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1 Einleitung

1.1 Die Karotte

Die Karotte (Daucus carota L.) kommt ursprünglich als Wildpflanze in

Mitteleuropa vor und bildet eine relativ dünne weissliche, verholzte Pfahlwurzel.

Die heute bekannte Kulturform dürfte aber nicht direkt von ihr abstammen.

Vielmehr wird angenommen, dass sie aus einer Kreuzung der wilden Karotte

mit der im Mittelmeergebiet heimischen Riesenmöhre, Daucus maximus,

hervorging, wobei als neues Merkmal die fleischig verdickte, gelb bis orangerot

gefärbte Rübe entstand (Franke, 1997).

Die Karotte ist eine zweijährige Pflanze, die im ersten Jahr eine Rosette aus

doppelt bis dreifach gefiederten Blättern bildet. Die Assimilate werden in der

fleischigen Bastrübe gespeichert, die aus einem kurzen Hypokotylabschnitt und

der Hauptwurzel besteht und durch frühzeitiges Dickenwachstum gekenn-

zeichnet ist. Wird die marktreife Karotte im ersten Jahr nicht geerntet, wächst

der Spross im zweiten Jahr unter Auflösung der Rosette und unter Verbrauch

der Nährstoffe der Rübe zu einem mehrfach verzweigten beblätterten Inflores-

zenzspross heran. Aus den weissen Blüten der Doppeldolden gehen Doppel-

achaenen als Saatgut hervor (Franke, 1997).

Die Karotte wurde bereits sehr früh medizinisch genutzt, ihr Anbau als

Kulturpflanze erfolgte aber wahrscheinlich erst im zehnten Jahrhundert nach

Christus. Durch Züchtung sind zahlreiche, heute weltweit angebaute Sorten und

Formen entstanden. Morphologisch wird zwischen dem härteren Holzteil, dem

Xylem, und dem zarteren Bastmantel, dem Phloem unterschieden. Beide Teile

sind durch das Kambium verbunden (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Querschnitt durch die Karotte

Die wichtigsten Inhaltsstoffe der Karotte sind in Tabelle 1 zusammenfassend

dargestellt. Neben dem Hauptbestandteil Wasser sind überwiegend lösliche

Kohlenhydrate und Ballaststoffe mengenmäßig dominierend. Unter den

sekundären Pflanzeninhaltsstoffen ist insbesondere der hohe Anteil des

Farbstoffs β-Carotin erwähnenswert.

Tabelle 1 Inhaltsstoffe der Karotte in 100 g essbarem Anteil (Souci, Fach-

mann, Kraut)

Inhaltsstoff Menge in g / 100 g essbarem Anteil
Wasser  88,2

Lösliche Kohlenhydrate    4,8

Ballaststoffe    3,4

Proteine    1,0

Mineralstoffe    0,9

Organische Säuren    0,3

Lipide    0,2

β-Carotin        0,012

Phloem

Kambium

Xylem
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1.2 Bitterer Fehlgeschmack in Karotten

Aufgrund des süßlich-milden Geschmacks und der leichten Verarbeitbarkeit,

nehmen Karotten heute eine zentrale Stellung bei der Herstellung von

Babynahrung ein. Jedoch gibt ein sporadisch auftretender Bittergeschmack in

den Karottenprodukten des öfteren Anlass für Verbraucherreklamationen.

Dieser Bittergeschmack kann z.T. bereits beim Lagern der Rohware auftreten,

z.T. können sich entsprechende Bitternoten aber auch erst bei der Verarbeitung

von ursprünglich als nicht bitter eingestufter Rohware entwickeln. Aufgrund der

weltweit großen wirtschaftlichen Bedeutung von Karottenprodukten ist daher

bislang eine Vielzahl an Untersuchungen durchgeführt worden, um diejenigen

Verbindungen zu identifizieren, die diesen bitteren Fehlgeschmack ursächlich

hervorrufen.

