O-β-D-glucopyranosid (13a/b): LC-MS (ESI−): m/z 903 (100, [M−H]−), 939 (21, [M+Cl]−); 

MS/MS (DP = −195 V): m/z (%) 903 (100), 757 (10), 739 (2), 595 (3), 433 (3), 119 (1), 113 
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(3), 103 (1), 101 (8), 89 (1), 87 (1), 85 (5), 83 (2), 73 (3), 71 (5), 59 (16), 55 (1); LC-TOF-MS: 

gefunden m/z 903.4929 ([M−H]−), berechnet für [C45H76O18−H]−, theoretisch: m/z 903.4953. 

Die 1H und 13C NMR Daten sind der Tabelle 25, Tabelle 26 und Tabelle 27 zu entnehmen. 

 

5.3.1.3 Isolierung und Identifizierung der geschmacksaktiven Substanzen aus 

SPE-Fraktion III-D 

Aliquote der SPE-Fraktion III-D aus 5.2.1.4 werden in ACN/H2O (7/3, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels der folgenden Parameter und HPLC-System 1 subfraktioniert. 

Die so erhaltenen Reinsubstanzen werden für die sensorischen Analysen eingesetzt und 

mittels Massenspektrometrie, UV- und Kernresonanzspektroskopie identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Analytisch: HyperClone ODS 120 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm;     

Phenomenex, Aschaffenburg) 

 Präparativ: HyperClone ODS 120 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm;    

Phenomenex, Aschaffenburg) 

Flussrate: Analytisch: 1 ml/min  

 Präparativ: 20 ml/min 

Split: Präparativ: 1 ml (in den ELSD): 19 ml (in den Kolben) 

Detektion: ELSD 

Gain: Analytisch: 12 

 Präparativ: 10 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: Analytisch: 30 µl 

 Präparativ: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq 

B: 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

Gradient: 20% B, innerhalb von 5 min auf 50% B, isokratisch (5 min), in wei-
teren 10 min auf 65% B, anschließend innerhalb von 5 min auf 
100% B, isokratisch (5 min), abschließend in 5 min auf 20% B, 
isokratisch (10 min) 
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Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 14a/b aus SPE-Fraktion III-D 

(die Bezifferung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die Struktur in Abbildung 91):  

 

3-O-[α-L-Rhamnosypyranosyl-(1→2)-α-L-rhamnosypyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyrano-

syl]-(25R/S)-spirost-5-en-3β-ol (14a/b): LC-MS (ESI−): m/z 867 [100, M−H]−, 903 [49, M+Cl]−, 

913 (22, [M+ HCOO]−); MS/MS (DP = −200 V): m/z (%) 867 (100), 721 (29), 575 (3), 509 (3), 

289 (3), 265 (2), 246 (14), 205 (25), 179 (3), 163 (20), 161 (7); LC-TOF-MS: gefunden m/z 

867.4711 ([M−H]−), berechnet für [C45H72O16−H]−, theoretisch: m/z 867.4742. Die 1H und 13C 

NMR-Daten sind der Tabelle 28, Tabelle 29 und Tabelle 30 zu entnehmen. 

 

 

5.3.1.4 Isolierung und Identifizierung der geschmacksaktiven Substanzen aus der 

Ethylacetatfraktion der Jungpflanzen 

Aliquote der SPE-Fraktion III-D aus 5.2.1.4 werden in ACN/H2O (7/3, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels den folgenden Parametern und HPLC-System 1 analytisch und 

unter HPLC System 4 präparativ analysiert und subfraktioniert. Die so erhaltenen Reinsub-

stanzen werden für die sensorischen Analysen eingesetzt und mittels Massenspektrometrie, 

UV- und Kernresonanzspektroskopie identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Analytisch: HyperClone ODS 120 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm; Phe-
nomenex, Aschaffenburg) 

 Präparativ: HyperClone ODS 120 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Phe-
nomenex, Aschaffenburg) 

Flussrate: Analytisch: 1 ml/min  

 Präparativ: 20 ml/min 

Split: Präparativ: 1 ml (in den ELSD), 19 ml (in den Kolben) 

Gain: Analytisch: 12 

 Präparativ: 10 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Detektion: ELSD 

Injektionsvolumen: Analytisch: 30 µl 

 Präparativ: 1 ml 

Mobile Phase: A: 1% Ameisensäure in Acetonitril 

B: 1% Ameisensäure aq 
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Gradient: 5% B, innerhalb von 50 min auf 50% B, in weiteren 10 min auf 
100% B, isokratisch (10 min), innerhalb von 10 min auf 5% B,   
isokratisch (10 min) 

 

 

Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindung 15 aus der Ethylacetatfraktion 

der Jungpflanzen (die Bezifferung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die Struktur in Ab-

bildung 91):  

 

3-O-[β-D-Glucopyranosyl-(1→2)-β-D-xylopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-(25S)-5β-

spirostan-3β-ol (AS-1) (15): LC-MS (ESI−): m/z (%) 871 (100, [M−H]−), 917 (34, [M+ 

HCOO]−), 907 (27, [M+Cl]−); MS/MS (DP = −195 V): m/z (%) 871 (100), 739 (26), 709 (6), 

577 (10), 541 (2), 457 (2), 305 (5), 221 (4), 184 (2), 179 (4), 161 (33), 158 (15), 155 (2); LC-

TOF-MS: gefunden m/z 871.4733 ([M−H]−), berechnet für [C44H72O17−H]−, theoretisch: m/z 

871.4691. Die 1H und 13C NMR Daten sind der Tabelle 28, Tabelle 29 und Tabelle 30 zu ent-

nehmen. 

 

 

5.3.2 Isolierung und Identifizierung von sensorisch aktiven Inhaltsstoffen in 

Pfeffer 

 

5.3.2.1 Geschmacksverdünnungsanalyse des Pfefferextraktes 

Ein Aliquot des Ethanolextraktes (5.2.2.1) wird in einer Mischung aus Methanol/Wasser 

(70/30, v/v, pH 3,5) gelöst, im Ultraschallbad behandelt und membranfiltriert. Jeweils 2 ml 

der Lösung werden mittels des HPLC-Systems 3 in 41 Fraktionen aufgetrennt, die in eisge-

kühlten Braunglaskolben aufgefangen werden. Durch Entfernen des Lösungsmittels am Ro-

tationsverdampfer und Gefriertrocknung werden die Fraktionen als Feststoffe oder Öle erhal-

ten, die sensorisch analysiert werden (5.6.2.4). 
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Stationäre Phase: Microsorb-MV; 100-5 C18 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Varian,      
Darmstadt) 

Flussrate: 18 ml/min 

Detektion: UV 

Wellenlänge: 260 nm 

Injektionsvolumen: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure (pH 3,5) 

B: Methanol 

Gradient: 70% B, 5 min isokratisch, innerhalb von 17 min auf 80% B, iso-
kratisch (28 min), in weiteren 10 min auf 100% B, isokratisch 
(5 min), innerhalb von 5 min auf 70% B, isokratisch (10 min) 

 

 

Sämtliche folgenden Fraktionen und Reinsubstanzen des schwarzen Pfefferextraktes wer-

den mit Hilfe des HPLC-Systems 2 unter den folgenden Bedingungen, zur Zuordnung der 

Peaks zur GVA, überprüft. Dazu wird jeweils 1 mg der Fraktion in 1 ml MeOH/H2O (9/1, v/v) 

gelöst und membranfiltriert. 

 

Stationäre Phase: Microsorb-MV; 100-5 C18 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm; Varian, Darm-
stadt) 

Flussrate: 0,8 ml/min 

Detektion: DAD 

Wellenlänge: 260 nm 

Injektionsvolumen: 25 µl 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq (pH 3,5) 

B: Methanol 

Gradient: 70% B, 5 min isokratisch, innerhalb von 17 min auf 80% B, iso-
kratisch (28 min), in weiteren 10 min auf 100% B, isokratisch 
(5 min), innerhalb von 5 min auf 70% B, isokratisch (10 min) 

 

 

5.3.2.2 Identifizierung der Piperinderivate aus Fraktion A 

Aliquote der Fraktion A aus 5.2.2.2 werden in MeOH/H2O (7/3, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels den folgenden Parametern per HPLC-System 2 subfraktioniert. 

Die so erhaltenen Reinsubstanzen werden mittels Massenspektrometrie, UV- und Kernreso-
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nanzspektroskopie beziehungsweise durch Synthese oder Cochromatographie käuflicher 

Reinsubstanzen  identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Microsorb-MV; 100-5 C18 (250 × 21,2 mm, 5 µm; Varian,       
Darmstadt) 

Flussrate: 20 ml/min 

Detektion: UV 

Wellenlänge: 260 nm 

Injektionsvolumen: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq (pH 3,5) 

B: Methanol 

Gradient: 50% B, isokratisch (10 min), innerhalb von 10 min auf 70% B, in 
weiteren 10 min auf 80% B, in weiteren 5 min auf 100% B, isokra-
tisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 50% B, isokratisch (5 min) 

 

 

Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 21 bis 23 (die Bezifferung der 

Kohlenstoffatome bezieht sich auf die nebenstehenden Strukturen):  

 

Piperlonguminin (22): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 318 nm; LC-MS (ESI+): 

m/z 274 (100, [M+H]+), 296 (76, [M+Na]+), 569 (63, 

[2M+Na]+), 547 (43, [2M+H]+); MS/MS (DP = 46 V): 

m/z (%) 274 (95), 201 (58), 171 (14), 143 (19), 135 

(41), 115 (100); LC-TOF-MS: gefunden m/z 274.1450 

([M+H]+), berechnet für [C16H19NO3+H]+, theoretisch: m/z 274.1443; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.85 [d, 6H, J=7.0 Hz, H-C(3´, 4´)], 1.61–1.76 [m, 1H, H-C(2´)], 

2.96 [t, 2H, J=6.4 Hz, H-C(1´)], 6.04 [s, 2H, H-C(1)], 6.11 [d, 1H, J=15.0 Hz, H-C(11)], 6.82–

6.94 [m, 3H, J=8.0 Hz, J=14.8 Hz, H-C(6, 8, 9)], 6.98 [dd, 1H, J=1.2 Hz, J=8.0 Hz, H-C(5)], 

7.13 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.0 Hz, H-C(10)], 7.25 [d, 1H, J=1.7 Hz, H-C(3)]; 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  20.6 [C(3´)], 20.6 [C(4´)], 28.6 [C(2´)], 46.6 [C(1´)], 

101.7 [C(1)], 106.0 [C(3)], 108.9 [C(6)], 123.1 [C(5)], 125.1 [C(11)], 125.7 [C(9)], 131.9 [C(4)], 

138.1 [C(8)], 139.6 [C(10)], 148.1 [C(7)], 148.4 [C(2)], 165.6 [C(12)].  
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Piperylin (23): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 348 nm; LC-MS (ESI+): m/z 272 

(100, [M+H]+), 543 (71, [2M+H]+), 565 (60, [2M+Na]+), 

294 (46, [M+Na]+); MS/MS (DP = 56 V): m/z (%) 272 

(75), 201 (62), 173 (8), 171 (12), 159 (7), 143 (24), 135 

(31), 114 (100); LC-TOF-MS: gefunden m/z 272.1294 

([M+H]+), berechnet für [C16H17NO3+H]+, theoretisch: m/z 274.1287; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.71–1.76 [m, 2H, H-C(14b)], 1.82–1.88 [m, 2H, H-C(14a)], 3.39 

[t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(13b)], 3.48 [t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(13a)], 6.08 [s, 2H, H-C(1)], 6.42 [d, 

1H, J=14.7 Hz, H-C(11)], 6.86–6.98 [m, 3H, H-C(6, 8, 9)], 6.96 [dd, 1H, J=1.5 Hz, J=8.0 Hz, 

H-C(5)], 7.20 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-C(3)], 7.21 [dd, 1H, J=10.5 Hz, J=14.7 Hz, H-C(10)]; 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.9 [C(14b)], 25.9 [C(14a)], 46.2 [C(13b)], 

46.5 [C(13a)], 102.0 [C(1)], 106.3 [C(3)], 107.9 [C(6)], 123.2 [C(11)], 123.3 [C(5)], 125.9 

[C(9)], 132.4 [C(4)], 138.5 [C(8)], 141.2 [C(10)], 148.3 [C(7)], 148.5 [C(2)], 165.1 [C(12)]. 

 

Piperin (21): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 348 nm; LC-MS (ESI+): m/z 286 

(100, [M+H]+), 571 (77, [2M+H]+), 593 (37, [2M+Na]+), 

308 (34, [M+Na]+); MS/MS (DP = 46 V): m/z (%) 286 

(100), 201 (54), 173 (6), 171 (13), 159 (6), 143 (22), 135 

(34), 115 (96); LC-TOF-MS: gefunden m/z 286.1467 

([M+H]+), berechnet für [C17H19NO3+H]+, theoretisch: m/z 286.1443; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.42–1.48 [m, 4H, H-C(14a, b)], 1.54–1.61 [m, 2H, H-C(15)], 

3.50 [t, 4H, J=5.6 Hz, H-C(13a, b)], 6.03 [s, 2H, H-C(1)], 6.66 [d, 1H, J=14.8 Hz, H-C(11)], 

6.87–6.98 [m, 3H, J=8.5 Hz, J=14.6 Hz, H-C(6, 8, 9)], 6.95 [dd, 1H, J=1.5 Hz, J=8.0 Hz, H-

C(5)], 7.15 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-C(3)], 7.21 [dd, 1H, J=10.9 Hz, J=14.6 Hz, H-C(10)]; 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.7 [C(15)], 25.6 [C(14a)], 25.6 [C(14b)], 44.8 

[C(13b)], 47.2 [C(13a)], 101.9 [C(1)], 105.7 [C(3)], 108.7 [C(6)], 121.4 [C(11)], 122.7 [C(5)], 

126.0 [C(9)], 131.0 [C(4)], 137.7 [C(8)], 142.4 [C(10)], 148.3 [C(7)], 148.4 [C(2)], 165.4 

[C(12)].  
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5.3.2.3 Identifizierung der Piperinderivate aus Fraktion B 

Aliquote der Fraktion B aus 5.2.2.2 werden in MeOH/H2O (8/2, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels der folgenden Parameter und HPLC-System 5 subfraktioniert. 

Die so erhaltenen Reinsubstanzen werden mittels UV-, Massen- und Kernresonanzspektros-

kopie beziehungsweise durch Synthese oder Cochromatographie käuflicher Reinsubstanzen  

identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Microsorb 100-5 C18 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Varian,        
Darmstadt) 

Flussrate: 20 ml/min 

Detektion: UV 

Wellenlänge: 260 nm 

Injektionsvolumen: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq (pH 3,5) 

B: Methanol 

Gradient: 60% B, isokratisch (10 min), innerhalb von 5 min auf 70% B,     
isokratisch (15 min), in 10 min auf 80% B, in weiteren 5 min auf 
100% B, isokratisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 60% B,     
isokratisch (5 min) 

 

 

Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 24 bis 30 (die Bezifferung der 

Kohlenstoffatome bezieht sich auf die nebenstehenden Strukturen):  

 

Piperolein (24): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 354 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

298 (100, [M+H]+), 320 (82, [M+Na]+), 595 (31, 

[2M+H]+), 617 (41, [2M+Na]+); MS/MS (DP = 

166 V): m/z (%) 298 (100), 227 (9), 213 (74), 185 

(26), 183 (44), 169 (10), 155 (34), 141 (16), 127 

(51), 115 (24), 112 (13); LC-TOF-MS: gefunden m/z 298.1449 ([M+H]+), berechnet für 

[C18H19NO3+H]+, theoretisch: m/z 298.1443; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

1.75–1.82 [m, 2H, H-C(16b)], 1.84–1.93 [m, 2H, H-C(16 a)], 3.36 [t, 2H, J=7.5 Hz, H-C(15 

b)], 3.52 [t, 2H, J=7.5 Hz, H-C(15 a)], 6.04 [s, 2H, H-C(1)], 6.38 [d, 1H, J=14.6 Hz, H-C(13)], 

6.52 [dd, 1H, J=12.1 Hz, J=14.6 Hz, H-C(11)], 6.70 [dd, 1H, J=15.9 Hz, H-C(8)], 6.76 [dd, 1H, 

J=9.3 Hz, J=14.6 Hz, H-C(10)], 6.88–6.93 [m, 2H, H-C(6, 9)], 6.97 [dd, 1H, J=1.5 Hz, 
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J=8.5 Hz, H-C(5)], 7.17 [dd, 1H, J=11.3 Hz, J=14.6 Hz, H-C(12)], 7.21 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.1 [C(16b)], 26.1 [C(16a)], 45.8 

[C(15b)], 46.5 [C(15a)], 101.5 [C(1)], 105.9 [C(3)], 108.7 [C(6)], 122.3 [C(13)], 122.6 [C(5)], 

127.9 [C(9)], 131.1 [C(11)], 131.6 [C(4)], 135.4 [C(8)], 139.7 [C(10)], 140.4 [C(12)], 147.6 

[C(7)], 148.3 [C(2)], 164.6 [C(14)]. 

 

Piperettin (25): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 366 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

312 (100, [M+H]+), 623 (55, [2M+H]+), 334 (28, 

[M+Na]+), 645 (24, [2M+Na]+); MS/MS (DP = 96 V): 

m/z (%) 312 (80), 227 (71), 197 (16), 169 (45), 161 

(8), 141 (62), 131 (9), 115 (100), 112 (24), 103 

(17); LC-TOF-MS: gefunden m/z 312.1615 ([M+H]+), berechnet für [C19H21NO3+H]+, theore-

tisch: m/z 312.1600; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.42–1.55 [m, 4H, H-

C(16a, b)], 1.56–1.63 [m, 2H, H-C(17)], 3.47–3.55 [m, 4H, H-C(15a ,b)], 6.04 [s, 2H, H-C(1)], 

6.41 [d, 1H, J=14.5 Hz, H-C(13)], 6.52 [dd, 1H, J=12.1 Hz, J=14.6 Hz, H-C(11)], 6.70 [dd, 1H, 

J=15.9 Hz, H-C(8)], 6.76 [dd, 1H, J=9.3 Hz, J=14.6 Hz, H-C(10)], 6.88–6.93 [m, 2H, H-C(6, 

9)], 6.96 [dd, 1H, J=1.7 Hz, J=8.4 Hz, H-C(5)], 7.17 [dd, 1H, J=11.3 Hz, J=14.6 Hz, H-C(12)], 

7.22 [d, 1H, J=1.7 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.5 

[C(17)], 25.2 [C(16a, b)], 45.3 [C(15b)], 46.4 [C(15a)], 101.2 [C(1)], 106.2 [C(3)], 108.9 [C(6)], 

121.9 [C(13)], 122.8 [C(5)], 127.4 [C(9)], 130.8 [C(11)], 131.1 [C(4)], 135.6 [C(8)], 139.7 

[C(10)], 141.2 [C(12)], 147.9 [C(7)], 148.6 [C(2)], 164.2 [C(14)]. 

 

Retrofractamid A (26): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 264 nm; LC-MS (ESI+): 

m/z 328 (100, [M+H]+), 655 (96, [2M+H]+), 

350 (84, [M+Na]+), 677 (79, [2M+Na]+); 

MS/MS (DP = 56 V): m/z (%) 328 (65), 255 

(7), 167 (6), 161 (25), 131 (66), 103 (100); 

LC-TOF-MS: gefunden m/z 328.1914 

([M+H]+), berechnet für [C20H25NO3+H]+, theoretisch: m/z 328.1913; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.83 [d, 6H, J=7.2 Hz, H-C(3´, 4´)], 1.66–1.70 [m, 1H, H-C(2´)], 

2.27 [m, 4H, H-C(10, 11)], 2.93 [t, 2H, J= 6.0 Hz, H-C(1´)], 5.92 [d, 1H, J=15.6 Hz, H-C(15)], 

5.98 [s, 2H, H-C(1)], 6.08–6.18 [m, 2H, J=15.4 Hz, J=15.8 Hz, H-C(9, 12)], 6.20 [dd, 1H, 

J=10.4 Hz, J=15.4 Hz, H-C(13)], 6.31 [d, 1H, J=15.6 Hz, H-C(8)], 6.78 [dd, 1H, J=8.2 Hz, H-

C(6)], 6.82 [dd, 1H, J=1.2 Hz, J=8.2 Hz, H-C(5)], 6.98 [dd, 1H, J=10.4 Hz, J=14.9 Hz, H-
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C(14)], 7.05 [d, 1H, J=1.2 Hz, H-C(3)], 7.92 [t, J=5.7 Hz, N-H]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-

d6; HMQC, HMBC):  20.6 [(3´, 4´)], 28.6 [C(2´)], 32.2 [C(11)], 32.6 [C(10)], 46.5 [C(1´)], 

101.3 [C(1)], 105.6 [C(3)], 108.8 [C(6)], 120.7 [C(5)], 124.1 [C(15)], 128.3 [C(9)], 129.4 

[C(13)], 130.1 [C(8)], 132.2 [C(4)], 140.8 [C(12)], 141.1 [C(14)], 146.8 [C(7)], 148.1 [C(2)], 

165.6 [C(16)]. 

 

1-[1-oxo-9(3,4-methylenedioxyphenyl)-2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin (27): UV/Vis 

(MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 264 nm; LC-

MS (ESI+): m/z 326 (100, [M+H]+), 348 (85, 

[M+Na]+), 673 (24, [2M+Na]+), 651 (15, 

[2M+H]+); MS/MS (DP = 56 V): m/z (%) 326 

(80), 255 (7), 227 (15), 165 (100), 161 (34), 

150 (26), 131 (73), 103 (95); LC-TOF-MS: gefunden m/z 326.1763 ([M+H]+), berechnet für 

[C20H23NO3+H]+, theoretisch: m/z 326.1756; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

1.73–1.91 [m, 4H, H-C(18a, b)], 2.28 [m, 4H, H-C(10, 11)], 3.22 [t, 2H, J=6.8 Hz, H-C(17 b)], 

3.47 [t, 2H, J=6.8 Hz, H-C(17a)], 5.98 [s, 2H, H-C(1)], 6.09–6.16 [m, J=15.2 Hz, H-C(9,12)], 

6.25–6.35 [m, 3H, J=14.8, J=15.8 Hz, H-C(8, 13, 15)], 6.79 [dd, 1H, J=1.7 Hz, J=8.0 Hz, H-

C(6)], 6.82 [dd, 1H, J=1.7 Hz, J=8.0 Hz, H-C(5)], 7.03 [d, 1H, J=1.7Hz, H-C(3)], 7.04 [dd, 1H, 

J=10.8 Hz, J=14.8 Hz, H-C(14)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.3 

[(18b)], 26.1 [C(18a)], 32.2 [C(11)], 32.7 [C(10)], 45.9 [C(17b)], 46.5 [C(17a)], 101.3 [C(1)], 

105.7 [C(3)], 108.7 [C(6)], 120.8 [C(5)], 121.8 [C(15)], 128.3 [C(9)], 129.7 [C(13)], 130.2 

[C(8)], 132.2 [C(4)], 141.1 [C(12)], 141.7 [C(14)], 146.8 [C(7)], 148.1 [C(2)], 164.2 [C(16)]. 

 

Dehydropipernonalin (28): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 264 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 340 (100, [M+H]+), 362 (69, 

[M+Na]+), 679 (46, [2M+H]+), 701 (23, 

[2M+Na]+); MS/MS (DP = 76 V): m/z (%) 340 

(100), 255 (4), 227 (6), 179 (44), 164 (13), 

161 (21), 138 (12), 131 (51), 112 (48), 103 

(57); LC-TOF-MS: gefunden m/z 340.1922 ([M+H]+), berechnet für [C21H25NO3+H]+, theore-

tisch: m/z 340.1913; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.35–1.68 [m, 2H, H-

C(19)], 1.55–1.61 [m, 4H, H-C(18a, b)], 2.02–3.24 [m, 4H, H-C(10, 11)], 3.45–3.50 [m, 4H, H-

C(17a, b)], 5.98 [s, 2H, H-C(1)], 6.06–6.21 [m, 2H, J=14.8 Hz, J=15.4 Hz, H-C(9, 12)], 6.30 

[dd, 1H, J=11.6 Hz, J=14.8 Hz, H-C(13)], 6.33 [d, 1H, J=15.4 Hz, H-C(8)], 6.54 [d, 1H, 

2

7
6

5

4

3

O
1

O

8

9

10

11

12

13

14

15
16 N

O

17b
18b

18a

17a
2

7
6

5

4

3

O
1

O

8

9

10

11

12

13

14

15
16 N

O

17b
18b

18a

17a

2

7
6

5

4

3

O
1

O

8

9

10

11

12

13

14

15
16 N

O

17b

18b

19

18a

17a
2

7
6

5

4

3

O
1

O

8

9

10

11

12

13

14

15
16 N

O

17b

18b

19

18a

17a



Experimenteller Teil 

196 

 

J=15.4 Hz, H-C(15)], 6.79 [dd, 1H, J=1.7 Hz, J=8.0 Hz, H-C(6)], 6.83 [dd, 1H, J=1.7 Hz, 

J=8.0 Hz, H-C(5)], 7.03 [d, 1H, J=1.7 Hz, H-C(3)], 7.04 [dd, 1H, J=10.0 Hz, J=14.8 Hz, H-

C(14)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.6 [C(19)], 25.1 [C(18b)], 27.1 

[C(18a)], 32.2 [C(11)], 32.7 [C(10)], 42.8 [C(17b)], 46.4 [C(17a)], 101.3 [C(1)], 105.6 [C(3)], 

108.6 [C(6)], 120.2 [C(5)], 120.8 [C(15)], 128.3 [C(9)], 129.8 [C(13)], 130.1 [C(8)], 132.2 

[C(4)], 141.1 [C(12)], 142.1 [C(14)], 146.8 [C(7)], 148.1 [C(2)], 164.7 [C(16)]. 

 

Pipernonalin (29): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 208 nm, 268 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 342 (100, [M+1]+), 364 (78, 

[M+Na]+), 683 (52, [2M+1]+), 705 (44, 

[2M+Na]+); MS/MS (DP = 66 V): m/z (%) 342 

(85), 229 (35), 199 (12), 161 (17), 138 (22), 

135 (100), 131 (16), 115 (9), 112 (15), 103 (25); LC-TOF-MS: gefunden m/z 342.2078 

([M+H]+), berechnet für [C21H27NO3+H]+, theoretisch: m/z 342.2069; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.35–1.49 [m, 4H, H-C(18a, b)], 1.49–1.68 [m, 6H, H-C(11, 12, 

19)], 2.02–3.24 [m, 4H, H-C(10, 13)], 3.48 [br. t, 4H, J=5.6 Hz, H-C(17a, b)], 5.98 [s, 2H, H-

C(1)], 6.06–6.21 [m, 1H, J=15.9 Hz, H-C(9)], 6.30 [d, 1H, J=15.8 Hz, H-C(8)], 6.60 [d, 1H, 

J=14.8 Hz, H-C(15)], 6.76 [dd, 1H, J=1.6 Hz, J=8.0 Hz, H-C(6)], 6.80 [dd, 1H, J=1.6 Hz, 

J=8.0 Hz, H-C(5)], 7.01–7.08 [m, 1H, H-C(14)], 7.03 [d, 1H, J=1.6 Hz, H-C(3)]; 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.6 [C(19)], 25.8 [C(18b)], 26.9 [C(18a)], 28.3 

[C(12)], 29.2 [C(11)], 29.9 [C(13)], 32.7 [C(10)], 42.8 [C(17b)], 46.4 [C(17a)], 101.3 [C(1)], 

105.6 [C(3)], 108.6 [C(6)], 120.2 [C(15)], 120.8 [C(5)], 129.8 [C(9)], 130.1 [C(8)], 132.2 [C(4)], 

145.1 [C(14)], 146.8 [C(7)], 148.1 [C(2)], 164.7 [C(16)]. 

 

Piperolein B (30): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 260 nm, 304 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 687 (100, [2M+H]+), 344 (86, 

[M+H]+), 366 (76, [M+Na]+), 709 (55, 

[2M+Na]+), 382 (41, [M+K]+); MS/MS (DP = 

91 V): m/z (%) 344 (62), 222 (7), 135 (100), 

112 (10), 103 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 344.2236 ([M+H]+), berechnet für 

[C21H29NO3+H]+, theoretisch: m/z 344.2226; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

1.21–1.60 [m, 14H, H-C(11, 12, 13, 14, 18a, 18b, 19)], 2.10–2.15 [q, 2H, H-C(10)], 2.62 [t, 

2H, J=7.5 Hz, H-C(15)], 3.34–3.40 [m, 4H, H-C(17a, b)], 5.98 [s, 2H, H-C(1)], 6.08–6.18 [m, 

1H, H-C(9)], 6.29 [d, 1H, J=15.2 Hz, H-C(8)], 6.79 [dd, 1H, J=1.6 Hz, J=7.8 Hz, H-C(5)], 6.80-
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6.83 [m, 1H, H-C(6)], 7.03 [d, 1H, J=1.6 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, 

HMBC):  24.6 [C(19)], 25.3 [C(14)], 28.9 [C(12)], 29.3 [C(18b)], 29.9 [C(18a)], 29.1 [C(13)], 

30.3 [C(11)], 32.7 [C(10, 15)], 42.9 [C(17b)], 46.4 [C(17a)], 101.3 [C(1)], 105.6 [C(3)], 108.6 

[C(6)], 120.8 [C(5)], 129.8 [C(9)], 130.2 [C(8)], 132.2 [C(4)], 146.1 [C(7)], 148.1 [C(2)], 170.5 

[C(16)]. 

 

 

5.3.2.4 Identifizierung der Piperinderivate aus Fraktion C 

Aliquote der Fraktion C aus 5.2.2.2 werden in MeOH/H2O (8/2, v/v, 2 ml/50 mg) gelöst, 

membranfiltriert und mittels der folgenden Parameter per HPLC-System 2 subfraktioniert. Die 

so erhaltenen Reinsubstanzen werden mittels UV-, Massen- und Kernresonanzspektrosko-

pie beziehungsweise durch Synthese oder Cochromatographie käuflicher Reinsubstanzen  

identifiziert. 

 

Stationäre Phase: Microsorb 100-5 C18 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Varian, Darm-
stadt) 

Flussrate: 18 ml/min 

Detektion: UV 

Wellenlänge: 260 nm 

Injektionsvolumen: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq (pH 3,5) 

B: Methanol 

Gradient: 70% B, innerhalb von 30 min auf 100% B, isokratisch (10 min), in 
weiteren 2 min auf 70% B, isokratisch (8 min) 
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Spektroskopische Daten der identifizierten Verbindungen 31 bis 39a/b (die Bezifferung 

der Kohlenstoffatome bezieht sich auf die nebenstehenden Strukturen):  

 

Guineensin (31): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 384 

(100, [M+H]+), 406 (86, [M+Na]+), 

767 (31, [2M+H]+), 789 (24, 

[2M+Na]+); MS/MS (DP = 126 V): 

m/z (%) 384 (100), 311 (5), 283 

(5), 187 (4), 175 (2), 161 (3), 135 

(26), 103,2 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 384.2536 ([M+H]+), berechnet für 

[C24H33NO3+H]+, theoretisch: m/z 384.2539; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

0.86 [d, 6H, J=7.0 Hz, H-C(3´, 4´)], 1.29–1.36 [m, 4H, H-C(12, 13)], 1.37–1.46 [m, 4H, H-

C(11, 14)], 1.70–1.72 [m, 1H, H-C(2´)], 2.10–2.18 [m, 4H, H-C(10, 15)], 2.96 [t, 2H, J=6.4 Hz, 

H-C(1´)], 5.96 [d, 1H, J=15.2 Hz, H-C(19)], 6.00 [s, 2H, H-C(1)], 6.02–6.12 [m, 2H, J=15.9, H-

C(9, 16)], 6.14–6.22 [m, 1H, J=10.8 Hz, J=15.4 Hz, H-C(17)], 6.31 [d, 1H, J=16.1 Hz, H-

C(8)], 6.80 [dd, 1H, J=1.2 Hz, J=8.2 Hz, H-C(5)], 6.87 [dd, 1H, J=1.2 Hz, J=8.2 Hz, H-C(6)], 

6.99 [dd, 1H, J=10.8 Hz, J=15.4 Hz, H-C(18)], 7.05 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-C(3)]; 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  20.6 [C(3´, 4´)], 28.6 [C(2´)], 28.8 [C(13)], 28.9 

[C(12)], 29.0 [C(14)], 29.3 [C(11)], 32.6 [C(15)], 32.7 [C(10)], 46.5 [C(1´)], 101.3 [C(1)], 105.6 

[C(3)], 108.6 [C(6)], 120.6 [C(5)], 123.8 [C(19)], 129.1 [C(17)], 129.3 [C(8)], 129.6 [C(16)], 

132.4 [C(4)], 139.5 [C(18)], 141.9 [C(9)], 146.7 [C(7)], 148.1 [C(2)], 165.7 [C(20)]. 

 

Brachyamid A (32): UV/Vis (MeOH/Waser; pH 3,5): λmax = 260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

382 (100, [M+H]+), 763 (90, 

[2M+H]+), 785 (74, [2M+Na]+), 404 

(70, [M+Na]+); MS/MS (DP = 

131 V): m/z (%) 382 (100), 282 

(2), 187 (2), 161 (2), 135 (13), 131 

(5), 103 (7); LC-TOF-MS: gefunden m/z 382.2382 ([M+H]+), berechnet für [C24H31NO3+H]+, 

theoretisch: m/z 382.2382; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.23–1.34 [m, 

8H, H-C(12, 13, 22a, b)], 1.34–1.70 [m, 4H, H-C(11, 14)], 3.47 [t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(21a, b)], 

2.09–2.16 [m, 4H, H-C(10, 15)], 5.97 [s, 2H, H-C(1)], 6.06–6.12 [m, 2H, J=15.8 Hz, H-C(9, 

16)], 6.21–6.28 [m, 2H, J=10.8 Hz, J=14.6 Hz, J=15.2 Hz, H-C(17, 19)], 6.28 [d, 1H, 

J=16.0 Hz, H-C(8)], 6.78 [dd, 1H, J=1.2 Hz, J=8.2 Hz, H-C(5)], 6.82 [dd, 1H, J=1.2 Hz, 
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J=8.2 Hz, H-C(6)], 7.03 [dd, 1H, J=10.9 Hz, J=14.6 Hz, H-C(18)], 7.03 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  24.3 [C(22b)], 26.1 [C(22a)], 28.7 

[C(13)], 28.9 [C(12)], 29.2 [C(14)], 29.4 [C(11)], 32.7 [C(10)], 32.8 [C(15)], 45.9 [C(21b)], 46.5 

[C(21a)], 101.3 [C(1)], 105.6 [C(3)], 108.6 [C(6)], 120.6 [C(5)], 121.5 [C(19)], 129.1 [C(17)], 

129.3 [C(8)], 129.6 [C(16)], 132.3 [C(4)], 141.2 [C(18)], 142.5 [C(9)], 146.6 [C(7)], 148.1 

[C(2)], 164.7 [C(20)]. 

 

(2E,4E,13Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,13-trienamid (33a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 

3,5): λmax = 260 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 334 (100, [M+H]+), 

667 (96, [2M+H]+), 689 (91, 

[2M+Na]+), 356 (85, [M+Na]+), 

372 (18, [M+K]+); MS/MS (DP = 71 V): m/z (%) 334 (100), 109 (5), 95 (8), 81 (15), 67 (16), 55 

(20); LC-TOF-MS: gefunden m/z 334.3110 ([M+H]+), berechnet für [C22H39NO+H]+, theore-

tisch: m/z 334.3110; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.83 [d, 6H, J=6.6 Hz, 

H-C(3’, 4’)], 0.83–0.87 [m, 3H, H-C(18)], 1.18–1.31 [m, 12H, H-C(8, 9, 10, 11, 16, 17)], 1.31–

1.40 [m, 2H, H-C(7)], 1.62–1.73 [m, 1H, H-C(2’)], 1.90–2.03 [m, 4H, H-C(12, 15)], 2.11 [dt, 

2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 2.93 [t, 2H, J=6.6 Hz, H-C(1’)], 5.31 [pt, 2H, J=5.5 Hz, J=11.1 Hz, H-

C(13, 14)], 5.92 [d, 1H, J=15.5 Hz, H-C(2)], 6.00–6.07 [m, 1H, H-C(5)], 6.15 [dd, 1H, 

J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-C(4)], 6.96 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-C(3)], 7.91 [t, 1H, 

J=5.6 Hz, N-H]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  13.8 [C(18)], 20.2 [C(3’, 

4’)], 21.6 [C(17)], 26.3 [C(12)], 26.3 [C(15)], 28.1 [C(2´)], 28.1 [C(7)], 28.3, 28.5, 28.6, 28.7 

[C(8, 9, 10, 11)], 31.3 [C(16)], 32.1 [C(6)], 46.1 [C(1’)], 123.4 [C(2)], 128.6 [C(4)], 129.6 

[C(13)], 129.6 [C(14)], 139.0 [C(3)], 141.4 [C(5)], 165.2 [C(1)]. 

 

 

(2E,4E,12Z)-N-Isobutyl-octadeca-2,4,12-trienamid (33b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 

3,5): λmax = 260 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 334 (100, [M+H]+), 

667 (96, [2M+H]+), 689 (91, 

[2M+Na]+), 356 (85, [M+Na]+), 372 (18, [M+K]+); MS/MS (DP = 71 V): m/z (%) 334 (100), 109 

(5), 95 (8), 81 (15), 67 (16), 55 (20); LC-TOF-MS: gefunden m/z 334.3110 ([M+H]+), berech-

net für [C22H39NO+H]+, theoretisch: m/z 334.3110; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): 

/ppm:  0.83 [d, 6H, J=6.6 Hz, H-C(3’, 4’)], 0.83–0.87 [m, 3H, H-C(18)], 1.18–1.31 [m, 12H, 
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H-C(8, 9, 10, 15, 16, 17)], 1.31–1.40 [m, 2H, H-C(7)], 1.62–1.73 [m, 1H, H-C(2’)], 1.90–2.03 

[m, 4H, H-C(11, 14)], 2.11 [dt, 2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 2.93 [t, 2H, J=6.6 Hz, H-C(1’)], 5.32 [pt, 

2H, J=5.5 Hz, J=11.1 Hz, H-C(12, 13)], 5.92 [d, 1H, J=15.5 Hz, H-C(2)], 6.00–6.07 [m, 1H, H-

C(5)], 6.15 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-C(4)], 6.96 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.5 Hz, H-

C(3)], 7.91 [t, 1H, J=5.6 Hz, N-H]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  13.8 

[C(18)], 20.2 [C(3’, 4’)], 22.1 [C(17)], 26.3 [C(11)], 26.3 [C(14)], 28.1 [C(2´)], 28.1 [C(7)], 28.3, 

28.5, 28.6, 28.7 [C(8, 9, 10, 15)], 31.1 [C(16)], 32.1 [C(6)], 46.1 [C(1’)], 123.4 [C(2)], 128.6 

[C(4)], 129.6 [C(12)], 129.6 [C(13)], 139.0 [C(3)], 141.4 [C(5)], 165.2 [C(1)]. 

 

1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienyl)pyrrolidin (34a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 332 

(100, [M+H]+), 663 (87, [2M+H]+), 

685 (78, [2M+Na]+), 354 (72, 

[M+Na]+), 370 (28, [M+K]+); 

MS/MS (DP = 96 V): m/z (%) 332 (100), 164 (3), 150 (4), 136 (3), 124 (5), 107 (3), 98 (11), 

67 (9), 55 (24); LC-TOF-MS: gefunden m/z 332.2983 ([M+H]+), berechnet für [C22H37NO+H]+, 

theoretisch: m/z 332.2953; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.83–0.87 [m, 

3H, H-C(18)], 1.18–1.32 [m, 12H, H-C(8, 9, 10, 11, 16, 17)], 1.33–1.45 [m, 2H, H-C(7)], 1.73–

1.78 [m, 2H, H-C(20b)], 1.82–1.90 [m, 2H, H-C(20a)], 1.93–2.02 [m, 4H, H-C(12, 15)], 2.16 

[dt, 2H, J=7.4 Hz, H-C(6)], 3.27–3.40 [m, 2H, H-C(19b)], 3.47 [t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(19a)], 

5.28–5.34 [m, 2H, J=5.5 Hz, J=11.0 Hz, H-C(13, 14)], 6.01–6.14 [m, 1H, H-C(5)], 6.16–6.29 

[m, 1H, J=10.2 Hz, J=15.3 Hz, H-C(4)], 6.25 [d, 1H, J=15.3 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, 

J=10.2 Hz, J=15.3 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  14.0 

[C(18)], 22.1 [C(17)], 23.9 [C(20b)], 25.7 [C(20a)], 26.6 [C(12)], 26.6 [C(15)], 28.5, 28.6, 28.7, 

28.9 [C(8, 9, 10, 11)], 29.1 [C(7)], 31.3 [C(16)], 33.8 [C(6)], 45.5 [C(19b)], 46.0 [C(19a)], 

121.1 [C(2)], 128.9 [C(4)], 129.7 [C(13)], 129.7 [C(14)], 140.8 [C(3)], 142.3 [C(5)], 163.8 

[C(1)]. 

 

 1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)pyrrolidin (34b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 332 

(100, [M+H]+), 663 (87, [2M+H]+), 

685 (78, [2M+Na]+), 354 (72, 

[M+Na]+), 370 (28, [M+K]+); 

MS/MS (DP = 96 V): m/z (%) 332 (100), 164 (3), 150 (4), 136 (3), 124 (5), 107 (3), 98 (11), 
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67 (9), 55 (24); LC-TOF-MS: gefunden m/z 332.2983 ([M+H]+), berechnet für [C22H37NO+H]+, 

theoretisch: m/z 332.2953; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.83–0.87 [m, 

3H, H-C(18)], 1.18–1.32 [m, 12H, H-C(8, 9, 10, 15, 16, 17)], 1.33–1.49 [m, 2H, H-C(7)], 1.73–

1.78 [m, 2H, H-C(20b)], 1.82–1.90 [m, 2H, H-C(20a)], 1.93–2.02 [m, 4H, H-C(11, 14)], 2.16 

[dt, 2H, J=7.4 Hz, H-C(6)], 3.27–3.40 [m, 2H, H-C(19b)], 3.47 [t, 2H, J=7.1 Hz, H-C(19a)], 

5.28–5.34 [m, 2H, J=5.5 Hz, J=11.0 Hz, H-C(12, 13)], 6.01–6.14 [m, 1H, H-C(5)], 6.16–6.29 

[m, 1H, J=10.2 Hz, J=15.3 Hz, H-C(4)], 6.25 [d, 1H, J=15.3 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, 

J=10.2 Hz, J=15.3 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  14.0 

[C(18)], 22.9 [C(17)], 23.9 [C(20b)], 25.7 [C(20a)], 26.6 [C(11)], 26.6 [C(14)], 28.5, 28.6, 28.7, 

28.9 [C(8, 9, 10, 15)], 29.1 [C(7)], 31.2 [C(16)], 33.8 [C(6)], 45.5 [C(19b)], 46.0 [C(19a)], 

121.1 [C(2)], 128.9 [C(4)], 129.7 [C(12)], 129.7 [C(13)], 140.8 [C(3)], 142.3 [C(5)], 163.8 

[C(1)]. 

 

1-(Octadeca-2E,4E,13Z-trienyl)piperidin (35a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 346 

(100, [M+H]+), 691 (86, [2M+H]+), 

713 (81, [2M+Na]+), 368 (62, 

[M+Na]+), 384 (12, [M+K]+); 

MS/MS (DP = 116 V): m/z (%) 346 (100), 138 (3), 112 (6), 95 (4), 86 (5), 81 (11), 69 (7), 67 

(7), 55 (11), 53 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 346.3139 ([M+H]+), berechnet für 

[C23H39NO+H]+, theoretisch: m/z 346.3110; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

0.81–0.87 [m, 3H, H-C(18)], 1.20–1.31 [m, 12H, H-C(8, 9, 10, 11, 16, 17)], 1.33–1.41 [m, 2H, 

H-C(7)], 1.40–1.51 [m, 4H, H-C(20a, b)], 1.55–1.60 [m, 2H, H-C(21)], 1.90–2.04 [m, 4H, H-

C(12, 15)], 2.15 [dt, 2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 3.44–3.51 [m, 4H, H-C(19a, b)], 5.30–5.34 [m, 

2H, J=5.6 Hz, J=11.2 Hz, H-C(13, 14)], 6.00–6.14 [m, 1H, H-C(5)], 6.13–6.29 [m, 1H, 

J=10.7 Hz, J=15.4 Hz, H-C(4)], 6.50 [d, 1H, J=15.4 Hz, H-C(2)], 6.98–7.05 [m, 1H, 

J=10.7 Hz, J=15.4 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  13.8 

[C(18)], 21.6 [C(17)], 23.8 [C(21)], 24.8 [C(20b)], 26.3 [C(12)], 26.3 [C(15)], 26.8 [C(20a)], 

28.5 [C(7)], 28.6, 28.7, 28.8, 28.9 [C(8, 9, 10, 11)], 31.1 [C(16)], 33.7 [C(6)], 42.0 [C(19b)], 

45.8 [C(19a)], 119.3 [C(2)], 128.9 [C(4)], 129.3 [C(13)], 129.3 [C(14)], 141.1 [C(3)], 141.4 

[C(5)], 164.3 [C(1)]. 
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1-(Octadeca-2E,4E,12Z-trienyl)piperidin (35b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 346 

(100, [M+H]+), 691 (86, [2M+H]+), 

713 (81, [2M+Na]+), 368 (62, 

[M+Na]+), 384 (12, [M+K]+); 

MS/MS (DP = 116 V): m/z (%) 346 (100), 138 (3), 112 (6), 95 (4), 86 (5), 81 (11), 69 (7), 67 

(7), 55 (11), 53 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 346.3139 ([M+H]+), berechnet für 

[C23H39NO+H]+, theoretisch: m/z 346.3110; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  

0.81–0.87 [m, 3H, H-C(18)], 1.20–1.31 [m, 12H, H-C(8, 9, 10, 15, 16, 17)], 1.33–1.41 [m, 2H, 

H-C(7)], 1.40–1.51 [m, 4H, H-C(20a, b)], 1.55–1.60 [m, 2H, H-C(21)], 1.90–2.04 [m, 4H, H-

C(11, 14)], 2.15 [dt, 2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 3.44–3.51 [m, 4H, H-C(19a, b)], 5.30–5.34 [m, 

2H, J=5.6 Hz, J=11.2 Hz, H-C(12, 13)], 6.00–6.14 [m, 1H, H-C(5)], 6.13–6.29 [m, 1H, 

J=10.7 Hz, J=15.4 Hz, H-C(4)], 6.50 [d, 1H, J=15.4 Hz, H-C(2)], 6.98–7.05 [m, 1H, 

J=10.7 Hz, J=15.4 Hz, H-C(3)]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  13.8 

[C(18)], 21.9 [C(17)], 23.8 [C(21)], 24.8 [C(20b)], 26.3 [C(11)], 26.3 [C(14)], 26.8 [C(20a)], 

28.5 [C(7)], 28.6, 28.7, 28.8, 28.9 [C(8, 9, 10, 15)], 31.0 [C(16)], 33.7 [C(6)], 42.0 [C(19b)], 

45.8 [C(19a)], 119.3 [C(2)], 128.9 [C(4)], 129.3 [C(12)], 129.3 [C(13)], 141.1 [C(3)], 141.4 

[C(5)], 164.3 [C(1)]. 

 

(2E,4E)-N-Isobutyloctadeca-2,4-dienamid (36): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 336 

(100, [M+H]+), 358 (29, 

[M+Na]+), 671 (18, [2M+H]+), 

693 (11, [2M+Na]+); MS/MS (DP = 136 V): m/z (%) 336 (100), 280,0 (3), 94,8 (6), 81,0 (12), 

67,2 (11), 57,1 (16); LC-TOF-MS: gefunden m/z 336.3292 ([M+H]+), berechnet für [C22H41NO 

+H]+, theoretisch: m/z 336.3266; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.86 [d, 6H, 

J=6.6 Hz, H-C(3´, 4´)], 0.81–0.89 [m, 3H, H-C(18)], 1.23–1.34 [m, 22H, H-C(7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15, 16, 17)], 1.68–1.72 [m, 1H, H-C(2‘)], 2.17 [dt, 2H, J=7.1 Hz, H-C(6)], 2.95 [t, 

2H, J=6.6 Hz, H-C(1‘)], 5.95 [d, 1H, J=15.3 Hz, H-C(2)], 6.09–6.11 [m, 1H, H-C(5)], 6.15–

6.23 [m, 1H, H-C(4)], 6.97 [dd, 1H, J=10.5 Hz, J=15.3 Hz, H-C(3)], 7.97 [t, 1H, J=6.0 Hz, N-

H]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  14.4 [C(18)], 20,6 [C(3’, 4’)], 22.3 

[C(17)], 24.5 [C(7)], 28.4 [C(2´)], 29.0, 29.1, 29.1, 29.2, 29.2, 29.4, 29.4, 29.5 [C(8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15)], 31.5 [C(16)], 31.8 [C(6)], 46.5 [C(1’)], 123.7 [C(2)], 129.2 [C(4)], 139.4 [C(3)], 

141.8 [C(5)], 165.4 [C(1)]. 
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(2E,4E,15Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,15-trienamid (37a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): 

λmax = 260 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 362 (100, 

[M+H]+), 384 (56, 

[M+Na]+), 723 (12, [2M+H]+), 745 (10, [2M+Na]+); MS/MS (DP = 106 V): m/z (%) 362 (100), 

276 (5), 220 (5), 138,0 (11), 112 (6), 95 (5), 86 (28), 69 (12), 67 (10), 55 (22); LC-TOF-MS: 

gefunden m/z 362.3456 ([M+H]+), berechnet für [C24H43NO+H]+, theoretisch: m/z 362.3423; 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.81 [d, 6H, J=6.6 Hz, H-C(3’, 4’)], 0.81–0.84 

[m, 3H, C(20)], 1.17–1.29 [m, 16H, H-C(8, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 19)], 1.30–1.38 [m, 2H, H-

C(7)], 1.62–1.70 [m, 1H, H-C(2’)], 1.91–2.00 [m, 4H, H-C(14, 17)], 2.05–2.15 [m, 2H, 

J=7.1 Hz, H-C(6)], 2.91 [t, 2H, J=6.4 Hz, H-C(1’)], 5.26–5.33 [m, 2H, J=5.5 Hz, J=11.0 Hz, H-

C(15, 16)], 5.91 [d, 1H, J=15.2, H-C(2)], 5.99–6.06 [m, 1H, H-C(5)], 6.08–6.18 [m, 1H, 

J=10.2 Hz, J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.94 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.2 Hz, H-C(3)], 7.96 [t, 1H, 

J=5.7 Hz, N-H]; 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  14.2 [C(20)], 20.4 

[C(3´)], 20.4 [C(4´)], 22.0 [C(19)], 26.6 [C(14)], 26.6 [C(17)], 28.4 [C(2´)], 28.4 [C(7)], 28.5, 

28.6, 28.8, 28.9, 29.0, 29.2 [C(8, 9, 10, 11, 12, 13)], 31.2 [C(18)], 32.5 [C(6)], 46.5 [C(1’)], 

123.4 [C(2)], 128.8 [C(4)], 129.9 [C(15, 16)], 139.6 [C(3)], 142.1 [C(5)], 165.9 [C(1)]. 

 

(2E,4E,14Z)-N-Isobutyl-eicosa-2,4,14-trienamid (37b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): 

λmax = 260 nm; LC-MS 

(ESI+): m/z 362 (100, 

[M+H]+), 384 (56, 

[M+Na]+), 723 (12, 

[2M+H]+), 745 (10, [2M+Na]+); MS/MS (DP = 106 V): m/z (%) 362 (100), 276 (5), 220 (5), 

138,0 (11), 112 (6), 95 (5), 86 (28), 69 (12), 67 (10), 55 (22); LC-TOF-MS: gefunden m/z 

362.3456 ([M+H]+), berechnet für [C24H43NO+H]+, theoretisch: m/z 362.3423; 1H NMR 

(500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.81 [d, 6H, J=6.6 Hz, H-C(3’, 4’)], 0.81-0.84 [m, 3H, 

C(20)], 1.17–1.29 [m, 16H, H-C(8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 19)], 1.30–1.38 [m, 2H, H-C(7)], 

1.62–1.70 [m, 1H, H-C(2’)], 1.91–2.00 [m, 4H, H-C(13, 16)], 2.05–2.15 [m, 2H, J=7.1 Hz, H-

C(6)], 2.91 [t, 2H, J=6.4 Hz, H-C(1’)], 5.26–5.33 [m, 2H, J=5.5 Hz, J=11.0 Hz, H-C(14, 15)], 

5.91 [d, 1H, J=15.2 Hz, H-C(2)], 5.99–6.06 [m, 1H, H-C(5)], 6.08–6.18 [m, 1H, J=10.2 Hz, 

J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.94 [dd, 1H, J=10.2 Hz, J=15.2 Hz, H-C(3)], 7.96 [t, 1H, J=5.7 Hz, N-H]; 

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  14.2 [C(20)], 20.4 [C(3´)], 20.4 

[C(4´)], 22.3 [C(19)], 26.6 [C(13)], 26.6 [C(16)], 28.4 [C(2´)], 28.4 [C(7)], 28.5, 28.6, 28.8, 
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28.9, 29.0, 29.2 [C(8, 9, 10, 11, 12, 17)], 31.4 [C(18)], 32.5 [C(6)], 46.5 [C(1’)], 123.4 [C(2)], 

128.8 [C(4)], 129.9 [C(14, 15)], 139.6 [C(3)], 142.1 [C(5)], 165.9 [C(1)]. 

 

1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)pyrrolidin (38a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

360 (100, [M+H]+), 382 (32, 

[M+Na]+), 719 (18, 

[2M+H]+), 731 (12, 

[2M+Na]+); MS/MS (DP = 101 V): m/z (%) 360 (100), 138 (2), 85 (4), 69 (3), 67 (3), 55 (2); 

LC-TOF-MS: gefunden m/z 360.3272 ([M+H]+), berechnet für [C24H41NO+H]+, theoretisch: 

m/z 360.3266; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.81–0.88 [m, 3H, H-C(20)], 

1.16–1.33 [m, 16H, H-C(8, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 19)], 1.33–1.42 [m, 2H, H-C(7)], 1.72–1.80 

[m, 2H, H-C(22b)], 1.82–1.91 [m, 2H, H-C(22a)], 1.92–2.04 [m, 4H, H-C(14, 17)], 2.06–2.19 

[m, 2H, H-C(6)], 3.27–3.39 [m, 2H, H-C(21b)], 3.43–3.51 [m, 2H, H-C(21a)], 5.31 [pt, 2H, 

J=4.9 Hz, J=10.0 Hz, H-C(15, 16)], 6.04–6.15 [m, 1H, H-C(5)], 6.12–6.26 [m, 1H, J=10.6 Hz, 

J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.25 [d, 1H, J=15.2 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, J=10.6 Hz, J=15.2 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  13.7 [C(20)], 22.8 [C(19)], 

23.6 [C(22b)], 25.4 [C(22a)], 26.3 [C(14)], 26.3 [C(17)], 28.7 [C(7)], 28.0, 28.3, 28.4, 28.5, 

28.7, 28.7 [C(8, 9, 10, 11, 12, 13)], 31.0 [C(18)], 33.0 [C(6)], 45.2 [C(21b)], 45.6 [C(21a)], 

120.8 [C(2)], 128.6 [C(4)], 129.4 [C(15)], 129.4 [C(16)], 140.5 [C(3)], 141.8 [C(5)], 163.6 

[C(1)]. 

 

1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)pyrrolidin (38b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

360 (100, [M+H]+), 382 (32, 

[M+Na]+), 719 (18, [2M+H]+), 

731 (12, [2M+Na]+); MS/MS 

(DP = 101 V): m/z (%) 360 (100), 138 (2), 85 (4), 69 (3), 67 (3), 55 (2); LC-TOF-MS: gefun-

den m/z 360.3272 ([M+H]+), berechnet für [C24H41NO+H]+, theoretisch: m/z 360.3266; 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.81–0.88 [m, 3H, H-C(20)], 1.16–1.33 [m, 18H, 

H-C(8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 19)], 1.33–1.42 [m, 2H, H-C(7)], 1.72–1.80 [m, 2H, H-C(22b)], 

1.82–1.91 [m, 2H, H-C(22a)], 1.92–2.04 [m, 4H, H-C(13, 16)], 2.06–2.19 [m, 2H, H-C(6)], 

3.27–3.39 [m, 2H, H-C(21b)], 3.43–3.51 [m, 2H, H-C(21a)], 5.31 [pt, 2H, J=4.9 Hz, 

J=10.0 Hz, H-C(14, 15)], 6.04–6.15 [m, 1H, H-C(5)], 6.12–6.26 [m, 1H, J=10.6 Hz, 
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J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.25 [d, 1H, J=15.2 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, J=10.6 Hz, J=15.2 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  13.7 [C(20)], 22.8 [C(19)], 

23.6 [C(22b)], 25.4 [C(22a)], 26.3 [C(13)], 26.3 [C(16)], 28.7 [C(7)], 28.0, 28.3, 28.4, 28.5, 

28.7, 28.7 [C(8, 9, 10, 11, 12, 17)], 31.1 [C(18)], 33.0 [C(6)], 45.2 [C(21b)], 45.6 [C(21a)], 

120.8 [C(2)], 128.6 [C(4)], 129.4 [C(14)], 129.4 [C(15)], 140.5 [C(3)], 141.8 [C(5)], 163.6 

[C(1)]. 

 

1-(Eicosa-2E,4E,15Z-trienoyl)piperidin (39a): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

374 (100, [M+H]+), 396 (75, 

[M+Na]+), 747 (55, 

[2M+H]+), 769 (12, 

[2M+Na]+); MS/MS (DP = 

141 V): m/z (%) 374 (100), 138 (4), 112 (4), 95 (4), 86 (6), 81 (9), 69 (7), 67 (7), 55 (9), 53 

(10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 374.3427 ([M+H]+), berechnet für [C25H43NO+H]+, theore-

tisch: m/z 374.3423; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.80–0.88 [m, 3H, H-

C(20)], 1.14–1.32 [m, 16H, H-C(8, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 19)], 1.32–1.39 [m, 4H, H-C(7)], 

1.39–1.50 [m, 4H, H-C(22a, b)], 1.54–1.61 [m, 2H, H-C(23)], 1.90–2.03 [m, 4H, H-C(14, 17)], 

2.16 [dt, 2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 3.42–3.52 [m, 4H, H-C(21a, b)], 5.31 [pt, 2H, J=5.0 Hz, 

J=10.2 Hz, H-C(15, 16)], 6.00–6.12 [m, 1H, H-C(5)], 6.09–6.28 [m, 1H, J=10.8 Hz, 

J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.51 [d, 1H, J=15.0 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, J=10.8 Hz, J=15.0 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  14.0 [C(20)], 22.1 [C(19)], 

24.0 [C(23)], 24.2 [C(22b)], 26.6 [C(22a)], 26.7 [C(14)], 26.7 [C(17)], 29.0 [C(7)], 28.3, 28.5, 

28.6, 28.8, 28.9, 28.9 [C(8, 9, 10, 11, 12, 13)], 31.1 [C(18)], 32.3 [C(6)], 42.4 [C(21b)], 45.7 

[C(21a)], 119.5 [C(2)], 129.0 [C(4)], 129.7 [C(15)], 129.7 [C(16)], 141.4 [C(3)], 141.8 [C(5)],  

164.5 [C(1)]. 

 

1-(Eicosa-2E,4E,14Z-trienoyl)piperidin (39b): UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 

260 nm; LC-MS (ESI+): m/z 

374 (100, [M+H]+), 396 (75, 

[M+Na]+), 747 (55, [2M+H]+), 

769 (12, [2M+Na]+); MS/MS 

(DP = 141 V): m/z (%) 374 (100), 138 (4), 112 (4), 95 (4), 86 (6), 81 (9), 69 (7), 67 (7), 55 (9), 

53 (10); LC-TOF-MS: gefunden m/z 374.3427 ([M+H]+), berechnet für [C25H43NO+H]+, theo-
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retisch: m/z 374.3423; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  0.80–0.88 [m, 3H, H-

C(20)], 1.14–1.32 [m, 16H, H-C(8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 19)], 1.32–1.39 [m, 4H, H-C(7)], 

1.39–1.50 [m, 4H, H-C(22a, b)], 1.54–1.61 [m, 2H, H-C(23)], 1.90–2.03 [m, 4H, H-C(13, 16)], 

2.16 [dt, 2H, J=7.3 Hz, H-C(6)], 3.42–3.52 [m, 4H, H-C(21a, b)], 5.31 [pt, 2H, J=5.0 Hz, 

J=10.2 Hz, H-C(14, 15)], 6.00–6.12 [m, 1H, H-C(5)], 6.09–6.28 [m, 1H, J=10.8 Hz, 

J=15.2 Hz, H-C(4)], 6.51 [d, 1H, J=15.0 Hz, H-C(2)], 7.02 [dd, 1H, J=10.8 Hz, J=15.0 Hz, H-

C(3)]; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): /ppm:  14.0 [C(20)], 22.1 [C(19)], 

24.0 [C(23)], 24.2 [C(22b)], 26.6 [C(22a)], 26.7 [C(13)], 26.7 [C(16)], 29.0 [C(7)], 28.3, 28.5, 

28.6, 28.8, 28.9, 28.9 [C(8, 9, 10, 11, 12, 17)], 31.4 [C(18)], 32.3 [C(6)], 42.4 [C(21b)], 45.7 

[C(21a)], 119.5 [C(2)], 129.0 [C(4)], 129.7 [C(14)], 129.7 [C(15)], 141.4 [C(3)], 141.8 [C(5)], 

164.5 [C(1)]. 

 

5.4 Synthese von Referenzsubstanzen 

Soweit erforderlich, werden alle Arbeiten unter Ausschluss von Licht, Luft und Feuchtigkeit in 

einer N2-Inertgasatmosphäre durchgeführt. Die verwendeten Braunglasapparaturen werden 

vor Gebrauch mehrere Stunden im Trockenschrank bei 220 °C ausgeheizt und mit Inertgas 

gespült. Sämtliche Lösungsmittel werden nach gängigen Verfahren destilliert und über Mole-

kularsieb (4 Å) getrocknet. 

Die Zuordnung der NMR-spektroskopischen Signale wird mit Hilfe von COSY-, DEPT-, J-

Resolved-, NOESY-, ROESY-, TOCSY-, HMQC- und HMBC-Spektren vorgenommen und 

bezieht sich auf die gewählte Nummerierung der C-Atome der jeweiligen nebenstehenden 

Strukturen.  

 

5.4.1 Synthesen von Referenzsubstanzen aus Spargel 

 

5.4.1.1 Methylierung des Protodioscins zu Methylprotodioscin 

In Anlehnung an Hu et al. (1997) wird Protodioscin (10 mg, 9,6 µmol) in Pyridin (0,1 ml) ge-

löst, in Methanol überführt und 24 Stunden unter Rückfluss gekocht. Die abschließende 

Strukturaufklärung wird mit Hilfe von 13C- und 1H-NMR Messungen sowie durch Auswertung 

von 1D- und 2D-NMR-Experimenten erbracht, deren Daten im Anhang in Tabelle 31, Tabelle 
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32 und Tabelle 33 dargestellt sind. Die Bezifferung der C-Atome entspricht der Struktur aus 

Abbildung 91. 

 

Massenspektrometrische Daten der Verbindung 16 : 

 

3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-(1→2)-{α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-

26-O-[β-D-glucopyranosyl]-(25R)-22-methoxyfurost-5-ene-3β,26-diol (Methylprotodioscin) 

(16): LC-MS (ESI−): m/z 1107 (100, [M+ HCOO]−), 1061 (49, [M−H]−), 1097 (35, [M+Cl]−), 

1047 (15, [M−CH3]
−); MS/MS (DP = −170 V): m/z (%) 1061 (100), 915 (47), 897 (9), 769 (7), 

607 (3), 289 (6), 247 (41), 205 (53), 179 (13), 163 (32), 161 (21); LC-TOF-MS: gefunden m/z 

1061.5551 ([M−H]−), berechnet für [C52H85O22−H]−, theoretisch: m/z 1061.5538.  

 

 

5.4.1.2 Synthese der Asparagussäure 

In Kooperation mit dem Lehrstuhl für Lebensmittelchemie der TUM in Garching wurde in An-

lehnung an Singh und Whitesides (1990) sowie an Bretthauer (2007) Asparagussäure (4) 

synthetisch generiert (Abbildung 88). 

 

 

 

Abbildung 88: Syntheseweg zur Darstellung von Asparagussäure. 

 

Dazu wird 2-Brommethylenpropionsäure (4,95 g, 30 mmol) in 100 ml Wasser gelöst und auf 

0 °C gekühlt (Kryostat mit Eintauchkühler, Huber, Offenburg). Unter Rühren werden nachei-

nander eine Natriumcarbonatlösung (5,5 g in 20 ml Wasser, 52 mmol) und eine Thioessig-

säurelösung (2,2 ml, 30,5 mmol, gelöst in Wasser) langsam zugetropft. Nach 15 Minuten 

Rühren wird die Lösung mit Salzsäure (10%-ig) auf pH 1 angesäuert und mit Ethylacetat (2 × 

50 ml) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen über wasserfreiem 

AcSH AcSH aq. NaHCO3 O2

Na2CO3, 0°C 15h, RT 5h, 100 °C
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Magnesiumsulfat und Abziehen des Lösungsmittels im Vakuum wird 3-(Acetylthio)-2-

methenyl-1-propionsäure als kristalliner weißer Rückstand erhalten.  

Anschließend werden 3,6 g (22,5 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methenyl-1-propionsäure in Thioes-

sigsäure (2,4 ml, 33,8 mmol) gelöst und 15 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Im 

Rotavapor werden die leicht flüchtigen Bestandteile entfernt und die gelbe Lösung eingeengt. 

Dieser Ansatz wird mit entgaster Natriumhydrogencarbonatlösung (200 ml, 10 Gew.-%) 

5 Stunden unter Rückfluss erhitzt. Nach dem Abkühlen des Reaktionsansatzes auf Raum-

temperatur wird eine Spatelspitze Eisen(III)chlorid als Katalysator und Indikator hinzugesetzt. 

Anschließend wird sehr langsam bei Raumtemperatur so lange Sauerstoff mit Hilfe einer 

Glaskapillare eingeleitet, bis die dunkelviolette Farbe nicht mehr zu erkennen ist. Die Roh-

synthese wird mit Schwefelsäure auf pH 1 gebracht und mit Diethylether (3 × 50 ml) extra-

hiert. Nach Trocknung über Natriumsulfat und Abziehen des Lösungsmittels im Vakuum wird 

das gelbe Öl an RP18-Kartuschen (Solid Phase Extraktion C-18-E, 55 µm, 70A, 10 g/60 ml, 

StrataTM, Phenomenex, Aschaffenburg) aufgereinigt. Dazu wird das Rohprodukt in einem 

MeOH/H2O-Gemisch (20/80, v/v, 5 ml) gelöst und auf die mit MeOH (60 ml) und Wasser 

(100 ml) vorkonditionierte Kartusche gegeben. Die Elution der Rohsynthese erfolgt schritt-

weise mit 60 ml Methanol/Wasser (0/100, v/v, Fraktion 1), 60 ml Methanol/Wasser (60/40, 

v/v, Fraktion 2) und zuletzt mit 60 ml Methanol (Fraktion 3). Das Produkt befindet sich in 

Fraktion 2, dessen Lösungsmittelanteil am Rotationsverdampfer von Lösungsmitteln befreit 

wird. Nach Ausschütteln der wässrigen Phase mit Ethylacetat (3 × 50 ml) werden die verei-

nigten organischen Phasen im Vakuum eingeengt und mittels präparativer RP-HPLC-ELSD 

(System 4) aufgereinigt. 

 

Stationäre Phase: HyperClone ODS 120 (250 × 21,2 mm i.d., 5 µm; Phenomenex, 
Aschaffenburg) 

Flussrate: 20 ml/min 

Detektion: ELSD 

Gain: 8 

Split: Präparativ: 1 ml (in den ELSD) : 19 ml (in den Kolben) 

Verdampfertemperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: 1 ml 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure aq 

B: 0,1% Ameisensäure in Methanol 

Gradient: 0% B, isokratisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 10% B, isokratisch 
(5 min), in 15 min auf 50% B, in weiteren 13 min auf 100% B, isokra-
tisch (10 min), innerhalb von 5 min auf 0% B, isokratisch (5 min) 
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Das Syntheseprodukt wird mittels Massenspektroskopie (ESI−) und Kernresonanzspektro-

skopie überprüft und stimmt mit den Daten der nach alkalischer Hydrolyse isolierten Aspara-

gussäure (vgl. 3.2.2.3 und 5.8.6.2) überein. 

 

Asparagussäure (4): LC-MS (ESI-): m/z 149 (100, [M−H]−), 299 (87, [2M−H]−), 195 (80, 

[M+HCOO]−), 185 (14, [M+Cl]−); MS/MS (DP = −60 V): m/z (%) 104 (20), 63 

(100); LC-TOF-MS: gefunden m/z 148.9744 ([M−H]−), berechnet für [C4H5O2−H]−, 

theoretisch: m/z 148.9731; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  3.30 

[dd, 2H, J=4.2 Hz, J=11.4 Hz, H-C(3a, 5a)], 3.40 [dd, 2H, J=6.1 Hz, 11.4 Hz, H-

C(3b, 5b)], 3.49-3.54 [m, 1H, H-C(4)], 12.8 [s, 1H, COOH]; 13C NMR (125 MHz, 

DMSO-d6; HMQC, HMBC): 41.5 [C(3, 5)], 50.7 [C(4)], 173.4 [C(6)]. 

 

5.4.2 Synthesen von Referenzsubstanzen aus Pfeffer 

Natürliche und synthetische Piperinderivate werden nach dem folgenden Schema dargestellt 

(Abbildung 89): In einem ersten Schritt wird Piperin in einer alkalischen Ethylenglycollösung 

gespalten, sodass die freie Säure anschließend mit Thionylchlorid zu Piperinsäurechlorid 

aktiviert und mit den in Tabelle 13 aufgeführten Basen zu den jeweiligen Zielsäureamiden 

umgesetzt werden kann.  

 

 

 

Abbildung 89: Syntheseschema zur Darstellung von Säureamiden 

 

KOH, 

Diethylenglycol

4 h, 98 °C

20 h, 120 °C

SO2Cl2
THF,  Pyridin

4 h, RT
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5.4.2.1 Synthesen von Piperinsäurechlorid 

Zunächst erfolgt die alkalische Spaltung von Piperin in Anlehnung an das Verfahren von 

Venkatasamy et al. (2004) und Becker et al. (2009). Piperin (2,0042 g, 7,1 mmol) wird in ei-

ner alkalischen Ethylenglykollösung (5,6 g KOH in 20 ml Diethylenglykol) gelöst und 4 Stun-

den bei 98 °C in einem Sovirel-Glas erhitzt. Anschließend wird die dunkel gefärbte Reak-

tionsmischung für weitere 20 Stunden bei 110 °C gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtempera-

tur wird der entstehende Niederschlag in Methanol (140 ml) aufgenommen und mit Wasser 

(250 ml) versetzt. Der pH-Wert der Lösung wird auf pH 11 mit Salzsäure (1 M) eingestellt 

und die wässrige Lösung wird mit Ethylacetat (4 × 200 ml) gewaschen. Nach Abtrennen der 

organischen Phase wird die wässrige Phase mit Salzsäure (1 M) auf pH 3 eingestellt und die 

entstandene Piperinsäure wird mit Ethylacetat (4 × 200 ml) extrahiert. Nach Trocknung der 

organischen Phase über Natriumsulfat und Einengen am Rotationsverdampfer auf 5 ml fällt 

die Säure aus. Die Piperinsäure wird abfiltriert, im Stickstoffstrom getrocknet und mit Metha-

nol einer Umkristallisation unterworfen, wobei die gelben Kristalle bei einer Lagerung bei      

–18 °C aus der methanolischen Lösung ausfallen. Die Säure wird im Stickstoffstrom und 

mittels Gefriertrocknung getrocknet. 

 

Piperinsäure: UV/Vis (MeOH/Wasser; pH 3,5): λmax = 244 nm, 340 nm; LC-MS (ESI+): 

m/z 241 (100, [M+Na]+), 219 (98, [M+H]+), 459 (89, 

[2M+Na]+), 437 (21, [2M+H]+). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; 

COSY): /ppm:  5.93 [d, 1H, J=15.5 Hz, H-C(11)], 6.05 [s, 

2H, H-C(1)], 6.91–6.98 [m, 3H, H-C(6,8,9)], 7.01 [dd, 1H, 

J=1.5 Hz, J=8.0 Hz, H-C(3)], 7.23 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-C(3)], 7.27–7.34 [m, 1H, H-C(10)]; 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC):  101.8 [C(1)], 106.2 [C(3)], 108.9 [C(6)], 121.6 

[C(11)], 123.5 [C(9)], 125.3 [C(8)], 130.9 [C(4)], 140.1 [C(8)], 145.1 [C(10)], 148.4 [C(7)], 

148.5 [C(2)], 167.2 [C(12)]. 

(4,7 mmol; Ausbeute: 66%) 

 

651 mg (2,98 mmol) der synthetisierten Piperinsäure werden in Anlehnung an de Paula et al. 

(2000) und Venkatasamy (2003) in Tetrahydrofuran (THF) (4 ml) gelöst. Unter Argonat-

mosphäre wird tropfenweise die doppelte Stoffmenge an Thionylchlorid (0,709 g; 0,45 ml) 

zugegeben. Der Reaktionsansatz wird mit zwei Tropfen Pyridin versetzt, wobei eine klare, 

gelbe Lösung entsteht und eine Gasentwicklung auftritt. Nach 4 Stunden Rühren bei Raum-

temperatur unter kontinuierlicher Argonzufuhr, werden das überschüssige Thionylchlorid und 
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das THF mit Stickstoff abgeblasen. Es verbleibt ein roter, kristalliner Rückstand, mit dem 

weiter gearbeitet wird. Zur Überprüfung des hergestellten Piperinsäurechlorides wird die 

Dünnschichtchromatographie (DC) herangezogen, die in einer mit einem Glasdeckel ver-

schließbaren Chromatographiekammer durchgeführt wird. Vor Beginn der Trennung wird die 

Trennkammer mit 100 ml der mobilen Phase (Ethylacetat/Diethylether (50/50; v/v)) befüllt 

und bis zur Kammersättigung konditioniert. Das synthetisierte Piperinsäurechlorid und 

Piperinsäure (Referenz) werden in THF gelöst, auf eine DC-Platte (Kieselgel 60 F254, 5 × 

20 cm, Schichtdicke 0,5 mm) aufgetragen und getrocknet. Die Platte wird in die DC-Kammer 

gestellt und bis zu einer Laufstrecke von ca. 10 cm entwickelt. 

 

Piperinsäurechlorid: 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): /ppm:  5.93 [d, 1H, 

J=15.5 Hz, H-C(11)], 6.05 [s, 2H, H-C(1)], 6.91–6.98 [m, 3H, 

H-C(6,8,9)], 7.01 [dd, 1H, J=2.0 Hz, J=8.0 Hz, H-C(3)], 7.23 

[d, 1H, J=2.0 Hz, H-C(3)], 7.27–7.34 [m, 1H, H-C(10)]. 

(2,5 mmol; Ausbeute: 83%) 

 

 

5.4.2.2 Synthese von Säureamiden 

Die Synthese der Säureamide basiert auf der modifizierten Methode nach de Paula et al. 

(2000). Im ersten Schritt wird Piperinsäurechlorid (2 mmol, 472 mg) in THF (10 ml) gelöst. 

Nach langsamer Zugabe (innerhalb von 30 min.) der jeweiligen, in Tabelle 13 aufgeführten 

Basen (6 mmol; gelöst in 1 ml THF), wird der Reaktionsansatz 5 Stunden bei Raumtempera-

tur gerührt. Anschließend wird die Lösung quantitativ in tert.-Butylmethylether (TBME) 

(200 ml) aufgenommen, mit Wasser (3 × 200 ml), HCl (0,5 N; 200 ml) und gesättigter Natri-

umchloridlösung (200 ml) gewaschen. Die organische Phase wird über Natriumsulfat ge-

trocknet und im Vakuum auf 5 ml eingeengt. Um das Produkt auskristallisieren zu lassen, 

werden 5 ml Hexan zugegeben. Die Umkristallisation bei −18 °C liefert weiße Nadeln, die 

abfiltriert und unter Stickstoffstrom getrocknet werden. 

Die Syntheseprodukte werden mittels Massenspektrometrie (ESI+) und Kernresonanzspekt-

roskopie überprüft. 
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Tabelle 13: Übersicht der synthetisierten Säureamide 

Acylchloride Base Zielverbindung
a 
(Nr.) Ausbeute [%] 

Piperinsäurechlorid Isobutylamin Piperlonguminin
b
 (22) 72 

Piperinsäurechlorid Pyrrolidin Piperylin
b
 (23) 92 

Piperinsäurechlorid Heptamethylen-
amin 

5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-penta-
dienoylhexamethylenimin (40) 

94 

Piperinsäurechlorid Heptamethy-
enimin 

5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-penta-
dienoylheptamethylenimin (41) 

97 

Piperinsäurechlorid 2-Propanol 5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-penta-
dienoylsäurepropylester (42) 

19 

a 
Die chemischen Strukturen der Zielverbindungen sind bei den spektroskopischen Daten angegeben.  

b 
Die Spektrensätze stimmen mit den unter 5.3.2.2 zu findenden Daten der aus Pfeffer isolierten Säu-
reamide überein. 

 

 

Spektroskopische Daten der Verbindungen 40, 41, 42 und 43 (die Bezifferung der C-

Atome entspricht den nebenstehenden Strukturen): 

 

5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-pentadienoylhexamethylenimin (40): UV/Vis (Me-

OH/Wasser; pH 3,5): λmax = 362; LC-MS (ESI+): m/z 

300 (100, [M+H]+), 322 (82, [M+Na]+), 611 (78, 

[2M+Na]+), 599 (69, [2M+H]+). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.48 [m, 4H, H-C(15a, 

15b)], 1.64 [m, 4H, H-C(14a, 14b)], 3.49 [m, 4H, H-C(13a, 13b)], 6.03 [s, 2H, H-C(1)], 6.58 [d, 

1H, J=14.5 Hz, H-C(11)], 6.88-6.79 [m, 3H, H-C(6, 8, 9)], 6.99 [m, 1H, J=1.4 Hz, H-C(5)], 

7.17 [d, 1H, J=1.4 Hz, H-C(3)], 7.22 [dd, 1H, J=14.5 Hz, H-C(10)]. 

 

5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-pentadienoylheptamethylenimin (41): UV/Vis (Me-

OH/Wasser; pH 3,5): λmax = 378; LC-MS (ESI+): m/z 

314 (100, [M+H]+), 336 (92, [M+Na]+), 649 (31, 

[2M+Na]+), 627 (22, [2M+H]+). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.47 [m, 6H, H-C(16, 

15a, 15b)], 1.65 [m, 4H, H-C(14a, 14b)], 3.48 [m, 4H, 
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H-C(13a, 13b)], 6.03 [s, 2H, H-C(1)], 6.56 [d, 1H, J=14.6 Hz, H-C(11)], 6.87–7.03 [m, 3H, H-

C(6, 8, 9)], 9.96 [m, 1H, J=1.6 Hz, H-C(5)], 7.19 [d, 1H, J=1.6 Hz, H-C(3)], 7.23 [dd, 1H, 

J=14,6 Hz, H-C(10)]. 

 

5-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2,4-pentadienoylsäurepropylester (42): LC-MS (ESI-): m/z 

259 (100, [M-H]-), 291 (61, [M+Cl]-). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.21 [d, 6H, J=6.2 Hz, H-

C(2´a, 2´b)], 4.96 [m, 1H, H-C(1´)], 5.95 [d, 1H, 

H-C(11)], 6.03 [s, 2H, H-C(1)], 6.87–7.01 [m,3H, H-C(6, 

8, 9)], 7.00 [m, 1H, H-C(3)], 7.18 [d, 1H, J=1.5 Hz, H-

C(5)], 7.33 [m, 1H, J=15.3 Hz, H-C(10)]. 

 

5.4.3 Synthese von Piperettin und Piperolein 

Die Synthese von Piperettin (25) und Piperolein (26) erfolgt analog in Anlehnung an ein von 

Venkatasamy et al. (2004) beschriebenes Verfahren über eine Aldolkondensation von Pipe-

ronal an 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-piperidin beziehungsweise 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-

pyrrolidin (vgl. Abbildung 61).  

Dazu werden 700 mg (6,25 mmol) Sorbinsäure in Tetrahydrofuran (THF) (7 ml) gelöst. Unter 

Argonatmosphäre wird tropfenweise die doppelte Stoffmenge an Thionylchlorid (1,487 g; 

0,906 ml) zugegeben. Der Reaktionsansatz wird mit zwei Tropfen Pyridin versetzt, wobei 

eine klare, gelbe Lösung entsteht und eine Gasentwicklung auftritt. Die Umsetzung zu Sor-

binsäurechlorid wird während der Reaktion dünnschichtchromatographisch verfolgt. Vor Be-

ginn der Trennung wird eine mit Glasdeckel verschließbare Trennkammer mit 100 ml der 

mobilen Phase (Ethylacetat/Diethylether (50/50; v/v)) befüllt und bis zur Kammersättigung 

konditioniert. Das synthetisierte Sorbinsäurechlorid und Sorbinsäure (Referenz) werden in 

THF gelöst, auf eine DC-Platte (Kieselgel 60 F254, 5 × 20 cm, Schichtdicke 0,5 mm) aufge-

tragen und getrocknet. Die Platte wird in die DC-Kammer gestellt und bis zu einer Lauf-

strecke von ca. 10 cm entwickelt. 

Nach 4 Stunden Rühren bei Raumtemperatur unter kontinuierlicher Argonzufuhr ist die Sor-

binsäure vollständig zu ihrem Säurechlorid umgesetzt, sodass das überschüssige 

Thionylchlorid und das THF mit Stickstoff abgeblasen werden können. Es verbleibt ein oran-

gefarbenes Öl, mit dem weiter gearbeitet wird. 
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Synthetisiertes Sorbinsäurechlorid (4 mmol; 520 mg) wird in 5 ml THF gelöst und nach lang-

samer Zugabe (innerhalb von 30 Minuten) von Piperidin (4,5 mmol; gelöst in 1 ml THF) oder 

Pyrrolidin (4,5 mmol; gelöst in 1 ml THF) 2 Stunden bei 61 °C gerührt. Nach dem Abkühlen 

wird der Ansatz quantitativ in Dichlormethan (200 ml) aufgenommen, mit Wasser (3 × 

200 ml), HCl (0,5 N; 200 ml) und gesättigter Natriumchloridlösung (200 ml) gewaschen. Die 

organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum aufkon-

zentriert (5 ml). Nach dem Einengen des Lösungsmittels im Stickstoffstrom wird der gelbe 

Rückstand in Ethylacetat/Ether (5 ml; 50/50; v/v) gelöst und bei −18 °C umkristallisiert. Dabei 

bilden sich die Zwischenprodukte 1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-piperidin beziehungsweise 1-

[(2E,4E)-Hexadienoyl]-pyrrolidin als weiße Kristallnadeln, die abfiltriert und unter Stickstoff-

strom getrocknet werden. 

 

1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-pyrrolidin: LC-MS (ESI+): m/z 353 (100, [2M+Na]+), 188 (82, 

[M+Na]+), 166 (60, [M+H]+). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY): 

/ppm:  1.72–1.80 [m, 4H, H-C(8a, 8b)]; 1.83–1.92 [m, 2H, H-C(6)]; 

3.45–3.49 [t, 4H, H-C(7)]; 6.08–6.15 [m, 1H, J=14.5 Hz, H-C(5)]; 6.21–

6.29 [m, 1H, J=14.5 Hz, H-C(2, 4)]; 6.99–7.06 [dd, 1H, H-C(3)]. 

(Ausbeute: 73%; 2,92 mmol) 

 

1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-piperidin: LC-MS (ESI+): m/z 381 (100, [2M+Na]+), 359 (85, 

[2M+H]+), 202 (73, [M+Na]+), 180 (44, [M+H]+). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6; COSY): /ppm:  1.45–1.46 [m, 2H, H-C(9)]; 1.56–1.58 [m, 

4H, H-C(8a, 8b)]; 1.78 [d, 3H, H-C(6)]; 3.30 [t, 4H, H-C(7)]; 6.05-6.11 

[m, 1H, J=14.3 Hz, H-C(5)]; 6.23–6.29 [m, 1H, H-C(4)]; 6.47–6.51 [d, 

1H, J=14.3 Hz, H-C(2)]; 6.99–7.06 [dd, 1H, H-C(3)]. 

(Ausbeute: 69%; 2,76 mmol) 

 

1-[(2E,4E)-Hexadienoyl]-piperidin (232,13 mg, 1,29 mmol) beziehungsweise 1-[(2E,4E)-

Hexadienoyl]-pyrrolidin (277 mg, 1,7 mmol), Piperonal (212 mg, 1,5 mmol) und Kaliumcarbo-

nat (55,4 mg) werden in Toluol (35 ml) suspendiert. Unter Argonatmosphäre wird tropfenwei-

se der Katalysator Aliquat 336 (2 ml) und Natriumhydrid (11,08 mg) zugegeben und die Sus-

pension wird 6 Stunden unter Rückfluss und Argonstrom auf 90 °C erhitzt. Anschließend wird 

die Reaktionsmischung in Eiswasser überführt und mit Dichlormethan (3 × 200 ml) extrahiert. 
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Die Vereinigten organischen Phasen werden über Natriumsulfat getrocknet und das Lö-

sungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rückstand wird in Ethylacetat gelöst 

und säulenchromatographisch aufgereinigt, indem er auf eine mit Hexan/Ethylacetat (1/9, 

v/v) konditionierte Kieselgelsäule aufgegeben und mit dem gleichen Fließmittel eluiert wird. 

Die Elution erfolgt isokratisch mit dem gleichen Fließmittel. Zur Lokalisierung der Zielverbin-

dung werden Aliquote der Eluate im Stickstoffstrom eingeengt und mit Methanol wieder auf-

genommen. Diese Lösungen werden mittels RP-HPLC/DAD, wie in 5.7.1.2 (HPLC-System 2) 

beschrieben, untersucht. Das orangefarbene Produkt wird über eine RP18-Kartusche 

(1000 mg/6 ml) rechromatographiert. Das Rohprodukt wird in einem MeOH/H2O-Gemisch 

(70/30, v/v, 5 ml) gelöst und auf die mit MeOH (20 ml) und MeOH/H2O (70/30, v/v, 30 ml) 

vorkonditionierte Kartusche gegeben. Die Elution erfolgt isokratisch in 8 Elutionsschritten 

(20 ml) mit dem gleichen Fließmittel. Das Produkt wird mit den Fraktionen 4 und 5 eluiert. 

Durch Vereinigung dieser Fraktionen und Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum wird das 

jeweilige hellgelbe Produkt (Piperolein oder Piperettin) als Feststoff erhalten. 

 

Piperolein: (Spektroskopische Daten vgl. 5.3.2.3) (Ausbeute: 89%; 1,52 mmol) 

Piperettin: (Spektroskopische Daten vgl. 5.3.2.3) (Ausbeute: 59%; 0,76 mmol) 

 

 

5.5 Qualitative und quantitative Bestimmung der sensorisch 

aktiven Inhaltsstoffe des Spargels und Pfeffers 

 

5.5.1 Quantitative Bestimmung der sensorisch aktiven Inhaltsstoffe des 

Spargels 

 

5.5.1.1.1 Quantitative Bestimmung der Kationen im Spargel 

Für die quantitative Bestimmung von bitter schmeckendem Kalium in rohem und gekochtem 

weißen Spargel sowie im Kochwasser wird die Leitfähigkeitsdetektion mit regenerierender 

Supressortechnik (s. 5.7.1.3) unter den folgenden chromatographischen Bedingungen ver-

wendet: 
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Stationäre Phase: Dionex IonPac CS18 (250 × 2 mm; Dionex, Idstein) 

Vorsäule: Dionex IonPac CG18 (50 × 2 mm; Dionex, Idstein) 

Flussrate: 0,25 ml/min 

Detektion: Leitfähigkeitsdetektor mit selbstregenerierender Suppressorzelle 
(Dionex CSRS 300, 2 mm, AutoSuppression Recycle Mode), Sup-
pressorstrom 4 mA, Data Collection Rate 5,0 Hz 

Injektionsvolumen: 2 µl 

Temperatur: 30 °C 

Mobile Phase: Methansulfonsäure (5 mM) 

Laufzeit: 30 min 

Gradient: isokratisch  

 

 

Probenaufarbeitung für die ionenchromatographischen Bestimmungen:  

10 g homogenisierter roher oder gekochter weißer Spargel werden mit Methanol (50 ml), 

Methanol/Wasser (70/30, v/v, 3 × 50 ml) und abschließend mit Wasser (50 ml) extrahiert. Der 

Extrakt wird durch einen Faltenfilter filtriert und das Lösungsmittel wird mittels Vakuum-

rotationsverdampfer eingeengt. Der Rückstand wird mit Wasser auf ein Volumen von 100 ml 

verdünnt. Zur Quantifizierung wird jeweils ein Aliquot der Stammlösungen membranfiltriert in 

Vials abgefüllt und gegen externe Standards vermessen. Frisch hergestelltes Spargelkoch-

wasser wird membranfiltriert und direkt zur Analyse eingesetzt. Für die externen 6-Punkt-

Kalibrationen werden Standardlösungen in Konzentrationsbereichen von 0,5 bis 100 mg/l 

verwendet. 

 

5.5.1.1.2 Qualitative und quantitative Bestimmung der Saponine im Spargel 

Die Qualifizierung und Quantifizierung der Spargelsaponine erfolgt mit dem LC-MS-System 1 

im negativen MRM-Modus (ESI−) und bei der quantitativen Analytik mit interner Standardka-

libration (vgl. 5.8.2). Als interne Standards dienen die Ginsengsaponine Ginsenosid Rc, 

Ginsenosid Rg1 und Ginsenosid Rg2.  

 

Interne Standards / Kalibration: Es werden 11,18 mg/50 ml Ginsenosid Rg1 (18), 

14,4 mg/50 ml Ginsenosid Rg2 (19) und 12,42 mg/50 ml Ginsenosid Rc (20) als interne 

Standards in Methanol hergestellt. Zur Kalibration werden die internen Standards mit den 

Analyten in Konzentrationsverhältnissen von 0,2 bis 5 gemischt und mittels HPLC-MS/MS 
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analysiert. Kalibrationsgeraden werden durch Auftragen der Flächenverhältnisse (Area Ana-

lyt/Area interner Standard) gegen die Konzentrationsverhältnisse (c Analyt/c interner Stan-

dard) erhalten.  

 

Probenvorbereitung: Rohe und gekochte Spargelstangen (längs halbiert und getrennt vonei-

nander aufgearbeitet) sowie Jungpflanzen werden in ca. 2 cm große Stücke zerteilt und mit 

einer Retsch-Labormühle homogenisiert (3 min; 5000 rpm). 10 g des Homogenates werden 

eingewogen, mit 500 µl der internen Standards und mit 100 ml Methanol versetzt und an-

schließend 30 Minuten unter Rühren bei Raumtemperatur equilibriert. Das jeweilige dotierte 

Homogenat wird filtriert, der Rückstand wird drei weitere Male mit je 100 ml Methanol in glei-

cher Weise extrahiert. Die so gewonnenen, vereinigten Methanolextrakte werden am Rotati-

onsverdampfer bei 40 °C eingeengt und auf 100 ml aufgefüllt, sodass 5 µl davon unverzüg-

lich in die Masse injiziert werden. 

Das Kochwasser von 500 g rohem Spargel wird mit Milliporewasser auf 1,5 l aufgefüllt. Da-

von werden 100 ml Kochwasser mit 500 µl internem Standard dotiert und nach einer Equilib-

rierungszeit von 30 Minuten werden davon 5 µl in das LC-MS/MS-System injiziert. 

Um den Einfluss des Lösungsmittels auf die Probenvorbereitung zu untersuchen, wird ana-

log zu der beschriebenen Probenvorbereitung, roher Spargel einmal nach der Equilibrie-

rungszeit, anstelle von reinem Methanol, dreimal mit einem Gemisch aus Methanol/Wasser 

(100 ml, 70/30, v/v) extrahiert.  

Zur Analyse des Saatgutes werden 1 g Samen in einer Schlagkreuzmühle fein gemahlen 

(Analysenmühle A10, IKA Labortechnik, Staufen) und sowohl mit 100 µl der internen Stan-

dards als auch mit 50 ml Methanol versetzt und 30 Minuten unter Rühren bei Raumtempera-

tur equilibriert. Das jeweilige dotierte Homogenat wird filtriert, der Rückstand wird drei weite-

re Male mit je 50 ml Methanol in gleicher Weise extrahiert. Die so gewonnenen, vereinigten 

Methanolextrakte werden am Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt und auf 20 ml aufge-

füllt. Davon werden 5 µl unverzüglich in die Masse injiziert. 

Zur Analyse der vertikalen Saponinverteilung des weißen ungeschälten Spargels, werden 

rohe Stangen mit einem Messer in vier Abschnitte (Teilstück A–D) geteilt. Teilstück A stellt 

die Spargelspitze (1 cm) dar, während die Teilstücke B bis D (je 6 cm) alphabetisch bis zum 

Spargelende gekennzeichnet sind (vgl. Abbildung 49). Alle vier Segmente werden getrennt 

voneinander analog zu den oben aufgeführten ganzen Spargelstangen aufgearbeitet. 

Zur Analyse der horizontalen Saponinverteilung des weißen ungeschälten Spargels, werden 

rohe Stangen von außen nach innen mit einem Spargelschäler zerteilt (vgl. Abbildung 50), 



Experimenteller Teil 

218 

 

sodass alle drei Segmente getrennt voneinander analog zu den oben aufgeführten ganzen 

Spargelstangen aufgearbeitet werden können. 

Um die Anwesenheit der identifizierten Saponine in weißen Spargelstangen, Samen und 

Jungpflanzen zu überprüfen werden die einzelnen Matrices, wie oben aufgeführt aufgearbei-

tet. Einzig der Gebrauch von Methanol wird gegen Acetonitril ausgetauscht. 

 

 

Chromatographische Bedingungen: 

Stationäre Phase: Zorbax Eclipse XDB-C 18 (150 × 2,1 mm i.d, 5 µ; Agilent, Wald-
bronn)  

Flussrate: 0,25 ml/min 

Detektion: MRM 

Ionisierung: ESI− 

Injetionsvolumen: 5 µl 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

B: 0,1% Ameisensäure aq 

Gradient: 95% B, isokratisch (5 min), innerhalb von 5 min auf 75% B, in 15 
min auf 70% B, in weiteren 5 min auf 0% B, isokratisch (8 min), 
innerhalb von 4 min auf 95% B, isokratisch (8 min) 

 

 

Tabelle 14: Zur Massenchromatographie ausgewählte Ionen (m/z) der internen Standards und 
Analyten sowie deren ermittelte Responsefaktoren (Rf) und Retentionszeiten (Rt) für die quanti-
tative Analyse der Spargelsaponine. 

Analyt bzw. Standard (Nr.) Massenübergang  Rt / Rf 

[Standard]
a
 

DP 
[V]

b
 

CE 
[V]

c
 

CXP 
[V]

d
 

3-O-[α-L-Rhamnosypyranosyl-
(1→2)-{α-L-rhamno-pyranosyl-
(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-
26-O-[β-D-glucopyranosyl]-
(25R/S)-22-hydroxyfurost-5-
ene-3β,26-diol (5a/b) 

1047,5 → 901,6
ql/qn

  18,04/2,59
 e
 [19] −180 −60 −25 

3-O-[α-L-Rhamnosypyranosyl-
(1→2)-{α-L-rhamno-pyranosyl-
(1→4)}-β-D-glucopyranosyl]-
26-O-[β-D-glucopyranosyl]-
(25R)-22-methoxyxyfurost-5-
ene-3β,26-diol (16) 

1061,6 → 915,4
 ql

  23,33 −170 −60 −15 

1061,6 → 59,0
 qn

  23,33/2,59
 e
 [19] −165 −130 −1 
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(25R/S)-Furost-5-en-3β,22,26-
triol-3-O-[α-L-rhamno-
pyranosyl-(1→4)-β-D-gluco-
pyranosid]-26-O-β-D-
glucopyranosid (10a/b) 

901,6 → 755,5
 ql

 19,58 −190 −52 −21 

901,6 → 59,0
 qn

 19,58/2,59
 e
 [19] −185 −130 −7 

(25R/S)-Furostan-3β,22,26-
triol-3-O-[α-L-rhamno-
pyranosyl-(1→4)-β-D-
glucopyranosid]-26-O-β-D-
glucopyranosid (13a/b) 

903,5 → 757,4
ql
 20,65 −170 −62 −51 

903,5 → 59,0
qn

 20,65/2,59
 e
 [19] −180 −26 −3 

3-O-[α-L-Rhamnopyranosyl-
(1→2)-α-L-rhamnopyranosyl-
(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-
(25S)-spirost-5-en-3β-ol 
(14a/b) 

867,5 → 721,4
 ql

  31,18 −200 −46 −43 

867,5 → 59,0
 qn

  31,18/0,57
 f
 [20] −160 −110 −1 

3-O-[β-D-Glucopyranosyl-
(1→2)-β-D-xylopyranosyl-
(1→4)-β-D-glucopyranosyl]-
(25S)-5β-spirostan-3β-ol (15) 

871,5 → 739,6
 ql/qn

  30,93/0,56
 g
 [21] −195 −52 −11 

β-Sitosterol-3-O-glucosid (17) 575,3 → 59,0
ql/ qn

  32,5/0,56
 g
 [21] −105 −74 −1 

Ginsenosid Rg1 (18) 799,6 → 637,5
 ql

 [23] 17,47 −180 −36 −31 

 799,6 → 89,0
 qn

 [23] 17,47 −200 −50 −5 

Ginsenosid Rg2 (19) 783,5 → 475,4
ql/qn

 [23] 28,96 −195 −52 −15 

Ginsenosid Rc (20) 1077,6 → 783,6
 ql/qn

 [23] 29,23 −175 −64 −39 

a quantifiziert über den [Standard]; b Declustering Potential; c Collision Energy; d Cell Exit Po-
tential; e quantifiziert über den Rf von 5a/b; f quantifiziert über den Rf von 12a/b; g quantifi-
ziert über den Rf von 13; ql Qualifier; qn Quantifier. 

 

 

5.5.2 Quantitative Bestimmung der sensorisch aktiven Inhaltsstoffe des 

Pfeffers 

Zur Quantifizierung der scharf und tingling wirkenden Säureamide in diversen Pfefferdrogen 

wird das LC-MS-System 2 (5.8.2) und eine externe Kalibration verwendet. Das Massenspek-

trometer wird dabei im positiven MRM-Mode unter Verwendung der ESI-Quelle betrieben.  
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Externe Standards / Kalibration: Zur Kalibration werden die Säureamide 21, 22, 23, 26, 27, 

29, 30, 31, 33a/b, 36 und 38a/b als externer Standard in Konzentrationen von 0,5 mg/ml bis 

0,5 µg/ml mittels HPLC-MS/MS analysiert.  

 

Probenvorbereitung: Ganze Pfefferkörner werden zunächst in der Schlagkreuzmühle fein 

gemahlen (Analysenmühle A10, IKA Labortechnik, Staufen). Nachdem von den jeweiligen 

Pulvern exakt 1 g eingewogen sind, wird der gemahlene Pfeffer einmal mit 100 ml und sie-

benmal mit 50 ml Ethanol im Ultraschallbad für 10 Minuten extrahiert. Die überstehenden 

Lösungen werden jeweils abdekantiert und zur Aufreinigung durch einen Faltenfilter filtriert. 

Das Lösungsmittel des vereinigten Filtrates wird mittels Rotationsverdampfer unter reduzier-

tem Druck bei 35 °C eingeengt, auf 100 ml aufgefüllt und unverzüglich in die Masse injiziert.  

 

 

Tabelle 15. Zur Massenchromatographie ausgewählte Ionen (m/z) und deren optimierte Bedin-

gungen für die quantitative Analyse der Pfefferinhaltsstoffe. 

Geschmacksstoff (Nr.) Massenübergang 
[Standard]

a
 

Retentionszeit 
[min] 

DP 
[V]

b
 

CE 
[V]

c
 

CXP 
[V]

d
 

Piperlonguminin (22) 274,1 → 135,2 [22] 2,60 46 31 32 

Piperylin (23) 272,1 → 114,9 [23] 2,34 56 55 26 

Piperin (21) 286,1 → 114,8 [21] 2,92 46 30
e
 26 

Piperolein
f
 (24) 298,2 → 226,8 [21]

 
3,20 96 23 20 

Piperettin (25) 312,2 → 226,8 [26] 3,99 96 23 20 

Retrofractamid A (26) 328,2 → 102,9 [26] 3,98 56 57 18 

1-[1-oxo-9(3,4-
methylenedioxyphenyl)-
2E,4E,8E-nonatrienyl]-
pyrrolidine (27) 

326,2 → 131,0 [27] 3,70 56 39 22 

Dehydropipernonalin (28) 340,2 → 112,1 [29] 4,90 76 37 28 

Pipernonalin (29) 342,2 → 135,0 [29] 5,77 66 39 22 
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Piperolein B (30) 344,2 → 135,1 [30] 5,66 91 43 22 

Guineensin (31) 384,3 → 135,1 [31] 11,22 126 43 26 

Brachyamid A (32) 382,2 → 135,1 [31] 10,43 71 41 26 

(2E,4E,12/13Z)-N-
Isobutyloctadeca-2,4,12/13-
trienamid (33a/b) 

334,4 → 55,1 [33] 18,78 131 55 30 

1-(Octadeca-2E,4E,12/13Z-
trienoyl)-pyrrolidin (34a/b) 

332,4 → 55,0 [33] 18,97 96 59 22 

1-(Octadeca-2E,4E,12/13Z-
trienoyl)-piperidin (35a/b) 

346,3 → 81,0 [33] 20,70 116 47 26 

(2E,4E)-N-Isobutyloctadeca-
2,4-dienamid (36) 

336,3 → 57,1 [36] 21,26 136 47 30 

(2E,4E,14/15Z)-N-
Isobutyleicosa-2,4,14/15-
trienamid (37a/b) 

362,4 → 55,1 [38] 21,56 106 63 24 

1-(Eicosa-2E,4E,14/15Z-
trienoyl)-pyrrolidin (38a/b) 

360,4 → 69,1 [38] 22,59 101 47 24 

1-(Eicosa-2E,4E,14/15Z-
trienoyl)-piperidin (39a/b) 

374,4 → 69,2 [38] 24,32 141 53 36 

a 
quantifiziert über den [Standard]; 

b
 Declustering Potential; 

c
 Collision Energy; 

d
 Cell Exit Potential; 

e 

wurde von 61 auf 30 manuell verändert; 
f
die Parameter wurden manuell denen von Piperettin angegli-

chen. 

 

Chromatographische Bedingungen: 

Stationäre Phase: Luna C18 (150 × 2,0 mm i.d., 5 µm; Phenomenex, Aschaffenburg)  

Vorsäule: RP-18 (4 × 4 mm, 5 µm i.d., Phenomenex, Aschaffenburg) 

Ionisierung: ESI 

Polarität: Positiv 

Flussrate: 0,25 ml/min 

Detektion: MRM 

Injektionsvolumen: 5 µl 

Mobile Phase: A: 0,1% Ameisensäure in Methanol 

B: 0,1% Ameisensäure aq 

Gradient: 70% A, 5 min isokratisch, innerhalb von 10 min auf 100% A, iso-
kratisch (7 min), in weiteren 3 min auf 70% A, isokratisch (5 min) 
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5.6 Psychophysikalische Studien 

Die humansensorischen Analysen werden von acht bis zwölf sensorisch trainierten Mitglie-

dern des Lehrstuhls für Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik der TUM verrichtet. 

Die Sensoriken werden dazu jeweils in einem Sensorikraum bei 20 bis 25 °C in drei ver-

schiedenen Durchgängen durchgeführt. Um nasale und retronasale Aromaeindrücke zu ver-

hindern, werden alle sensorischen Untersuchungen mit handelsüblichen Nasenklammern 

durchgeführt. Um die Beeinflussung durch gefärbte Lösungen bei der sensorischen Bewer-

tung von grünem oder schwarzem Pfeffer zu verhindern, werden die Sensoriken bei Grün-

licht durchgeführt. Das Wasser für die sensorischen Überprüfungen ist kommerziell erhältli-

ches Mineralwasser (Evian®), welches mit 0,1% Ameisensäure auf einen pH-Wert von 5,9 

eingestellt wird. Zur Schärfeneutralisation werden dem Panel Brötchen und eine Saccharo-

selösung (3% Saccharose in Evian®) zur Verfügung gestellt. Vor der sensorischen Analyse 

wird die Reinheit aller isolierten Verbindungen mittels HPLC/MS sowie durch 1H-NMR-

Spektroskopie überprüft. Alle Tests werden in Reihenfolge steigender Konzentrationen ver-

kostet. Die adstringierenden und buttrig-belegenden Geschmacksstoffe werden mittels „Half-

Mouth“-Methode, die scharf und tingling Substanzen werden mittels „Half-Mouth“-

Filterpapiermethode charakterisiert, alle anderen Geschmacksrichtungen werden im Trian-

geltest evaluiert.  

Die Panelisten wurden regelmäßig mit den folgenden Referenzsubstanzen und Fraktionen 

geschult: 

 

Tabelle 16: Eingesetzte Matrices, Verbindungen und Konzentrationen zur Schulung des Senso-

rik-Panels. 

Geschmacksqualität Verbindung/Extrakt Matrix Konzentration 

süß Saccharose Evian
®
 20 mmol/l 

sauer Milchsäure Evian
®
 20 mmol/l 

salzig Natriumchlorid Evian
®
 12 mmol/l 

bitter Coffein Evian
® 

1 mmol/l 

umami Natriumglutamat Evian
® 

(pH 5,7) 6 mmol/l 

samtig-adstringierend Quercetin-3-O-β-D-
glucopyranosid 

Evian
®
 0,001 mmol/l 

rauh-adstringierend Tannin Evian
®
 0,05% 

buttrig-belegend Asparagussäure-
glucosid 

Evian
®
 2 mmol/l 

scharf Piperin Filterpapier 20 µg 
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 (1 × 2 cm) 

scharf Capsaicin 

 

Filterpapier 

(1 × 2 cm) 

3 µg 

tingling Szechuanpfeffer 

(CO2-Extrakt) 

Filterpapier 

(1 × 2 cm) 

40 µg 

 

5.6.1 Sensorische Analysen des Spargels 

 

5.6.1.1 Profilsensorik 

Presssaft: Zur Bestimmung der Geschmacksprofile des rohen und gekochten weißen Spar-

gels werden 1 kg geschälte Grolim-Spargelstangen (22 cm) längs halbiert und roh bezie-

hungsweise gekocht (s. 5.8.6.4) weiterverarbeitet. Dazu werden je 500 g Spargelstangen mit 

einem Hackbeil in ca. 2 cm große Stücke zerteilt und mit einer Retsch-Labormühle homoge-

nisiert (3 Minuten; 5000 rpm). Die Flüssigkeit der Spargelmasse wird über eine Nutsche ab-

gesaugt, der erhaltene Presssaft wird direkt zur sensorischen Analyse eingesetzt. Anschlie-

ßend werden die Proben einem geschulten Panel von zwölf Personen zur sensorischen Be-

urteilung bereitgestellt. Die Intensität der jeweiligen Geschmacksrichtungen wird von dem 

Sensorikpanel auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewer-

tet.  

Methanolextraktlyophilisat: Die Methanolextrakte aus 5.2.1.1 des rohen und gekochten 

Spargels werden mit mineralstoffarmem Wasser (Evian®, pH 5,9) auf ihre natürlichen Aus-

gangskonzentrationen im Spargel rückverdünnt. Anschließend werden die Extrakte einem 

geschulten Sensorikpanel bereitgestellt, das die Geschmacksrichtungen s. Tabelle 16 auf 

einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) vergleichend zu den Profi-

len der Presssäfte bewertet. Die Bewertungen der einzelnen Prüfer werden gemittelt und als 

Ergebnis angegeben.  

 

5.6.1.2 Sensorische Analyse von Lösungsmittelextrakten 

Zur Erstellung der Geschmacksprofile der einzelnen Extrakte (Fraktionen I–IV) wird das je-

weilige Extraktlyophilisat (s. 5.2.1.3) des rohen wie auch des gekochten Spargels mit mine-

ralstoffarmem Wasser (Evian®, pH 5,9) auf die natürlichen Konzentrationen im Spargel rück-

verdünnt. Anschließend werden die Proben einem geschulten Panel von zwölf Personen zur 
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sensorischen Beurteilung bereitgestellt. Die Intensitäten der jeweiligen Geschmacksrichtun-

gen werden vergleichend zueinander von dem Sensorikpanel auf einer Skala von 0 (nicht 

wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet. Die Methanol/Wasser-Extrakte des ro-

hen und gekochten Bleichspargels dienen als Referenz. Die Bewertungen der einzelnen Prü-

fer werden gemittelt und das Ergebnis wird durch Errechnen des Konfidenzintervalles (p = 

95%) charakterisiert. 

 

5.6.1.3 Vertikale Bitterverteilung der Spargelstangen 

Der weiße, frische und gewaschene Spargel der Sorte Grolim wird mit einer HSM-U-

Schälmaschine der Firma HEPRO automatisiert geschält. Anschließend werden die Spargel-

stangen mit einem Messer in vier Abschnitte (Teilstück A–D) geteilt. Teilstück A stellt die 

Spargelspitze (1 cm) dar, während die Teilstücke B bis D (je 6 cm) alphabetisch bis zum 

Spargelende gekennzeichnet sind (vgl. Abbildung 49). Die Bewertung der Bittere der Teil-

stücke erfolgt vergleichend zueinander auf einer Skala von 0–5 (0 = nicht wahrnehmbar, 5 = 

stark wahrnehmbar). Die Bewertungen der einzelnen Prüfer werden gemittelt und das Er-

gebnis wird durch Berechnung des Konfidenzintervalles (P = 95%) charakterisiert. 

 

5.6.1.4 Horizontale Bitterverteilung der Spargelstangen 

In einem weiteren sensorischen Experiment werden die vier Teilstücke des ungeschälten 

rohen Spargels von außen nach innen mit einem Spargelschäler zerteilt (vgl. Abbildung 50) 

und sensorisch von einem geschulten Sensorikpanel beurteilt. Die Bewertung der Bittere der 

Teilstücke erfolgt vergleichend zueinander auf einer Skala von 0–5 (0 = nicht wahrnehmbar, 

5 = stark wahrnehmbar). Die Bewertungen der einzelnen Prüfer werden gemittelt und das 

Ergebnis wird durch Berechnung des Konfidenzintervalles (P = 95%) charakterisiert. 

 

5.6.1.5 Schwellenwertbestimmung 

Zur Bestimmung des Detektionsschwellenwertes einzelner Komponenten wird in Anlehnung 

an die in der Literatur beschriebene Vorgehensweise entweder ein Duotest, ein Triangeltest 

(Wieser und Belitz, 1975; ASU: L 00.90-7, 1996; Schlichterle-Cerny und Grosch, 1998) oder 

ein „Half-Mouth“-Test (Scharbert und Hofmann, 2004) herangezogen. Als Detektionsschwel-

lenwert wird die Verdünnung bezeichnet, bei der gerade noch ein Unterschied zu einem 

Blindwert wahrnehmbar ist. Insbesondere für adstringierende Substanzen hat sich der „Half-
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Mouth“-Test als geeignet erwiesen, da der Geschmackseindruck adstringierender Kompo-

nenten im Triangeltest oftmals lange anhält und teilweise durch Nachspülen mit Wasser ver-

stärkt wird. 

 

5.6.1.6 Triangeltest 

Die Lösung eines Geschmacksstoffes mit bekannter Konzentration wird sukzessiv in einer 

Verdünnungsreihe in 1:1 Schritten mit 10 ml Evian® (pH 5,9) in Reagenzgläsern verdünnt. 

Die Verdünnungen werden zwölf sensorisch geschulten Personen in der Reihenfolge auf-

steigender Konzentration zur Verkostung bereitgestellt. Dabei wird der Geschmack in einem 

vergleichenden Test gegen zwei Blindwerte (Evian®; pH 5,9) beurteilt. Die Verdünnungsstu-

fe, bei der ein Unterschied zu dem Blindwert feststellbar ist, wird als Geschmacksschwellen-

wert bezeichnet. Der Schwellenwert berechnet sich wie folgt über das geometrische Mittel 

(ASU: L 00.90-9, 1999):  

 

Für eine Prüfperson  Für das Sensorikpanel 



E  Ce Ce1   



E  E i
i1

n

n  

Ce : Geometrischer Mittelwert der 
Konzentration der ersten richtig 
erkannten Verdünnungsstufe 

 n :  Anzahl der Prüfpersonen 

Ce-1 : geometrischer Mittelwert der 
Konzentration der vorangegan-
genen Probenlösung 

 Ei :  Erkennungsschwelle der ein-
zelnen Prüfpersonen 

 

5.6.1.7 „Half-Mouth“-Test 

Im „Half-Mouth“-Test (Scharbert et al., 2004) werden die in einem Duotest ermittelten Ver-

dünnungsstufen in Reihenfolge ansteigender Konzentration gegen einen entsprechend ver-

dünnten Blindwert beurteilt. Die zu beurteilenden Substanzen werden in 10 ml Evian® gelöst, 

sukzessiv 1:1 verdünnt und in Reihenfolge steigender Konzentration dem Panel zur Beurtei-

lung dargereicht. Hierbei wird die Zunge zur Hälfte mit der zu bewertenden Lösung und zur 

Hälfte mit dem Blindwert benetzt und dann 10 Sekunden am Gaumen gerieben. Die ge-

schmacklichen Empfindungen auf den jeweiligen Seiten des Mundraumes werden dann hin-
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sichtlich der Adstringenz oder buttrigen Mundfülle beurteilt. Nach jedem Probenpaar wird der 

Mund gründlich mit Evian® gespült und 10 Minuten gewartet, bis sich der Geschmacksein-

druck abgebaut hat, um dann die nächst höhere Verdünnungsstufe zu beurteilen. Die gleiche 

Konzentration wird in fünffacher Wiederholung verkostet. Wird kein geschmacklicher Unter-

schied festgestellt, wird mit der nächst höherer Konzentration fortgefahren, bis eine Wahr-

nehmung erfolgt. Der „Half-Mouth“-Test wird von jedem Panelisten an drei verschiedenen 

Tagen wiederholt.  

 

5.6.1.8 Geschmacksverdünnungsanalyse (GVA) 

Zur Abtrennung der geschmacksaktiven Substanzen von den weniger oder nicht ge-

schmacksaktiven Verbindungen wird die von Frank et al. (2001) entwickelte Geschmacks-

verdünnungsanalyse verwendet. Die aus den HPLC-Auftrennungen erhaltenen, lyophilisier-

ten Fraktionen werden jeweils mit dem gleichen Volumen Evian® (pH 5,9) gelöst und an-

schließend sukzessiv 1:1 verdünnt. Die Verdünnungen werden zwölf sensorisch geschulten 

Personen in der Reihenfolge aufsteigender Konzentration zur Verkostung bereitgestellt. Da-

bei wird jede Fraktion in einem vergleichenden Duotest gegen einen Blindwert beurteilt. Die 

Verdünnungsstufe, bei der ein Geschmacksunterschied zwischen der verdünnten Fraktion 

und einem Blindwert gerade noch wahrnehmbar ist, wird definitionsgemäß als Geschmacks-

verdünnungs-(GV) Faktor bezeichnet. Der GV-Faktor wird bei der Verdünnung angesetzt, bei 

der eine Differenzierung von den Blindwerten von allen Probanden festgestellt wird. Damit 

mit dieser Methode auch die adstringierenden Substanzen lokalisiert werden können, wird 

die „Half-Mouth“-Methode (s. 5.6.1.7) verwendet. 

 

 

5.6.2 Sensorische Analyse des Pfeffers 

 

5.6.2.1 Filterpapiersensorik 

Die zu untersuchenden scharfen oder tingelnden Verbindungen beziehungsweise Extrakte 

werden in Ethanol gelöst und vollständig mit Hilfe einer Pipette auf ein Filterpapier definierter 

Größe aufgebracht. Dabei ist zu beachten, dass die Lösungen nur auf eine Seite des Filter-

papierstreifens nacheinander (je 50 µl) aufgebracht und getrocknet werden, sodass sich die 

Scharf/Tinglingstoffe direkt und vollständig auf der Oberfläche des Papiers befinden. Die 
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beträufelten Papierstreifen werden anschließend bei 38 °C im Trockenschrank getrocknet, 

bis nach ca. 4 Minuten der Ethanol vollständig verdampft ist. Dann werden sie einem ge-

schulten Sensorikpanel bereitgestellt.  

 

5.6.2.2 Sensorische Untersuchungen verschiedener Pfeffersorten 

Die Geschmacksprofile von Cubebenpfeffer (Piper cubeba L.), weißem Pfeffer (Piper nigrum 

L.), grünem Pfeffer (Piper nigrum L.) und langem Pfeffer (Piper longum L.) werden verglei-

chend zu dem des schwarzen Pfeffers (Piper nigrum L.) auf Filterpapierstreifen aufgenom-

men. Dazu wird jeweils der Ethanolextrakt einer Pfeffersorte (umgerechnet auf 15 mg Pfef-

ferpulver) in 250 µl Ethanol gelöst und auf einen Filterpapierstreifen aufgebracht. Die Filter-

papiere werden zwölf sensorisch geschulten Personen zur Verkostung bereitgestellt. Jede 

sensorische Empfindung (scharf, tingling, bitter) wird von dem Panel auf einer Skala von 0 

(nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) gegen den schwarzen Pfeffer als Referenz 

(scharf = 5 und tingling = 0,4) bewertet. Die Bewertungen der einzelnen Prüfer werden ge-

mittelt, angegeben und das Ergebnis wird durch Berechnung des Konfidenzintervalles (P = 

95%) charakterisiert. 

 

5.6.2.3 Sensorischer Vergleich von Piperin mit dem schwarzen Pfefferextrakt 

Um die Schärfe von Piperin mit der des schwarzen Pfefferextraktes vergleichen zu können, 

werden 30,4 mg des schwarzen Pfefferextraktes (aus 5.2.2.1) in 100 ml Ethanol gelöst. Hier-

von wird ein 10 ml Aliquot entnommen und in einem Messkolben mit Ethanol auf 100 ml auf-

gefüllt. Von dieser Lösung wird jeweils 1 ml (30,4 µg Pfefferextrakt), wie in 5.6.2.1 beschrie-

ben, auf einen Filterpapierstreifen aufgetragen und getrocknet. Auf die gleiche Weise wird 

auf ein weiteres Filterpapier 14,85 µg reines Piperin aufgetragen. Dabei entsprechen 

14,85 µg Piperin dem Gehalt an Piperin in 30,4 µg schwarzem Pfefferextrakt. Als Blindwert 

werden Filterpapiere mit 1 ml Ethanol beträufelt und ebenfalls im Trockenschrank getrocknet.    

Die Filterpapiere werden zwölf sensorisch geschulten Personen zur Verkostung bereitge-

stellt, die die Schärfe auf einer numerischen Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark 

wahrnehmbar) gegeneinander ranken. Die Bewertungen der einzelnen Prüfer werden gemit-

telt und das Ergebnis wird durch Berechnung des Konfidenzintervalles (P = 95%) charakteri-

siert. 
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5.6.2.4 Geschmacksverdünnungsanalyse des Pfeffers 

Zur Abtrennung der geschmacksaktiven Substanzen von den weniger oder nicht ge-

schmacksaktiven Verbindungen wird die von Frank et al. (2001) entwickelte GVA verwendet. 

Die aus der HPLC-Auftrennung erhaltenen, lyophilisierten Fraktionen aus 5.3.2.1 werden 

jeweils mit dem gleichen Volumen Ethanol gelöst und anschließend sukzessiv 1:1 verdünnt. 

Von den Verdünnungsschritten werden jeweils 50 µl auf ein Filterpapier (1 × 2 cm) pipettiert 

und die Filterpapiere werden bei 38 °C im Trockenschrank getrocknet (ca. 4 min) (s. 5.6.2.1). 

Als Blindwert werden Filterpapiere mit 50 µl Ethanol beträufelt und ebenfalls im Trocken-

schrank getrocknet.  

Die Verdünnungen werden zwölf sensorisch geschulten Personen in der Reihenfolge auf-

steigender Konzentration zur Verkostung bereitgestellt. Dabei wird jede Fraktion in einem 

vergleichenden Duotest gegen einen Blindwert beurteilt. Die Verdünnungsstufe, bei der ein 

Geschmacksunterschied zwischen der verdünnten Fraktion und einem Blindwert gerade 

noch wahrnehmbar ist, wird definitionsgemäß als GV-Faktor bezeichnet. Der GV-Faktor wird 

bei der Verdünnung angesetzt, bei der eine Differenzierung von den Blindwerten von allen 

Probanden festgestellt wird.  

 

5.6.2.5 Schwellenwertbestimmung 

Von den isolierten und synthetisierten Säureamiden werden zur Bestimmung der Detektions-

schwellenwerte ethanolische Lösungen bekannter Konzentration hergestellt. Diese werden 

schrittweise 1:1 mit Ethanol verdünnt und auf Filterpapiere (1 × 2 cm) aufgeträufelt und im 

Trockenschrank bei 38 °C getrocknet (ca. 4 min). Die einzelnen Verdünnungsstufen werden 

zufällig angeordnet einem geschulten Panel in Reihenfolge aufsteigender Konzentration ge-

gen einen Blindwert (Filterpapiere, auf die die adäquate Menge an Ethanol aufgezogen wird) 

dargereicht. Alle Sensorikteilnehmer werden gebeten, einen Filterpapierstreifen auf den lin-

ken Teil der Zunge zu legen und einen auf den rechten Teil der Zunge zu geben. Nach je-

dem Probenpaar wird der Mund gründlich mit Saccharoselösung und Wasser gespült und 

5 Minuten gewartet, bis sich der sensorische Eindruck abgebaut hat, um dann die nächst 

höhere Verdünnungsstufe zu beurteilen. Als Detektionsschwellenwert wird diejenige Kon-

zentration bezeichnet, bei der das Sensorikpanel gerade noch die Probe von der Blindprobe 

unterscheiden kann. Nach einer jeweiligen Pause von 5 Minuten wird die gleiche Konzentra-

tion in zweifacher Wiederholung getestet. Die Schwelle berechnet sich abschließend aus 

dem Mittelwert der Werte, bei denen die einzelnen Prüfer erstmals einen sensorischen Sti-

muli erkannt haben (vgl. 5.6.1.6). 
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5.6.2.6 Aufnahme von Dose/Response-Kurven 

Zur Evaluierung der Dose/Response-Kurven werden die Reinsubstanzen in Ethanol gelöst 

und solange sukzessiv 1+1 mit Ethanol verdünnt, bis sie zwei Stufen unterhalb der Schwel-

lenwertkonzentration liegen. Sämtliche Verdünnungsstufen werden auf Filterpapiere (1 × 

2 cm) aufgeträufelt und im Trockenschrank bei 38 °C getrocknet (ca. 4 min). Die sensorische 

Bewertung erfolgt mit Hilfe einer Intensitätsskala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark 

wahrnehmbar). In einem ersten sensorischen Experiment werden die Maximalkonzentratio-

nen der jeweiligen Verbindungen mit Hilfe des modifizierten „Half-Mouth“-Tests gegeneinan-

der bewerten. Nach der Verkostung jedes Probenpaares wird der Mund gründlich mit Sac-

charoselösung und Wasser gespült und 5 Minuten gewartet, bis sich der sensorische Ein-

druck abgebaut hat, um dann die nächste Verdünnungsstufe zu beurteilen. Damit reprodu-

zierbare Ergebnisse erzielt werden, wird in einem Vorexperiment die Verdünnungsreihe von 

Piperin evaluiert und als sensorische Referenz verwendet. Die psychophysikalische Wahr-

nehmung und deren Intensitäten werden für jede Verdünnungsstufe der Stimuli in Reihenfol-

ge steigender Konzentrationen und im Vergleich zur Piperin-Referenzreihe bewertet. Die 

Bewertungen der einzelnen Prüfer aus drei Sitzungen werden gemittelt und das Ergebnis 

wird durch Berechnung des Konfidenzintervalles (P = 95%) charakterisiert. 

 

5.6.2.7 Bestimmung der Schwellenwerte auf unterschiedlichen Filterpapiergrößen 

Um den Einfluss der Filterpapierdimension auf den Schwellenwert einer Verbindung zu cha-

rakterisieren, werden die Schwellenwerte von Piperin auf den Filterpapierstreifen (wie unter 

5.6.2.5 beschrieben) der folgenden Größen bestimmt: 0,5 × 0,5 cm, 1 × 1 cm, 1 × 2 cm, 1 × 

3 cm, 1 × 4 cm.  

 

5.6.2.8 Dose/Response-Kurven unterschiedlicher Filterpapiergrößen 

Zur weiteren Charakterisierung der Filterpapierdimension werden Dose/Response-Kurven 

von Piperin bei gleichen Konzentrationen pro cm2 vergleichend zueinander auf den folgen-

den Filterpapierstreifen aufgenommen: 0,5 × 0,5 cm, 1 × 1 cm, 1 × 2 cm, 1 × 3 cm, 1 × 4 cm.  
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5.7 Chromatographische Methoden 

 

5.7.1.1 Saponin-Dünnschichtchromatographie 

Saponine können mit Hilfe von dünnschichtchromatographischen Methoden isoliert und de-

tektiert werden. Da Saponine kaum UV-aktiv sind (Hostettmann und Marston, 1995) wird 

eine postchromatographische Derivatisierung angewendet: 

Die Dünnschichtchromatographie (DC) wird nach Schwarzbach (2004) in einer mit einem 

Glasdeckel verschließbaren Chromatographiekammer durchgeführt. Vor Beginn der Tren-

nung wird die Trennkammer mit 100 ml der mobilen Phase (Chloroform/Methanol/Wasser; 

8/4/1; v/v/v) befüllt und bis zur Kammersättigung konditioniert. Auf die DC-Platten (HPTLC-

Platten, Kieselgel 60, 10 × 10 cm) werden sowohl der Gesamtextrakt, einzelne Fraktionen 

als auch bereits präparativ getrennte Peaks aufgetragen und getrocknet. Die Platten werden 

in die DC-Kammer gestellt und bis zu einer Laufstrecke von 7–8 cm entwickelt. Zur Detektion 

wird die getrocknete Platte zunächst mit Anisaldehyd-Reagens besprüht (Methanol / Essig-

säure / Schwefelsäure / 4-Methylbenzaldehyd (85/10/5/0,8) (v/v/v/v)) und anschließend bei 

110 °C für 10 Minuten im Trockenschrank getrocknet. Saponine erscheinen als grüne Spots, 

wohingegen polare Substanzen als graue Spots nahe der Startbande und apolare Substan-

zen blau-violett oberhalb der Saponine erscheinen. 

 

5.7.1.2 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

 

HPLC-System 1: HPLC-ELSD-Detektion 

Pumpe: PU-2087 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Degaser: DG-2080-53 (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Probenaufgabe:  

Autosampler: AS-2055 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Loop-Injektion: Rheodyne-Ventil mit Probenschleife (0,1–2 ml) 

Detektor: Sedex LT-ELSD Model 85 (Sedere, Alfortville, Frankreich) 

Software: Chrompass Software (V. 1.8.61, Jasco, Groß-Umstadt, 

Deutschland) 
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HPLC-System 2: HPLC-Diodenarray-Detektion 

Pumpe: PU-2087 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Degaser: DG-2080-53 (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Probenaufgabe:  

Autosampler: AS-2055 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Loop-Injektion: Rheodyne-Ventil mit Probenschleife (0,1–2 ml) 

Detektor: MD 2010 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Software: Chrompass Software (V. 1.8.61, Jasco, Groß-Umstadt, 

Deutschland) 

 

HPLC-System 3: HPLC-UV/VIS-Detektion 

Pumpe: PU-2087 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Degaser: DG-2080-53 (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Probenaufgabe:  

Autosampler: AS-2055 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Loop-Injektion: Rheodyne-Ventil mit Probenschleife (0,1–2 ml) 

Detektor: UV-2075 Plus (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

Software: Chrompass Software (V. 1.8.61, Jasco, Groß-Umstadt, 

Deutschland) 

 

HPLC-System 4: HPLC-UV/VIS-ELSD-Detektion 

Pumpe: 322 Pump (Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland) 

Probenaufgabe und  

Fraktionssammler: GX-281 Liquid Handler ausgestattet mit: 

GX Direct Injection Module, 1/16 Analyt 

Sample Loop 2 ml, VALCO, 1/16” 

Probe, Angled Tip, 301,3 × 1,5 × 4 mm 

Rinse Station Assy, 175 mm GX-281 

Rinse Station, GX-281 175 mm FC 

GX-281 Low Mount Fraction Collection PKG 

(Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland) 

Interface: 506C System Interface Modul (Gilson, Limburg-Offheim, 
Deutschland) 

Detektor:  

UV-Detektor: UV/VIS-152 (Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland) 
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ELSD-Detektor: Sedex LT-ELSD Model 85 (Sedere, Alfortville, Frankreich) 

Splitter: Semi-Preparativer Splitter (Analytical Scientific Instruments, 
El Sobrante, USA) 

Software: Trilution LC Media, Version 2.0 (Gilson, Limburg-Offheim, 
Deutschland) 

 

HPLC-System 5: HPLC-UV/VIS-Detektion 

Pumpe: ProStar M210 (Varian, Darmstadt, Deutschland) 

Probenaufgabe:  

Loop-Injektion: Rheodyne-Ventil mit Probenschleife (0,2–2 ml) 

Detektor: ProStar 325 UV/VIS-Detektor (Varian, Darmstadt,      
Deutschland) 

Software: Varian Star Chromatography Workstation® (V. 6.20, Varian, 
Darmstadt, Deutschland) 

 

 

5.7.1.3 Ionenchromatographie zur qualitativen und quantitativen Bestimmung 

freier Zucker und Kationen 

Zur Analytik von Monosacchariden wird ein ICS-2500 Ionenchromatographie System (Dio-

nex, Idstein, Deutschland) verwendet, das aus der Gradientenpumpe GS 50, dem Auto-

sampler AS 50, dem Säulenofen AS 50 mit Säulenschaltventil und einem elektrochemischen 

Detektor ED 50 besteht. Für die gepulsten amperometrischen Bestimmungen wird an einer 

Goldelektrode mit der von Dionex applikationsmäßig vorgeschlagenen Wellenform gearbei-

tet. Sowohl die Gerätekontrolle als auch die Auswertung der Daten erfolgt mit der Chromele-

on Software (Version 6.80, Dionex).  

 

Für die ionenchromatographische Messung der Kationen wird dagegen das ICS-2000 Ionen-

chromatographie System (Dionex, Idstein, Deutschland) verwendet. Dieses System verfügt 

über einen Eluentengenerator mit Methansulfonsäurekartusche, einen Leitfähigkeitsdetektor, 

eine isokratische Pumpe und einen Säulenofen. Die Injektion erfolgt über einen Autosampler 

(Modell AS, Dionex) mit einer 10 µl Probenschleife. Sowohl die Gerätekontrolle als auch die 

Auswertung der Daten erfolgt mit der Chromeleon Software (Version 6.80, Dionex).  
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5.8 Spektroskopische Methoden 

 

5.8.1 UV/VIS-Spektroskopie 

Die UV/Vis-Spektren werden in dem angegebenen Lösungsmittel auf dem Diodenarrayde-

tektor (DAD, MD 2010, Jasco, Groß-Umstadt) des in Abschnitt 5.7.1.2 aufgeführten HPLC-

Systems aufgenommen. 

5.8.2 HPLC/Massenspektrometrie (HPLC/MS) 

Die Aufnahme von ESI- und APCI-Massenspektren zur Identifizierung und Quantifizierung 

von Geschmacksstoffen und zur Überprüfung von Syntheseprodukten erfolgt entweder auf 

einem Triple-Quadrupol Massenspektrometer mit linearer Ionenfalle Q-Trap 4000 (Applied 

Biosystems, MDS SCIEX, Darmstadt) oder auf einem Triple-Quadrupol Massenspektrometer 

Q-Trap 3200 (Applied Biosystems, MDS SCIEX, Darmstadt), mit den jeweilig folgenden Ge-

räteparametern: 

 

LC/MS System 1 (API 4000 QTrap): 

HPLC-System: Dionex UHPLC UltiMate® 3000 (Dionex, Idstein) 

Pumpe: HPG-3400SD 

Degaser: SRD-3400 

Autosampler: WPS-3000TSL 

Säulenofen: TCC-3000SD 

Software: DC MS Link 2.8.0.2633 

  

Massenspektrometer: API 4000 QTRAP, Linear Ion Trap Quadrupole Mass Spec-
trometer (Applied Biosystems, Darmstadt) 

Ionisierung: Turbo Spray Electrospray Ionisation (ESI) 

 Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI) 

Software: Analyst 1.5.1 Software (Applied Biosystems, Darmstadt) 

  

 

LC/MS System 2 (API 3200): 

Pumpe: Agilent 1100 G1312A Binary Pump 

Degaser: Agilent 1100 G1379A 
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Autosampler: Agilent 1200 G1329A 

Software: Analyst 1.5. software (Applied Biosystems, Darmstadt) 

Massenspektrometer: API 3200 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

Ionisierung: Turbo Spray Electrospray Ionisation (ESI) 

 Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI) 

Software: Analyst 1.5.1 Software (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 

Die Massenkalibrierungen erfolgen mittels ESI-Tune-Mix-Standard (Agilent, Waldbronn). 

Angegeben sind die Masse/Ladungs-Verhältnisse m/z in amu und die relativen Intensitäten 

in %. Die Identifizierung der Molekülionen erfolgt mittels Full-Scan-Experimenten, wobei der 

Massenbereich m/z 50–1200 abgedeckt wird. Für die Aufnahme der Massenspektren von 

Reinsubstanzen wird die direkte Loop-Injektion gewählt, hingegen für die Aufnahmen der 

Massenspektren von Substanzmischungen wird eine chromatographische Trennung heran-

gezogen. Die verwendeten HPLC-Trennprogramme und MS-Parameter sind unter den jewei-

ligen Quantifizierungsmethoden aufgeführt. Für die Quantifizierungen der Schlüsselge-

schmacksstoffe werden beide Triple-Quadrupol-Geräte im Multiple Reaction Monitoring 

(MRM) Modus, mit optimierten Parametern für das Declusteringpotential (DP), für die Collisi-

on Energy (CE) sowie für das Collision Cell Exit Potential (CXP) aus dem Spritzenpumpen-

experiment, betrieben. 

Um eine optimale Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Detektion zu erzielen, wer-

den bei quantitativen LC-MS/MS-Untersuchungen die MRM-Parameter jeder Substanz mit-

tels Spritzenpumpe und mit Hilfe des Analyst-Programms „Compound Optimization“ (1.5.1. 

Analyst Software) optimiert. Für die unterschiedlichen Ionisierungstypen (ESI und APCI) 

werden folgende Einstellungen gewählt: 

 

 

Tuning-Bedingungen: 

Spritzenpumpe: Harvard Syringe Pump 11 plus (Harvard Apparatus, Holliston, 
USA) 

Fluss: ESI: 10 µl/min 

 APCI: 250 µl ACN; 10 µl Analyt  

Ion Spray Voltage: 5500 V bzw. −4500 V 

Curtain Gas: 20 psi 

Quadrupol resolution: Unit 
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Stoßgas: Stickstoff, p = 4,5 × 10-5 Torr 

CEM Voltage 2100 V 

Datenauswertung Analyst® 1.5.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 

 

Bedingungen für die qualitative und quantitative Analytik mittels Elektrospray Ionisa-

tion (ESI): 

Fluss: 250 µl/min 

Ion Spray Voltage: 5500 V oder −4500 V 

Turbogastemperatur: 450 °C 

Curtain Gas: 20 psi 

Nebulizer Gas: 55 psi 

Heater Gas: 45 psi 

Quadrupol resolution: Unit 

Stoßgas: Stickstoff, p = 4,5 × 10-5 Torr 

CEM Voltage: 2100 V 

Datenauswertung: Analyst® 1.5.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

Alle weiteren substanzspezifischen Parameter sind 5.5 zu entnehmen.  

 

 

Bedingungen für die qualitative Analytik mittels Chemischer Ionisation bei Atmosphä-

rendruck (APCI) 

Fluss: 250 µl/min 

Ion Spray Voltage: 5500 V 

Needle current: 3 µA 

Curtain Gas: 20 psi 

Nebulizer Gas: 50 psi 

Heatre Gas: 0 psi 

Quadrupol resolution: Unit 

Stoßgas: Stickstoff, p = 4,5 × 10-5 Torr 

CEM Voltage: 2400 V 

Datenauswertung: Analyst® 1.5.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

Alle weiteren substanzspezifischen Parameter sind 5.5 zu entnehmen.  
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Massenchromatographie und MS-Responsefaktoren 

Für die quantitative Analyse der Saponine im Spargel werden die relativen Intensitäten der 

für die Analyten und Standards ausgewählten Ionen, mit Hilfe des in Abschnitt 5.8.2 be-

schrieben HPLC/MS/MS-System im MRM-Mode, verwendet. Die Auswertung und Gehalts-

bestimmung der Geschmacksstoffe wird wie folgt berechnet: 

 



R f 
cA  IS

cS  IA
 

 

Rf = Responsefaktor 

cA = Konzentration des Analyten  

cS = Konzentration des Standards  

IA = Intensität des Ions m/z des Analyten 

IS = Intensität des Ions m/z des Standards 

 

Um möglichen Fehlern, die durch eine uneinheitliche Markierung des Standards entstehen, 

entgegenzuwirken, wird zusätzlich der MS-Responsewert ermittelt. Für die Bestimmung der 

Responsefaktoren werden die internen Standards mit bekannten Mengen an Analyten in 

Mischungsverhältnissen von 0,2 bis 5 hergestellt. Die Probe wird analysiert und aus den re-

lativen Intensitäten der ausgewählten Ionen und den bekannten Konzentrationen wird der 

Responsefaktor (Rf) wie folgt berechnet: 

 



mA 
mS  IA  R f

IS
 

 

mA  Masse des Analyten in der Probe 

mS = Masse des zupipettierten Standards 

IA = Intensität des Ions m/z des Analyten 

IS = Intensität des Ions m/z des Standards 

Rf = Responsefaktor 

 

Da für die Analyten keine isotopenmarkierten Verbindungen zur Verfügung stehen, werden 

deren Responsefaktoren mit strukturverwandten Standards bestimmt. Die zur Massenspekt-
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rometrie ausgewählten Ionen der Standards und Analyten sowie deren ermittelte Response-

faktoren sind in Tabelle 14 aufgeführt. 

 

5.8.3 Kapillargaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) 

Die Identifizierung der Aldehyde nach Ozonierung und reduktiever Spaltung der Alkylamide 

erfolgt an einem GC/MS-System, ausgestattet mit einem Sektorfeld-Massenspektrometer. 

Die Massenspektren werden im EI-Modus bei einer Ionisierungsenergie von 70 eV und im 

CI-Modus bei einer Ionisierungsenergie von 150 eV mit Isobutan als Reaktantgas aufge-

nommen. 

 

GC/MS System: 

GC-System: 5890 HP Serial 2 (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland) 

Massenspektrometer: Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95 S (Finnigan MAT, 
Bremen, Deutschland) 

Injektor: Cold-On-Column 

Trägergas: Helium 

Software: ICIS (Finnigan MAT, Bremen, Deutschland) 

Quellentemperatur: 230 °C 

 

GC-Bedingungen: 

Kapillarsäule: DB-5 (30 m × 0,25 mm i.d.; 0,25 µm Filmdicke) (J&W Scien-
tific, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)  

Temperaturprogramm: 40 °C, 2 min, (6 °C/min), 120 °C, (15 °C/min), 240 °C 

  

  

5.8.4 Bestimmung der exakten Masse 

Zur Bestimmung der exakten Massen der Verbindungen 2–4, 6 und 9 wird ein Flugzeit-

Massenspektrometer MicroTof® (Bruker Daltronics, Bremen) mit Schleifeneinlass verwendet. 

Die Massenkalibrierung erfolgt unmittelbar vor jeder Probenmessung über Natriumformiat-

Cluster. Bei hochaufgelösten Massen werden zusätzlich die Summenformeln angegeben. 
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Für die hochauflösenden Massenspektren der Verbindungen 1, 5a/b, 10a/b, 13a/b–6, 21–

39a/b und 17 wird ein SYNAPT G2 HDMS (Waters UK Ltd., Manchester, Großbritannien) im 

positiven und negativen ESI und Resolution Modus mit den folgenden Parametern verwen-

det: Kapillar-Spannung +2.5 kV oder −3.0 kV, Sampling Cone 30 V, Extraction Cone 4.0 V, 

Quellentemperatur 150 °C, Desolvation Temperatur 450 °C, Cone Gas 30 l/h and Desolvati-

on Gas 850 l/h. Aliquote (1–5 µl) aller Analyten, gelöst in 1 ml Methanol, werden über ein 

Acquity UPLC core System (Waters UK Ltd., Manchester, Großbritannien) bestehend aus 

einer binären Pumpe, einem Autosampler und einem Säulenofen, in das TOF-MS-System 

geleitet. Die Massenkalibrierung erfolgt unmittelbar vor jeder Probenmessung über Natrium-

formiat (0,5 mM) in einer 2-Propanol/Wasser Mischung (9/1, v/v), wobei der Massenbereich 

von m/z 100 bis 1200 abgedeckt wird. Alle Daten werden auf die Referenz Leucin-

Enkephalin als „lock mass“ (m/z 556.2771, [M+H]+, m/z 554.2615 [M−H]−) korrigiert. Die 

Auswertung der Spektren erfolgt rechnerunterstützt durch das Computerprogramm Mass-

Lynx (Version 4.1; Waters) und dem Hilfsprogramm “elemental composition”. Bei hochaufge-

lösten Massen werden zusätzlich die Summenformeln angegeben.  

 

Stationäre Phase: BEH C18; 2 × 150 mm; 1,7 µm (Waters UK Ltd., Manchester, 
Großbritannien)  

Flussrate: 0,3 ml/min 

Injektionsvolumen: 1–5 µl 

Mobile Phase: A: Acetonitril 

B: 0,1% Ameisensäure aq (pH 2,5) 

Gradient: 50% B, innerhalb von 7 min auf 100% B, iso-kratisch (2 min), in 
weiteren 2 min auf 50% B. 

 

5.8.5 Kernresonanzspektroskopie (NMR) 

Die NMR-Spektren werden mit einem 400 MHz Bruker DRX Spektrometer (Rheinstetten), 

einem 500 MHz Bruker Avance III Spektrometer (Rheinstetten) oder einem 600 MHz Varian 

Unity plus Spektrometer (Darmstadt) aufgenommen. Dazu werden die Proben in DMSO-d6, 

CDCl3, Pyridin-d5 oder CD3OD gelöst, in NMR-Röhrchen (Schott Economic oder Professio-

nal, 178 × 5 mm) gefüllt und je nach Gerät zwischen 297 und 305 K mit/ohne Tetramethyl-

silan (0,00 ppm) als internem Standard gemessen. Die chemische Verschiebung der Proben 

wird entweder auf den Internen Standard (0,00 ppm) oder auf das Lösungsmittel bezogen 

(CDCl3: 
1H 7,24 ppm; 13C 77,00 ppm; DMSO-d6: 

1H 2,49 ppm; 13C 39,52 ppm; Pyridin-d5: 
1H 
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7,19; 7,55; 8,71 ppm; 13C 123,5; 135,5; 149,5 ppm; CD3OD: 1H 3,35; 4,78 ppm; 13C 

49,3 ppm).  

Eine genaue Zuordnung der Signale erfolgt mittels 1H1H-COSY- und 1H13C-HMBC- bezie-

hungsweise 1H13C-HMQC-, TOCSY- sowie DEPT-Experimenten. 

Um stereochemische Zuordnungen in Saponinen treffen zu können, werden zum einen 

Kopplungskonstanten aus 1H- und J-RESOLVE-Experimenten ausgelesen und zum anderen 

ROESY und NOESY-Messungen durchgeführt. 

Die Auswertung der Spektren erfolgt rechnerunterstützt durch die Computerprogramme Bru-

ker Software und Mestre-C© (Universidad de Santiago de Compostela, Spanien). 

NMR-Spektren von bekannten Verbindungen werden mit entsprechenden Literaturdaten 

abgeglichen. Bei Saponinspektren werden 4 µl MeOD zu Pyridin-d5 für den Austausch der 

Protonen an den Hydroxygruppen zudotiert. 

 

5.8.5.1 1H-NMR-Spektroskopie 

Eindimensionale 1H-NMR-Resonanzspektren geben Aufschluss über die Anzahl der vorhan-

denen Wasserstoffatome einer gemessenen Verbindung. 

Die chemischen Verschiebungen (δ) sind in [ppm] (δ-Skala), Kopplungskonstanten (J) in [Hz] 

angegeben. Die Signalmultiplizitäten der 1H-Signale werden wie folgt abgekürzt: s (Singu-

lett), bs (breites Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), qi (Quintett), dd (doppeltes 

Dublett), ddd (Dublett eines doppelten Dubletts) dt (doppeltes Triplett) und m (Multiplett). 

Chemische Verschiebungen von Signalüberlagerungen mehrerer nicht-äquivalenter Proto-

nen, die ein Multiplett erzeugen, werden in Bereichen angegeben. Können Aufspaltungsmus-

ter einzelner Protonen nicht nach erster Ordnung beschrieben werden, erfolgt die Angabe 

der chemischen Verschiebung des Signalschwerpunktes. 

 

5.8.5.2 13C-NMR-Spektroskopie 

Die 13C-NMR-Messungen geben Aufschluss über die Anzahl der vorhandenen Kohlenstoff-

atome einer gemessenen Verbindung. Wegen des geringen natürlichen Vorkommens des 

Kohlenwasserstoffisotopen 13C (1,1%) und des kleinen gyromagnetischen Moments, erfolgt 

die Aufnahme der 13C-Spektren unter Protonen-Breitbandentkopplung. Durch die Unterdrü-

ckung der heteronuclearen J-Kopplungen wird eine Verbesserung des Signal/Rausch-

Verhältnisses erreicht, denn 13C-Kerne erscheinen frei von Aufspaltungen durch 1H-13C-
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Kopplungen als Singuletts. Die Angabe der chemischen Verschiebung (δ) erfolgt in ppm und 

wird auf 0.01 ppm gerundet. 

 

5.8.5.3 Distortionless Enhancement by Polarization Transfer-Verfahren        

(DEPT-135°) 

Mit Hilfe des DEPT-Experiments (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) ge-

lingt die Bestimmung der Anzahl der an Kohlenstoffe direkt gebundenen Wasserstoffatome. 

Weiterhin gelingt teilweise eine Unterscheidung zwischen primären, sekundären und tertiä-

ren Kohlenstoffatomen. Während Methin- und Methylgruppen bei der Aufnahme von DEPT-

Spektren mit 1H-Pulswinkeln von 135 (θ=135°) ein positives Signal zeigen, verursachen Me-

thylengruppen ein negatives Signal. Primäre und tertiäre Kohlenstoffe können mit diesem 

Experiment nicht unterschieden werden. Quartäre Kohlenstoffatome rufen hingegen im 

DEPT-Spektrum kein Signal hervor. Zusätzlich trägt der Polarisationstransfer zu einem In-

tensitätsgewinn bei (Friebolin, 2006). 

 

5.8.5.4 Homonukleare 1H,1H -Verschiebungskorrelation (g-COSY) 

Die Messungen werden an 400 MHz, 500 MHz und 600 MHz Geräten durchgeführt. Bei dem 

zweidimensionalen, homonuclearen COSY-Experiment werden 1H,1H-korrelierte 2D-

Spektren erhalten, in denen die Diagonale dem eindimensionalen 1H-NMR-Spektrum ent-

spricht. Außerhalb der Diagonale ergeben Protonen im 2D-Konturdiagramm, die über zwei 

(geminal, 2JH,H) oder drei (vicinal, 3JH,H) Bindungen miteinander verknüpft sind, symmetrisch 

angeordnete Korrelationssignale, sodass über COSY-Spektren die Konnektivitäten in den 

jeweiligen Spinsystemen erkannt werden können (Hesse et al., 2005; Friebolin, 2006). 

 

5.8.5.5 Heteronukleare inverse Verschiebungskorrelation (HMQC und HSQC) 

Die zweidimensionale, inverse Heterokorrelationstechnik, die je nach Pulssequenz entweder 

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) oder HSQC (Heteronuclear Single 

Quantum Correlation) genannt wird, ermöglicht die Aufnahme von 1H,13C-

Verschiebungskorrelationen, sodass im 2D-Spektrum die Kreuzsignale zwischen Protonen 

und 13C-Kernen angezeigt werden. Da während des Experiments über die 1J-C,H-Kopplung 

die Magnetisierung von (1J) Protonen auf die zugehörigen 13C-Kohlenstoffatome durch einen 

Mehrquantenübergang übertragen wird, kann anschließend die Resonanz der 1H-Kerne be-
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obachtet werden, dagegen können quartäre Kohlenstoffatome nicht detektiert werden. Als 

inverses Verfahren hat das HMQC-Experiment den Vorteil einer erheblich gesteigerten 

Nachweisempfindlichkeit, sodass dieses Experiment auch schon mit geringen Substanz-

mengen durchgeführt werden kann (Bax et al., 1983; Bax und Summers, 1986). 

 

5.8.5.6 Heteronukleare inverse Long-Range-Verschiebungskorrelation (HMBC) 

Das 1H, 13C-HMBC-Experiment (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) ist eine Weiter-

entwicklung des HMQC-Experimentes und korreliert Protonen- und Kohlenstoffkerne über 2J-

C,H, 3J-C,H und 4J-C,H-Kopplungen, dagegen werden geminale 1J-C,H-Kopplungen durch 

die Pulssequenz unterdrückt. Im Gegensatz zum HMQC liefert das HMBC Experiment auch 

Informationen über quartäre Kohlenstoffatome, die zwar keine Protonen tragen, jedoch an 

Long-range Kopplungen teilnehmen können (Bax und Summers, 1986). 

Insbesondere die Zucker-Konformationen in den Steroidglycosiden sowie die Zuordnung 

einiger 13C-Signale in Steroid-Derivaten werden über HMBC-Experimente getroffen. 

 

5.8.5.7 Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy (NOESY) - Experimente 

Bei NOESY- Experimenten (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy) wird der 

Kern-Overhauser-Effekt (NOE) genutzt, bei dem die Übertragung der Magnetisierung von 

einem Kern auf einen anderen durch rein räumliche Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und nicht 

über skalare Bindungen von statten geht. Dabei zeigen Korrelationssignale im 2D-Spektrum 

die räumliche Nachbarschaft von Kernen an und ermöglichen insbesondere die Aufklärung 

der Konstitution und Konformation der Saponinaglyca. Da die Relaxationsrate abhängig vom 

Abstand der Kerne ist, wechselwirken nur Kerne miteinander, die nicht weiter als maximal 

0,5 nm voneinander entfernt sind (Hesse et al., 2005). 

 

5.8.5.8 Total Correlation-Spektroskopie (TOCSY) 

Das TOCSY (Total Correlation-Spektroskopie)-Experiment ist die zweidimensionale Variante 

des „Homonuclear Hartmann-Hahn“-Experiments, bei dem die Korrelation auf dem Magneti-

sierungstransfer durch skalare Wechselwirkungen, den Kreuzpolarisationen, basiert. Wie im 

COSY-Spektrum werden 1H,1H-korrelierte 2D-Spektren erhalten, in denen die Diagonale 

dem eindimensionalen 1H-NMR-Spektrum entspricht. Außerhalb der Diagonale ergeben Pro-

tonen im 2D-Konturdiagramm Korrelationen zwischen Protonen, die zum gleichen Spinsys-



Experimenteller Teil 

242 

 

tem gehören. Vor allem Aussagen über die Zucker-Konformationen in den Steroidglycosiden 

werden neben HMBC-Experimenten über TOCSY-Experimente getroffen, da die Korrelati-

onspeaks es ermöglichen, die Protonen zu identifizieren, die zu einer Monosaccharideinheit 

gehören (Bax und Davis, 1985; Fribolin, 2006). 

 

5.8.5.9 J-aufgelöstes (J-resolved) 2D 1H-NMR-Spektrum 

Die homonukleare zweidimensionale J-aufgelöste 1H-NMR-Spektroskopie wird besonders für 

die Analyse von großen Molekülen herangezogen, wie Steroiden oder Saponinen, die stark 

überlagernde Multiplett-Aufspaltungen hervorrufen. Bei diesem Experiment kann die J-

Kopplung von der chemischen Verschiebung getrennt betrachtet werden, da sie nach zwei-

facher Fouriertransformation in Hz auf der F1-Achse erscheint. Die chemische Verschiebung 

δ in ppm ist dagegen auf der F2-Achse, sodass nur in einer Dimension die Multiplettstruktu-

ren dargestellt sind (Hesse et al., 2005; Friebolin, 2006). 

 

 

5.8.6 Sonstiges 

5.8.6.1 Saure Hydrolyse der Saponine zur Identifizierung der Zucker und der 

Aglyca 

2 mg Saponin werden in einem Schraubdeckelgefäß in 5 ml Methanol gelöst, mit 4 ml Triflu-

oressigsäure (3 M) versetzt und für 6 Stunden unter Rühren bei 100 °C erhitzt. Nach dem 

Abkühlen wird das Gemisch mit 20 ml Wasser versetzt, mit Natronlauge (4 N) neutralisiert 

und schließlich mit Ethylacetat (3 × 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

sowie die wässrige Phase werden im Vakuum vom Lösungsmittel befreit und anschließend 

gefriergetrocknet. Zum einen werden aus der wässrigen Fraktion die Zucker via Ionenchro-

matographie (s. 5.8.6.3), zum anderen die Aglyca aus der organischen Phase mittels LC/MS 

(5.8.2) analysiert. 
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5.8.6.2 Alkalische Hydrolyse der Asparagussäureglycoside zur Identifizierung der 

Zucker und Aglyca 

0,5 mg der Glycoside werden in Wasser (500 µl) gelöst, mit Natronlauge (4 M, 500 µl) ver-

setzt, geschüttelt und für 2 Stunden bei 110 °C erhitzt.  

 

5.8.6.3 Qualitativer Zuckernachweis hydrolysierter Einzelsubstanzen aus Spargel 

Die sauer oder alkalisch gespaltenen Glycoside aus 5.8.6.1 und 5.8.6.2 werden mit HCl be-

ziehungsweise Natronlauge neutralisiert, mit Wasser 1:100 verdünnt und anschließend via 

Ionenchromatographie vergleichend zu Zuckerreferenzlösungen mittels Cochromatographie 

und Retentionszeitenvergleich identifiziert. Verwendet wird dabei das in 5.7.1.3 vorgestellte 

Ionenchromatographiesystem (Dionex, Idstein) mit den folgenden Geräteparametern: 

 

Zucker-System 1 zur Identifizierung von Arabinose, Glucose, Xylose, Mannose, Fructose 

und Ribose: 

 

Stationäre Phase: Dionex CarboPac PA-20 (150 × 3 mm; Dionex, Idstein)  

Vorsäule: Dionex CarboPac PA-20 (30 × 3 mm; Dionex, Idstein) 

Temperatur: 30 °C 

Flussrate: 0,5 ml/min 

Detektion: gepulste Amperometrie an Goldelektrode, Referenzelektrode 
Ag/AgCl, Data Collection Rate 2,0 Hz 

Injektionsvolumen: 10 µl 

Mobile Phase: Natronlauge (2,5 mM) 

Laufzeit: 20 min 

Gradient: isokratisch 

nach jeder Probengabe wird die Säule für 10 min mit einer Natron-
lauge (200 mM) regeneriert 

 

Zucker-System 2 zur Identifizierung von Rhamnose, Glucose, Galactose und Fructose: 

 

Stationäre Phase: Dionex CarboPac MA1 (250 × 4 mm; Dionex, Idstein) 

Vorsäule: Dionex CarboPac MA1 (50 × 4 mm; Dionex, Idstein) 

Flussrate: 0,4 ml/min 
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Detektion: gepulste Amperometrie an Goldelektrode, Referenzelektrode 
Ag/AgCl, Data Collection Rate 2,0 Hz 

Injektionsvolumen: 10 µl 

Temperatur: 30 °C 

Mobile Phase: 480 mmol/l NaOH  

Laufzeit: 70 min 

Gradient: isokratisch 

 

 

 

5.8.6.4 Garvorschrift für weißen Spargel sowie für Spargelschalen 

Der weiße, frische und gewaschene Spargel wird entweder mit einer HSM-U-Schälmaschine 

der Firma HEPRO maschinell oder per Hand geschält und wie folgt gekocht:  

Ein Langtopf mit Siebeinsatz wird mit 1,5 l Milliporewasser befüllt und auf eine elektrische 

Kochplatte (Juno) gestellt. Das Wasser wird auf Stufe drei zum Kochen gebracht. Anschlie-

ßend wird der Spargel gleichmäßig auf dem Siebeinsatz verteilt. Der Spargel wird, bedeckt 

vom Wasser, mit geschlossenem Deckel auf Heizstufe drei für 15 Minuten gegart. Nachdem 

das Sieb mit dem Spargel aus dem Topf genommen wird, wird das Spargelwasser abge-

seiht.  

 

5.8.6.5 Bestimmung der Doppelbindungsposition mittels Ozonisierung 

Die Bestimmung der Doppelbindungspositionen der Alkylamide erfolgt nach Ozonierung der 

Amide, reduktiver Spaltung der Ozonide und dem Nachweis der entstehenden Aldehyde 

modifiziert nach Bauer (2002) (Abbildung 90). 

 

 

 

Abbildung 90: Bestimmung der Doppelbindungsposition mittels Ozonolyse. 

 

Ozon
Triphenyl-
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Dazu werden 3 mg der jeweiligen Fettsäureamide in 18 ml Methanol/Dichlormethan (1/1; v/v) 

gelöst, in einen Zweihalskolben überführt und unter Rühren auf –78 °C gekühlt. Mit Hilfe ei-

nes Gaseinleitungsröhrchens und eines Schlauches wird das Gas aus dem Ozongenerator 

direkt in die Lösung geleitet. Der Ozongenerator (Typ 502, Fischer, Bonn-Bad Godesberg) 

wird dabei mit 200 l/h Sauerstoff (Westfalen, Reinheit: 5.0) und bei 76 W betrieben. Ein wei-

terer Schlauch wird aus dem Reaktionsgefäß zu einer Sicherheitswaschflasche und einer 

Gaswaschflasche, gefüllt mit einer Kaliumiodid-Stärkelösung, geleitet. Die Kaliumiodid-

Stärkelösung besteht aus 90 ml Kaliumiodid-Lösung (10 g Kaliumiodid in 90 ml Wasser) und 

aus 45 ml Stärke-Lösung (10 g Stärke in 90 ml Wasser aufgekocht). Bei Blaufärbung der 

Kaliumiodid-Stärkelösung wird die Ozonzufuhr beendet und 1 Minute Stickstoff eingeleitet. 

Zur reduktiven Spaltung der Ozonide werden 100 mg Triphenylphosphin zu der Reaktionslö-

sung gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Ein Aliquot (5 ml) des Ansatzes 

wird mit 5 ml Pentan versetzt und auf eine mit Pentan vorkonditionierte Kieselgelkartusche 

(Chromabond® SiOH, 6 ml/1000 mg) aufgegeben. Anschließend wird die Kartusche schritt-

weise mit Pentan (6 ml) sowie mit einer Mischung aus Pentan/Diethylether (80/20; v/v; 6 ml) 

eluiert. Durch Gaschromatographie-Massenspektroskopie wird anschließend der entstande-

ne Aldehyd mittels Cochromatographie, Massenspektrometrie und Retentionszeitenvergleich 

in der Pentan/Diethylether-Fraktion identifiziert.  
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 Zusammenfassung 6

Ein besonders wichtiges Qualitätskriterium beim Verzehr von Lebensmitteln stellt neben der 

Farbe, der Textur und dem Aroma auch der unverwechselbare Geschmack dar. Charakteris-

tische psychophysikalische Eindrücke wie die Schärfe eines Gewürzes oder die Bitterkeit 

verschiedener Gemüsesorten spielen beim Verzehr und damit letztlich auch beim Kauf von 

Nahrungsmitteln eine entscheidende Rolle. Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit Bleichspargel (Asparagus officinalis L.) und Pfeffer (Piper nigrum L.) 

strukturell und molekularsensorisch untersucht, um neue Maßstäbe für eine objektive Beur-

teilung der sensorischen Qualitäten beider Lebensmittel setzen zu können.  

Durch Extraktion mit anschließender Geschmacksverdünnungsanalyse und mit Hilfe von LC-

MS/MS- sowie 1D- und 2D-NMR-Experimenten ist es gelungen, sechs bittere bidesmosidi-

sche und zwei monodesmosidische Saponine aus den rohen Stangen des Bleichspargels zu 

isolieren und anschließend zu identifizieren. Dabei zeigte sich, dass sämtliche so gewonne-

nen Saponine zum einen als bis dato chromatographisch nicht trennbare (25R/S)-

Epimerenmischungen vorlagen und zum anderen, dass ihre terminalen Zuckerreste aus 

Rhamnose- und Glucose-Bausteinen bestehen. Während bei den Monodesmosiden 14a/b 

lediglich ein Zuckerrest über Position C(3) β-glycosidisch verknüpft vorlag, konnte analog zur 

Literatur bei den bidesmosidischen Saponinen (5a/b, 10a/b und 13a/b) zusätzlich Glucose 

furostanolglycosidisch über Position C(26) gebunden gefunden werden. Im Rahmen von 

spektrometrischen Untersuchungen konnte darüber hinaus erstmals das literaturbekannte, 

aus Jungpflanzen isolierte Monodesmosid AS-1 (15) als bittere Markersubstanz in den Spar-

gelstangen identifiziert werden.  

Ferner gelang es erstmals, die isolierten Saponine mit Hilfe von Detektionsschwellenwerten 

sensorisch zu charakterisieren. Dabei konnte insbesondere die Schlüsselrolle der über Posi-

tion C(3) β-glycosidisch verknüpften Chalkotriose- und 4-O-α-L-Rhamnopyranosyl-β-D-gluco-

pyranosid-Einheit herausgearbeitet werden. Während das Monodesmosid AS-1 beispiels-

weise einen Schwellenwert von 199,7 mol/l aufwies, besaß 10a/b einen wesentlich niedrige-

ren Wert von 10,9 µmol/l. 

Um den Beitrag einzelner Komponenten zum sensorischen Profil des Spargels abschätzen 

zu können, wurden diese mittels LC-MS/MS quantitativ bestimmt und abschließend auf Basis 

von Dosis/Wirkungs-Überlegungen in deren Geschmacksaktivität gewichtet. Zur exakten 

Bestimmung der bitteren Saponinderivate wurde dazu auf Basis der Kopplung von HPLC 
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und Tandem-Massenspektrometrie im negativen MRM-Modus eine neue Methode unter 

Verwendung interner Standards entwickelt und validiert. Im Rahmen der quantitativen Unter-

suchungen zeigten sich Unterschiede in der Verteilung der Schlüsselbitterstoffe zwischen 

rohen und gekochten Bleichspargelstangen. Während die generelle Bitterkeit von rohem 

Spargel durch das monodesmosidischen Saponin 14a/b verursacht wird, wird die des ge-

kochten Gemüses durch die Bidesmoside 5a/b und 10a/b geprägt. Darüber hinaus konnte 

eine hohe natürliche Schwankungsbreite der Saponinkonzentrationen in verschiedenen 

Spargelchargen beobachtet werden.  

Die Geschmacksprofile des Spargels zeichneten sich neben der Süße und der Bitterkeit zu-

sätzlich durch eine dominierende, in der Literatur noch nicht beschriebene Mundfülle aus, die 

als „buttrig-belegend“ definiert wurde. Diese erstmals evaluierte Wahrnehmung, die sich 

langsam im Mundraum ausbreitet und die Zunge belegt, ist vergleichbar mit dem psychophy-

sikalischen Eindruck, den man beim Zergehenlassen eines Butterstückes erhält. Durch die 

Kombination instrumentell-analytischer und humansensorischer Methoden wurden mit 1,2-

Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-α-glucopyranoseester (2) und 1,2-Dithiolan-4-carbonsäure-6-D-

β-glucopyranoseester (3) erstmals zwei Glycoside identifiziert, die diesen sensorischen Ein-

druck vermitteln. 

Basierend auf den Daten der vorliegenden Arbeit ist es somit zum ersten Mal gelungen, die 

Basisbitterstoffe der rohen und gleichermaßen der gekochten Spargelstangen herauszuar-

beiten. Die Isolierung und der Nachweis diverser Saponine bestätigte die gängige Litera-

turmeinung, dass Saponine an der Bitterkeit von Spargel beteiligt seien. Insbesondere die 

Bedeutung der bidesmosidischen Epimeren-Gemische aus Protodioscin (5a) und ASP-I (5b) 

beziehungsweise (25R/S)-Furost-5-en-3β,22,26-triol-3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-

glucopyranosid]-26-O-β-D-gluco-pyranosid (10a/b) konnte ebenso wie die Bedeutung des 

monodesmosidischen Isomerenpaares aus AS-2-I (14a) und Dioscin (14b) hinsichtlich der 

Bitterkeit von Spargelstangen untermauert werden.  

Im Zuge möglicher Folgeuntersuchungen wäre es insbesondere von Interesse zu überprü-

fen, ob die sporadisch auftretende Fehlbitterkeit im Zusammenhang mit den beschriebenen 

Saponinen steht, oder ob weitere, noch nicht identifizierte Inhaltsstoffe als bittere Phytoanti-

cipine oder auch als Phytoprotektoren von der Pflanze unter Stressbedingungen vermehrt 

gebildet werden. 

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Dissertationsschrift wurden die wertgebenden Schlüsselge-

schmacksstoffe des Pfeffers (Piper nigrum L.) objektiviert. Dazu wurden die sensorisch akti-
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ven Inhaltsstoffe durch Extraktion mit Ethanol angereichert und anschließend mittels GVA 

lokalisiert. Als potenteste Inhaltsstoffe gelang es insgesamt 25 Säureamide zu identifizieren, 

bei denen es sich zum einen um literaturbekannte Strukturanaloga des Piperins und zum 

anderen um langkettige ungesättigte Alkylamide handelt. Auf der Grundlage von LC/MS- und 

NMR-Studien konnten zwölf Säureamiden als sensorisch potente Inhaltsstoffe des Pfeffers 

benannt werden. Dabei handelt es sich um Piperin (21), Piperlonguminin (22), Piperylin (23), 

Piperolein (24), Piperettin (25), Retrofractamid A (26), 1-[1-Oxo-9(3,4-methylendioxyphenyl)-

2E,4E,8E-nonatrienyl]-pyrrolidin (27), Dehydropipernonalin (28), Pipernonalin (29), Piperolein 

B (30) und Guineensin (31) sowie Brachyamid A (32). Darüber hinaus konnten dreizehn wei-

tere langkettige, ungesättigte Alkylamide (33a/b–39a/b) identifiziert werden. Obwohl allen 

isolierten Fettsäureanaloga das 2,4-Dienamid-System gemeinsam ist, konnten Unterschiede 

sowohl in der Kettenlänge, in der Position der cis-ständigen Doppelbindung als auch in dem 

Grad der Sättigung der Fettsäurereste (C18:2, C18:3 und C20:3) aufgezeigt werden. 

Unter Verwendung innovativer Sensorikmethoden, bei denen die sensorischen Stimuli auf 

Filterpapierstreifen appliziert wurden, gelang es, die isolierten Verbindungen bezüglich ihres 

Geschmacksschwellenwertes und ihrer Geschmacksqualität zu beurteilt. Auffällig war dabei, 

dass einige Scharfstoffe zusätzlich einen „tingling“-Effekt im Mundraum induzierten, der mit 

einem Prickeln auf der Zunge beschrieben werden kann. Weitergehende Studien zu Struk-

tur/Aktivitäts-Zusammenhängen konnten ferner die strukturellen Voraussetzungen für eine 

Scharfaktivität der Säureamide herausstellen. Insbesondere konnte die Bedeutung der 

Amidbindung sowie des Piperidinringes für eine starke Scharfwahrnehmung aufgezeigt wer-

den. 

Um den Beitrag einzelner Komponenten zum sensorischen Profil des Pfeffers abschätzen zu 

können, wurden diese abschließend quantitativ unter Nutzung einer externen Standardkalib-

rierung und des LC-MS/MS-Systems bestimmt und auf Basis von Dosis/Wirkungs-

Überlegungen in deren Scharf- beziehungsweise Tinglingaktivität gewichtet. Dabei gelang es 

zu zeigen, dass Piperin in schwarzen ganzen Pfefferkörnern eine sensorische Schlüsselrolle 

übernimmt, jedoch nicht allein für die Schärfe des Gewürzes verantwortlich ist. Weitere Säu-

reamide wie 22, 23, 25, 26, 28, 33a/b, 37a/b, 38a/b und auch 39a/b tragen auf der Basis von 

Dosis/Wirkungs-Überlegungen ebenfalls zum sensorischen Profil des Pfeffers bei. 

Zusammenfassend ist es erstmals gelungen, die den sensorischen Eindruck von Bleichspar-

gel (Asparagus officinalis L.) sowie von Pfeffer (Piper nigrum L.) ursächlich prägenden Na-

turstoffe auf molekularer Basis zu definieren und somit die Grundlage zur Objektivierung der 

Geschmacksqualität sowie zur wissensbasierten Optimierung von Züchtungsprogrammen zu 

legen. 
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 Anhang 8

Im Anhang sind neben einigen Ausbeuten von Fraktionen, die aus Asparagus officinalis L. 

gewonnen wurden, die Strukturen mit Atomnummern und NMR-Daten der in Kapitel 3 be-

schriebenen Saponine und Sapogenine zusammengefasst. Die Bezifferung der Kohlenstoff-

atome bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 91. Die 1H-NMR-Spektren der Saponine 

und Sapogenine wurden bei 500 MHz, die 13C-NMR-Spektren bei 125 MHz in Pyridin-d5 + 

MeOD (95/5; v/v) aufgenommen.  

 

 

Tabelle 17: Ausbeuten der Methanolextrakte und Rückstände des rohen beziehungsweise ge-

kochten weißen Spargels, der Spargelschale und des Kochwassers bezogen auf 100 g Frisch-

masse. 

Extrakte Ausbeute [g/ 100 g Frischmasse] 

 Methanol-Wasserextrakt Rückstand 

Weißer Spargel, geschält roh 3,6528 4,6081 

Weißer Spargel, geschält gekocht 1,8628 4,6580 

Kochwasser 1,7502 – 

Weiße Spargelschalen, roha 3,2804 5,0996 

a
 bezogen auf 100 g Schalenfrischmasse 
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Tabelle 18: Ausbeuten der verschiedenen Lösungsmittelextrakte aus geschältem rohem und 

gekochtem weißem Spargel, rohen, weißen Spargelschalen und dem Kochwasser bezogen auf 

100 g frischen, weißen Grolim-Spargel. 

 Ausbeute [g/100 g Frischmasse] 

Extrakte Weißer 

Spargel 

roh 

Weißer 

Spargel 

gekocht 

Weißer Spargel 

Kochwasser 

Weiße  

Spargel- 

schalen 

Methanol/Wasser 3,6528 1,8628 1,7502 3,2804 

Pentan 0,1999 0,4372 0,1560 0,2103 

Dichlormethan 0,2048 0,0616 0,1904 0,1802 

Ethylacetat 0,0921 0,0308 0,0289 0,0671 

Wasser 3,3831 1,2210 1,2290 2,8974 

 

 

Tabelle 19: Anteil der Subfraktionen des Ethylacetatextraktes bezogen auf den Spargel-

gesamtextrakt. 

Fraktion Anteil an Ethylacetat-
fraktion [g/100 g] 

Anteil an Spargel  [g/100 g] 

EtOAc-0/100-MeOH/H2O 57,73 0,0515 

EtOAc-30/70-MeOH/H2O 4,96 0,0045 

EtOAc-70/30-MeOH/H2O 6,85 0,0063 

EtOAc-100/0-MeOH/H2O 9,65 0,0087 
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Tabelle 20: Zuordnung der 
1
H-NMR-Signale (400 MHz, DMSO + D2O; 95/5; v/v) und 

13
C NMR-

Signale (100 MHz, DMSO + D2O; 95/5; v/v) von 2 und 3.
a-b 

 2 (α) 3 (β) 

Position C / 
ppm 

HSQC H / ppm M [J 
Hz] 

C / 
ppm 

HSQC H / ppm M [J 
Hz] 

3 41.5 [CH2] 3.27-3.34 m  41.5 [CH2] 3.27-3.34 m  

   3.35-3.45 m   3.35-3.45 m 

4 50.2 [CH 3.56-3.64 mc 50.2 [CH 3.56-3.64 mc 

5 41.5 [CH2] 3.27-3.34 m 41.5 [CH2] 3.27-3.34 m 

   3.35-3.45 m   3.35-3.45 m 

6 171.9 [C] ― ― 171.9 [C ― ― 

1' 
92.5 [CH] 4.87 d 

[J=3.6] 
97.2 [CH] 4.27 d 

[J=7.9] 

2' 72.4 [CH] 3.02-3.14 m 74.9 [CH] 2.89 t [J=8.4] 

3' 73.5 [CH] 3.35-3.43 m 76.5 [CH] 3.02-3.14 m 

4' 70.7 [CH] 3.02-3.14 m 70.2 [CH] 3.02-3.14 m 

5' 69.3 [CH] 3.73-3.77 m 73.0 [CH] 3.27-3.45 m 

6' 65.0 [CH2] 4.02-4.10 

4.25-4.32 

m 

m 

65.0 [CH2] 4.02-4.10 

4.25-4.32 

m 

m 

a
 Nummerierung bezieht sich auf die Strukturen 2 und 3 in Abbildung 22. 

b
 Zuordnungen wurden 

mittels HSQC-, HMBC-, DEPT- und COSY-Experiments getroffen. 
c
 Überlappungen mit dem D2O-

Signal. 
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Abbildung 91: Sapogenine und Saponine mit Atomnummern, deren spektroskopische Daten in 

dieser Arbeit aufgeführt sind. 
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Tabelle 21: NMR-Daten von Diosgenin (6) und Sarsapogenin (11). 

 
Position 

6 11 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

1 37.8 [CH2] 1.04-1.10 m  30.6 [CH2] 1.32-1.46 m  
   1.76-1.82 m   1.82-1.94 m 
2 32.5 [CH2] 1.67-1.81 m  28.6 [CH2] 1.50-1.62 m 
   1.98-2.08 m    1.68-1.76 m 
3 71.1 [CH] 3.77-3.83 m 66.1 [CH] 4.35-4.39 m 
4 43.4 [CH2] 2.56-2.61 m 34.4 [CH2] 1.50-1.62 m 
       1.99-2.07 m 
5 141.9 [C] ― ― 37.1 [CH] 2.08-2.16 m 
6 121.0 [CH] 5.37 br. d 

[J=5.2] 
27.2 [CH2] 1.10-1.20 m 

       1.82-1.92 m 
7 32.3 [CH2] 1.47-1.66 m 26.9 [CH2] 0.96-1.04 m 
   1.88-1.97 m   1.32-1.46 m  
8 31.7 [CH] 1.47-1.66 m 35.6 [CH] 1.51-1.60 m 
9 50.4 [CH] 0.90-0.97 m 40.1 [CH] 1.32-1.46 m 
10 37.0 [C] ― ― 35.6 [C] ― ― 
11 21.1 [CH2] 1.39-1.46 m 21.2 [CH2] 1.21-1.26 m 
   1.39-1.46 m   1.32-1.46 m 
12 39.9 [CH2] 1.04-1.10 m 40.4 [CH2] 1.10-1.20 m 
   1.67-1.81 m   1.68-1.76 m 
13 40.5 [C] ― ― 40.9 [C] ― ― 
14 56.7 [CH] 1.04-1.10 m 56.6 [CH] 1.09-1.14 m 
15 32.2 [CH2] 1.39-1.46 m 32.1 [CH2] 1.32-1.46 m 
   1.98-2.08 m   1.96-2.10 m 
16 81.1 [CH] 4.49-4.56 m 81.4 [CH] 4.58 ddd 

[J=6.6, 
7.4, 8.6] 

17 62.8 [CH] 1.76-1.82 m 63.0 [CH] 1.84 dd 
[J=7.3, 
8.6] 

18 16.4 [CH3] 0.84 s 16.6 [CH3] 0.85 s 
19 19.5 [CH3] 1.06 s 24.3 [CH3] 1.01 s 
20 41.9 [CH] 1.88-1.97 m 42.5 [CH] 1.82-1.94 m 
21 14.9 [CH3] 1.12 d 

[J=6.8] 
14.9 [CH3] 1.15 d 

[J=6.8] 
22 109.0 [C] ― ― 109.7 [C] ― ― 
23 31.8 [CH2] 1.47-1.66 m 26.4 [CH2] 1.32-1.46 m 
   1.67-1.81 m    1.82-1.92 m 
24 29.3 [CH2] 1.47-1.66 m 26.2 [CH2] 1.32-1.46 m 
   1.67-1.81 m    2.08-2.16 m 
25 30.6 [CH] 1.47-1.66 m 27.6 [CH] 1.49-1.61 m 
26 66.8 [CH2] 3.45-3.51 m 65.0 [CH2] 3.35 br. d 

[J=10.8] 
   3.56 dd 

[J=3.6, 
11.2] 

  4.06 dd 
[J=3.2, 
11.1] 

27 17.2 [CH3] 0.68 d 
[J=5.8] 

16.3 [CH3] 1.06 d 
[J=7.3] 



Anhang 

284 

 

Tabelle 22: Aglycon-NMR-Daten C(1) bis C(15) von Protodioscin und Protoneodioscin (5a/b) 

und Protodioscin (5a). 

 
Position 

5a/b 5a 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

1 37.4 [CH2] 0.90-0.97 m (o) 37.5 [CH2] 0.92-1.01 m 
   1.67-1.76 m (o)   1.69-1.77 m 
2 30.0 [CH2] 1.77-1.93 m (o) 30.1 [CH2] 1.77-1.94 m 
   1.95-2.10 m (o)   1.94-2.09 m 
3 78.3 [CH] 3.77-3.93 m 78.1 [CH] 3.80-3.94 m 
4 38.9 [CH2] 2.62-2.71 m 38.9 [CH2] 2.64-2.73 m 
   2.72-2.80 m   2.73-2.80 m 
5 140.7 [C] ― ― 140.8 [C] ― ― 
6 121.8 [CH] 5.09-5.31 m 121.8 [CH] 5.27-5.33 m 
7 32.1 [CH2] 1.34-1.48 m 32.3 [CH2] 1.35-1.50 m 
   1.77-1.93 m   1.77-1.94 m 
8 31.6 [CH] 1.77-1.93 m 31.7 [CH] 1.77-1.94 m 
9 50.2 [CH] 0.81-0.91 m  50.3 [CH] 0.84-0.92 m 
10 37.0 [C] ― ― 37.1 [C] ― ― 
11 21.0 [CH2] 1.34-

1.48a 
m 21.1 [CH2] 1.35-1.50a m 

   1.34-
1.48a 

m   1.35-1.50a m 

12 39.8 [CH2] 0.98-1.15 m 39.9 [CH2] 1.01-1.19 m 
   1.67-1.76 m   1.69-1.77 m 
13 40.7 [C] ― ― 40.8 [C] ― ― 
14 56.5 [CH] 0.97-1.14 m 56.6 [CH] 1.01-1.19 m 
15 32.2 [CH2] 1.34-1.48 m 32.4 [CH2] 1.35-1.50 m 
   1.95-2.10 m   1.94-2.09 m 

a
fallen zusammen. 
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Tabelle 23: Aglycon-NMR-Daten C(16) bis C(28) von Protodioscin und Protoneodioscin (5a/b) 

und Protodioscin (5a). 

 
Position 

5a/b 5a 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

16 81.0 [CH] 4.84-4.94 m 81.0 [CH] 4.81-4.95 m 
17 63.7 [CH] 1.77-1.93 m 63.8 [CH] 1.77-1.94 m 
18 16.3 [CH3] 0.85 s 16.4 [CH3] 0.87 s 
19 19.3 [CH3] 1.01 s 19.4 [CH3] 1.03 s 
20 40.5 [CH] 2.16-2.23 m 40.6 [CH] 2.17-2.24 m 
21 16.3 [CH3] 1.27 d 

[J=7.0] 
16.4 [CH3] 1.30 d 

[J=7.0] 
22 110.5 [C] ― ― 110.5 [C] ― ― 
23 37.0 [CH2] 1.60-1.75 m 37.1 [CH2] 1.69-1.77 m 
   1.95-2.10 m   1.94-2.09 m 
24 28.1 [CH2] 1.60-1.75 m 28.3 [CH2] 1.61-1.69 m 
   1.95-2.10 m   1.94-2.09 m 
 28.15# [CH2] 1.60-

1.75# 
m     

   1.95-
2.10# 

m     

25 34.2 b [CH] 1.67-1.76 m 34.3 [CH] 1.77-1.94 m 
 34.3 b, # [CH] 1.77-

1.93# 
m     

26 74.9 [CH2] 3.93-3.99 m 75.2 [CH2] 3.80-3.94 m 
   4.00-4.07 m   3.94-4.00 m 
 75.0# [CH2] 3.93-

3.99# 
m     

   4.00-
4.07# 

m     

27 17.3a [CH3] 0.99 d 
[J=6.6] 

17.4 [CH3] 0.97 d 
[J=6.6] 

 17.3#, a [CH3] 0.95# d 
[J=6.6] 

    

#
gehören zu dem Epimer;

 a
fallen zusammen; 

b
möglicherweise vertauscht. 
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Tabelle 24: Zucker-NMR-Daten von 5a/b und reinem Protodioscin 5a. 

 
Position 

5a/b 5a 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

26-O-Glc        
1' 105.0 [CH] 4.98 d [J=7.8] 104.8 [CH] 4.78 d [J=7.6] 
 104.8# [CH] 4.76# d [J=7.6]     
2' 74.9 [CH] 3.93-4.00 m 75.0 [CH] 3.94-4.00 m 
3' 78.3 a [CH] 3.53-3.66 m 78.4 [CH] 3.80-3.94 m 
4' 71.4 [CH] 4.12-4.23 m 71.5 [CH] 4.12-4.22 m 
5' 78.3 a [CH] 4.24-4.36 m 78.3 [CH] 4.25-4.37 m 
6' 62.5 [CH2] 4.24-4.36 m 62.5 [CH2] 4.25-4.37 m 
   4.44-4.51 m   4.45-4.53 m 
         
3-O-Glc        
1'' 100.1 [CH] 4.90 br. s 

[J=7.7]b 
100.2 [CH] 4.91 d [J=7.8] 

2'' 78.3 a [CH] 4.12-4.23 m 78.4 [CH] 4.12-4.22 m 
3'' 76.8 [CH] 3.56-3.66 m 76.8 [CH] 3.55-3.65 m 
4'' 78.0 [CH] 4.24-4.36 m 78.4 [CH] 4.25-4.36 m 
5'' 77.7 [CH] 4.12-4.23 m 77.7 [CH] 4.12-4.22 m 
6'' 60.9 [CH2] 4.00-4.07 m 61.1 [CH2] 4.04 dd 

[J=3.4, 
12.5] 

   4.12-4.24 m   4.12-4.22 m 
         
2''-O-Rha        
1''' 101.9 [CH] 6.33 br. s 

[J=2.6]b 
102.0 [CH] 6.33 br. s 

[J=2.6]b 
2''' 72.2 [CH] 4.70-4.75 m 72.4 [CH] 4.74-4.79 m 
3''' 72.4 [CH] 4.59-4.64 m 72.5 [CH] 4.55-4.59 m 
4''' 73.3 [CH] 4.24-4.36 m 73.7 [CH] 4.12-4.22 m 
5''' 69.4 [CH] 4.84-4.95 m 69.5 [CH] 4.81-4.95 m 
6''' 18.3 [CH3] 1.70-1.75 m 18.4 [CH3] 1.73 d [J=6.2] 
         
4''-O-Rha        
1'''' 102.7 [CH] 5.78 br. s 

[J=2.6]b 
102.8 [CH] 5.78 br. s 

[J=2.6]b 

2'''' 72.5c [CH] 4.59-4.64 m 72.5 c [CH] 4.60-4.65 m 
3'''' 72.2 c [CH] 4.52-4.58 m 72.4 c [CH] 4.45-4.53 m 
4'''' 73.5 [CH] 4.24-4.36 m 73.9 [CH] 4.12-4.22 m 
5'''' 70.2 [CH] 4.84-4.95 m (o) 70.4 [CH] 4.81-4.95 m 
6'''' 18.5 [CH3] 1.58 d [J=6.1] 18.6 [CH3] 1.59 d [J=6.2] 

#
gehören zu dem Epimer; 

a
fallen zusammen; 

b
aus dem J-resolved-Spektrum herausgelesen; 

c
mögli-

cherweise vertauscht. 
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Tabelle 25: Aglycon-NMR-Daten C(1) bis C(15) von ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (10a/b) 

sowie von Dihydro-ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (13a/b). 

 
Position 

10a/b 13a/b 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

1 37.0 [CH2] 0.89-0.96 m 30.7 [CH2] 1.34-1.58 m 
   1.66-1.73 m   1.59-1.78 m 
2 30.0 [CH2] 1.78-1.94 m 26.8 [CH2] 1.34-1.58 m 
   1.94-2.11 m   1.78-2.10 m 
3 78.0 [CH] 3.76-3.89 m 74.5 [CH] 4.13-4.24 m 
4 38.8 [CH2] 2.60-2.70 m 30.2 [CH2] 1.59-1.78 m 
   2.70-2.77 m   1.59-1.78 m 
5 140.8 [C] ― ― 36.7 [CH] 1.95-2.11 m 
6 121.6 [CH] 5.08-5.52 m 26.5 [CH2] 1.01-1.12 m 
       1.59-1.78 m 
7 32.0 [CH2] 1.29-1.46 m 26.8 [CH2] 0.86-0.98 m 
   1.78-1.94 m   1.12-1.34 m 
8 31.7 [CH] 1.46-1.57 m 35.2 [CH] 1.34-1.58 m 
9 50.2 [CH] 0.82-0.87 m 40.2 [CH] 1.12-1.34 m 
10 37.2 [C] ― ― 35.3 [C] ― ― 
11 21.0 [CH2] 1.31-1.46 m 21.1 [CH2] 1.12-1.34 m 
   1.31-1.46 m   1.12-1.34 m 
12 39.9 [CH2] 1.05-1.14 m 40.3 [CH2] 1.59-1.78 m 
   1.66-1.78 m   2.17-2.24 m 
13 40.7 [C] ― ― 41.2 [C] ― ― 
14 56.5 [CH] 0.96-1.05 m 56.2 [CH] 1.02-1.12 m 
15 32.3 [CH2] 1.31-1.46 m 32.3 [CH2] 1.34-1.58 m 
   1.94-2.12 m   1.95-2.11 m 
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Tabelle 26: Aglycon-NMR-Daten C(16) bis C(27) von ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (10a/b) 

sowie von Dihydro-ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (13a/b). 

 
Position 

10a/b 13a/b 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

16 81.0 [CH] 4.84-4.97 m 81.2 [CH] 4.90-4.98 m 
17 63.6 [CH] 1.78-1.94 m 63.9 [CH] 1.78-1.95 m 
18 16.3 [CH3] 0.83 s 16.7 [CH3] 0.84 s 
19 19.3 [CH3] 1.00 s 23.6 [CH3] 0.81 s 
20 40.5 [CH] 2.14-2.21 m 40.6 [CH] 2.17-2.25 m 
21 16.1 [CH3] 1.29 d 

[J=7.0] 
16.4 [CH3] 1.30 d 

[J=7.0] 
22 110.6 [C] ― ― 110.5 [C] ― ― 
23 37.0 [CH3] 1.66-1.78 m 36.9 [CH2] 1.59-1.78 m 
   1.78-1.94 m   1.95-2.11 m 
24 28.2 [CH3] 1.57-1.66 m 28.1 [CH2] 1.59-1.78 m 
   1.94-2.12 m   1.95-2.11 m 
 28.2#,a [CH3] 1.57-

1.66# 
m 28.1#,a [CH2] 1.59-1.78# m 

   1.94-
2.12# 

m   1.95-2.11# m 

25 34.0 [CH] 1.78-1.94 m 34.2 [CH] 1.78-2.10 m 
 34.0#,a [CH] 1.78-

1.94# 
m 34.4# [CH] 1.78-2.10# m 

26 75.1 [CH2] 3.44-3.48 m 75.2 [CH2] 3.93-4.02 m 
   4.03-4.07 m   4.02-4.13 m 
 75.1#,a [CH2] 3.44-

3.48# 
m 75.3# [CH2] 3.93-4.02# m 

   4.03-
4.07# 

m   4.02-4.13# m 

27 17.3 [CH3] 0.95 d 
[J=6.7] 

17.4a [CH3] 0.95 d 
[J=6.6] 

 17.3#,a [CH3] 1.00# d 
[J=6.7] 

17.4#,a [CH3] 1.00# d 
[J=6.6] 

#
gehören zu dem Epimer;

 a
fallen zusammen; 

b
möglicherweise vertauscht. 
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Tabelle 27: Zucker-NMR-Daten von ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (10a/b) sowie von Dihydro-

ASP-II  und seinem (25S)-Epimer (13a/b). 

 
Position 

10a/b 13a/b 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

26-O-Glc        
1' 104.8 [CH] 5.06 d 

[J=7.8] 
105.0 [CH] 5.12 d 

[J=7.8] 
 104.6# [CH] 4.77# d 

[J=7.7] 
104.7# [CH] 4.78# d 

[J=7.6] 
2' 74.9 [CH] 3.88-3.98 m 74.9 [CH] 3.93-4.02 m 
3' 78.3 [CH] 3.75-3.88 m 78.4 [CH] 3.89-3.93 m 
4' 71.5 [CH] 4.07-4.21 m 71.5 [CH] 4.13-4.26 m 
5' 78.3 [CH] 4.21-4.35 m 78.4 [CH] 4.26-4.38 m 
6' 62.5 [CH2] 4.21-4.35 m 62.6 [CH2] 4.26-4.38 m 
   4.44-4.48 m   4.54-4.58 m 
3-O-Glc        
1'' 102.1 [CH] 4.94 d 

[J=7.7] 
102.9 [CH] 4.83 d 

[J=7.6] 
2’’ 74.9 [CH] 3.88-3.98 m 74.9 [CH] 4.03-4.13 m 
3'' 76.9 [CH] 4.07-4.21 m 76.5 [CH] 4.13-4.26 m 
4'' 78.2 [CH] 4.21-4.35 m 78.2 [CH] 4.42-4.48 m 
5'' 77.9 [CH] 3.55-3.68 m 77.1 [CH] 3.65-3.70 m 
6'' 61.3 [CH2] 4.03-4.07 m 61.4 [CH2] 4.03-4.13 m 
   4.21-4.35 m   4.13-4.26 m 
4''-O-Rha        
1'''' 101.6 [CH] 6.29 br. s 

[J=2.5]a 
102.6 [CH] 5.88 br. s 

[J=2.8]a 
2'''' 72.3b [CH] 4.54-4.64 m 72.5b [CH] 4.67-4.69 m 
3'''' 72.4b [CH] 4.49-4.54 m 72.6 b [CH] 4.54-4.58 m 
4'''' 73.9 [CH] 4.21-4.35 m 73.9 [CH] 4.26-4.38 m 
5'''' 70.3 [CH] 4.91-4.97 m 70.2 [CH] 4.98-5.04 m 
6'''' 18.5 [CH3] 1.68 d 

[J=6.4] 
18.5 [CH3] 1.69 d 

[J=6.2] 

a
aus dem J-resolved-Spektrum herausgelesen;

 b
möglicherweise vertauscht; 

#
gehören zu dem Epimer. 
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Tabelle 28: Aglycon-NMR-Daten C(1) bis C(15) von AS-2-I und Dioscin (14a/b) sowie von AS-1 

(15). 

 
Position 

14a/b 15 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

1 37.4 [CH2] 0.88-0.94 m 30.7 [CH2] 1.36-1.50 m  
   1.66-1.76 m   1.70-1.82 m 
2 30.2 [CH2] 1.76-1.86 m  26.8 [CH2] 1.36-1.48 m  
   2.01-2.11 m    1.82-1.89 m  
3 78.3 [CH] 3.75-3.85 m 75.3 [CH] 4.11-4.22 m 
4 39.0 [CH2] 2.58-2.67 m 30.7 [CH2] 1.70-1.82 m 
   2.68-2.75 m   1.70-1.82 m 
5 140.9 [C] ― ― 36.5 [CH] 2.05-2.17 m 
6 121.9 [CH] 5.23-5.29 m 26.6 [CH2] 1.11-1.20 m 
       1.70-1.82 m 
7 32.4 [CH2] 1.28-1.44 m 26.8 [CH2] 0.88-0.94 m 
   1.76-1.86 m   1.18-1.36 m 
8 31.8 [CH] 1.44 1.58 m 35.5 [CH] 1.50-1.61 m 
9 50.4 [CH] 0.79-0.88 m 40.2 [CH] 1.18-1.36 m 
10 37.6 [C] ― ― 35.8 [C] ― ― 
11 21.2 [CH2] 1.28-1.44 m 21.0 [CH2] 1.18-1.36 m 
   1.28-1.44 m   1.36-1.50 m 
12 40.0 [CH2] 0.95-1.11 m 40.1 [CH2] 1.11-1.18 m 
   1.61-1.66 m   1.70-1.82 m 
13 40.5 [C] ― ― 40.7 [C] ― ― 
14 56.7 [CH] 0.88-1.10 m 56.2 [CH] 1.01-1.15 m 
15 32.2 [CH2] 1.28-1.44 m 32.0 [CH2] 1.36-1.48 m 
   1.93-2.01 m    2.05-2.17 m 

*möglicherweise vertauscht. 
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Tabelle 29: Aglykon-NMR-Daten C(16) bis C(27) von AS-2-I und Dioscin (14a/b) sowie von AS-1 

(15). 

 
Position 

14a/b 15 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

16 81.2 [CH] 4.38-4.48 m 81.3 [CH] 4.49-4.54 m 
 81.3# [CH] 4.07-4.18 m     
17 62.8 [CH] 1.70-1.76 m 62.9 [CH] 1.82-1.89 m 
 62.9# [CH] 1.70-1.76 m     
18 16.4* [CH3] 0.76 s 16.4 [CH3] 0.83 s 
19 19.4 [CH3] 0.99 s 23.6 [CH3] 0.98 s 
20 42.0 [CH] 1.86-1.92 m 42.2 [CH] 1.92-1.99 m 
 42.5# [CH] 1.76-1.86 m     
21 14.9 [CH3] 1.04-1.11 m 14.4 [CH3] 1.10 d 

[J=6.9] 
 15.0# [CH3] 1.04-1.11 m     
22 109.4 [C] ― ― 109.6 [C] ― ― 
 109.8# [C] ― ―     
23 31.9 [CH2] 1.28-1.44 m 26.3 [CH2] 1.18-1.36 m 
   1.91-2.02 m   1.82-1.89 m 
 26.4# [CH2] 1.28-1.44 m     
   1.76-1.86 m     
24 29.3 [CH2] 1.44-1.58 m 26.1 [CH2] 1.36-1.48 m 
   1.70-1.76 m   2.05-2.17 m 
 26.2# [CH2] 1.28-1.44 m     
   2.02-2.11 m     
25 30.7 [CH] 1.44-1.58 m 27.5 [CH] 1.50-1.61 m 
 27.6# [CH] 1.44-1.58 m     
26 67.0 [CH2] 3.37-3.46 m 64.8 [CH2] 3.37 br. d 

[J=11.1] 
   4.13-4.24 m   4.08 dd 

[J=3.1, 
11.1] 

 65.1# [CH2] 3.28-3.34 m     
   3.96-4.02 m     
27 17.2 [CH3] 0.65 d 

[J=5.9] 
15.9 [CH3] 1.03 d 

[J=7.2] 
 16.3*# [CH3] 1.02 d 

[J=7.1] 
    

*möglicherweise vertauscht, 
#
Verschiebungen des Isomers. 
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Tabelle 30: Zucker-NMR-Daten von von AS-2-I und Dioscin (14a/b) sowie von AS-1 (15). 

 
Position 

14a/b 15 

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] C/ppm HSQC H/ppm M [JHz] 

3-O-Glc        
1' 100.2 [CH] 4.86 d 

[J=7.6] 
101.4 [CH] 4.78 d 

[J=7.6] 
2' 78.3 [CH] 4.18-4.28 m 81.0 [CH] 4.11-4.22 m 
3' 76.9 [CH] 3.56-3.63 m 75.5 [CH] 4.11-4.22 m 
4' 78.6 [CH] 4.18-4.28 m 80.3 [CH] 4.11-4.22 m 
5' 77.9 [CH] 4.07-4.18 m 76.2 [CH] 3.70-3.75 m 
6' 61.2 [CH2] 3.96-4.01 m 61.9 [CH2] 4.38-4.43 m 
   4.13-4.20 m   4.45-4.49 m 
         
2''-O-Rha         
1'' 102.1 [CH] 6.12 d 

[J=1.3] 
    

2'' 72.4 [CH] 4.70-4.72 m     
3'' 72.5 [CH] 4.54-4.56 m     
4'' 73.9 [CH] 4.18-4.28 m     
5'' 69.6 [CH] 4.86-4.91 m     
6'' 18.6 [CH3] 1.66-1.76 m     
         
4'''-O-Rha         
1''' 102.9 [CH] 5.71 d 

[J=1.2] 
    

2''' 72.4 [CH] 4.66-4.68 m     
3''' 72.6 [CH] 4.46-4.52 m     
4''' 73.9 [CH] 4.18-4.28 m     
5''' 70.4 [CH] 4.76-4.86 m     
 18.4 [CH3] 1.44-1.58 m     
         
2''-O-Glc         
1''     105.1 [CH] 5.35 d 

[J=7.6] 
2''     77.6 [CH] 3.98-4.09 m 
3''     77.5 [CH] 4.11-4.22 m 
4''     71.6 [CH] 4.11-4.22 m 
5''     78.3 [CH] 3.84-3.94 m 
6''     62.7 [CH2] 4.38-4.43 m 
       4.45-4.49 m 
         
4'''-O-Xyl         
1'''     105.3 [CH] 4.96 d 

[J=7.6] 
2'''     74.7 [CH] 3.84-3.94 m 
3'''     77.9 [CH] 3.98-4.09 m 
4'''     70.4 [CH] 3.98-4.09 m 
5'''     67.2 [CH2] 3.56-3.61 m 
       4.11-4.22 m 
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Tabelle 31: Aglycon-NMR-Daten C(1) bis C(15) von Methylprotodioscin (16). 

 
Position 

16  

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz]     

1 37.4 [CH2] 0.92-0.99 m     
   1.61-1.72 m     
2 30.0 [CH2] 1.73-1.80 m     
   1.96-2.06 m     
3 78.4 [CH] 3.87-3.92 m     
4 38.8 [CH2] 2.62-2.69 m     
   2.75 dd 

[J=3.6, 
12.6] 

    

5 140.7 [C] ― ―     
6 121.7 [CH] 5.28 br. d 

[J=4.5] 
    

         
7 32.1 [CH2] 1.31-1.46 m     
   1.73-1.80 m     
8 31.5 [CH] 1.73-1.80 m     
9 50.2 [CH] 0.80-0.88 m     
10 37.0 [C] ― ―     
11 20.9 [CH2] 1.31-1.46a m     
   1.31-1.46a m     
12 39.6 [CH2] 1.01-1.11 m     
   1.61-1.72 m     
13 40.6 [C] ― ―     
14 56.5 [CH] 1.01-1.11 m     
15 32.2 [CH2] 1.31-1.46 m     
   2.14-2.20 m     

a
fallen zusammen. 
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Tabelle 32: Aglycon-NMR-Daten C(16) bis C(28) von Methylprotodioscin (16). 

 
Position 

16  

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz]     

16 81.2 [CH] 4.44 dd 
[J=3.6, 
9.1] 

    

17 64.1 [CH] 1.61-1.72 m     
18 16.1 [CH3] 0.77 s     
19 19.3 [CH3] 1.00 s     
20 40.3 [CH] 2.14-2.20 m     
21 16.1 [CH3] 1.14 d 

[J=6.9] 
    

22 112.5 [C] ― ―     
23 30.7 [CH2] 1.73-1.80 m     
   1.96-2.06 m     
24 28.1 [CH2] 1.61-1.72 m     
   1.96-2.06 m     
25 34.1 [CH] 1.80-1.89 m     
26 74.9 [CH2] 3.54 dd 

[J=6.5, 
10.2] 

    

   3.87-3.92 m     
27 17.0 [CH3] 0.96 d 

[J=7.3] 
    

28 47.1 [CH3] 3.22 s     

#
gehören zu dem Epimer;

 a
fallen zusammen; 

b
möglicherweise vertauscht. 
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Tabelle 33: Zucker-NMR-Daten von Methylprotodioscin (16). 

 
Position 

16  

  

C/ppm HSQC H/ppm M [JHz]     

26-O-Glc        
1' 104.7 [CH] 4.78 d [J=7.5]     
         
2' 75.1 [CH] 3.92-3.97 m     
3' 78.4 [CH] 3.52-3.57 m     
4' 71.4 [CH] 4.10-4.18 m     
5' 78.3 [CH] 4.22-4.32 m     
6' 62.5 [CH2] 4.22-4.32 m     
   4.49 dd 

[J=2.2, 
11.7] 

    

         
3-O-Glc        
1'' 100.1 [CH] 4.89 d [J=7.7]     
2'' 78.4 [CH] 4.10-4.18 m     
3'' 76.7 [CH] 3.57-3.61 m     
4'' 78.0 [CH] 4.22-4.32 m     
5'' 77.7 [CH] 4.10-4.18 m     
6'' 61.0 [CH2] 4.00 dd 

[J=3.2, 
12.4] 

    

   4.10-4.18 m     
         
2''-O-Rha        
1''' 101.9 [CH] 6.29 d [J=2.6]     
2''' 72.2 [CH] 4.72-4.75 m     
3''' 72.4 [CH] 4.57-4.61 m     
4''' 73.7 [CH] 4.22-4.32 m     
5''' 69.4 [CH] 4.81-4.91 m     
6''' 18.3 [CH3] 1.70 d [J=6.2]     
         
4''-O-Rha        
1'''' 102.7 [CH] 5.71 d [J=2.6]     
2'''' 72.5 c [CH] 4.57-4.61 m     
3'''' 72.2 c [CH] 4.52-4.55 m     
4'''' 73.7 [CH] 4.22-4.32 m     
5'''' 70.2 [CH] 4.81-4.91 m     
6'''' 18.4 [CH3] 1.57 d [J=6.2]     

#
gehören zu dem Epimer; 

a
fallen zusammen; 

b
aus dem J-resolved-Spektrum herausgelesen; 

c
mögli-

cherweise vertauscht. 
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