Bereits in den Fünfziger Jahren wurde in der Literatur über das sporadische

Auftreten von Bittergeschmack in kalt gelagerten Karotten berichtet. Die damals

von Yamaguchi et al. (1955) durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass

diese Bitterkeit hauptsächlich im Phloem und weniger im Xylem des

Karottengewebes lokalisiert war. Beim Vergleich der quantitativen Gehalte an

verschiedenen Inhaltsstoffen stellten die Autoren jedoch kaum Unterschiede

zwischen bitteren und nicht bitteren Karotten fest. Allein das α-Carotin lag in

bitteren Karotten in deutlich geringeren Mengen vor, als dies bei nicht bitteren

Karotten der Fall war. Da die Bitterstoffe zusätzlich in Petrolether löslich waren

und eine starke Adsorption bei der Chromatographie an Magnesiumoxid

aufwiesen, folgerten die Autoren, dass die Bitterkeit von Abbauprodukten der

Carotinoide verursacht werden könnte.

Mit dem Ziel, die an der Bitterkeit von Karotten beteiligten Verbindungen zu

identifizieren, isolierten Sondheimer et al. (1955) nach Petroletherextraktion von

eingedosten, kaltgelagerten Karotten eine bitter schmeckende orangefarbene

Fraktion, deren UV-Spektrum im Vergleich zu dem entsprechender Isolate nicht

bitter schmeckender Karotten eine erhöhte UV-Absorption bei 265 sowie

290 nm aufwies. Die sensorisch ermittelte Bitterintensität der Karotten stieg

dabei proportional mit der Absorption bei 265 nm an. In Einklang mit Yamaguchi
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et al. (1955) fanden die Autoren weiterhin höhere Absorptionswerte bei 265 nm

und eine höhere Bitterintensität in Isolaten aus eingedostem, gelagerten

Phloem als in entsprechenden Isolaten aus dem Xylem. Da allerdings einige

Proben trotz deutlich unterschiedlicher Bitterintensitäten nahezu identische

Absorptionen bei 265 nm aufwiesen, vermuteten die Autoren, dass es sich

hierbei nicht um die einzige vorhandene Bittersubstanz sondern um eine

Indikatorverbindung handelt, die in vielen Fällen eine Abschätzung der

Bitterintensität zulässt. Weiterhin konnte von den Autoren nicht geklärt werden,

ob es sich bei dem Isolat um eine oder mehrere Substanzen handelte.

Dodson et al. (1956) gelang es kurz darauf nach Acetonextraktion von bitteren

Karotten eine bittere Substanz zu erhalten, die nach Kristallisation aus

wässrigem Methanol einen Schmelzpunkt von 77 °C und ein Molekulargewicht

von 268 Dalton aufwies. Die quantitative Elementaranalyse ließ die Autoren auf

die Summenformel C15H15O5 schließen, eine eindeutige Strukturidentifizierung

gelang jedoch nicht.

In folgenden Arbeiten gelang es Sondheimer (1956) nach Hexanextraktion von

bitteren Karotten eine farblose, kristalline Substanz in Mengen bis zu

50 mg/100 g Karotten zu isolieren, deren UV-Spektrum mit der aus der

Petroletherextraktion isolierten Verbindung (Sondheimer et al., 1955) identisch

war. Es handelte sich dabei um eine bitter schmeckende, fluoreszierende

Verbindung mit einem Schmelzpunkt von 76 °C. Eine 0,01 %-ige wässrige

Lösung dieser Verbindung schmeckte deutlich bitter. Nach Bestimmung der

quantitativen Elementarzusammensetzung und der Molekülmasse schlug er für

diese Verbindung die Summenformel C11H12O4 vor und bezeichnete sie als

„Verbindung A“. Weitere Untersuchungen zur Strukturaufklärung ließen auf eine

Alkoxygruppe, ein aktiviertes Wasserstoffatom, ein oder zwei Methylgruppen

und eine phenolische Hydroxylgruppe schließen. Zusätzlich erhielt der Autor

nach Wasserdampfdestillation von bitteren Karotten ein bitteres Öl, das ein

anderes UV-Spektrum als Verbindung A besaß und diese nicht enthielt. Er

folgerte daher, dass der Bittergeschmack von Karotten von verschiedenen

Verbindungen, die einer wasserdampfflüchtigen bzw. einer nicht-flüchtigen

Fraktion zugeordnet werden können, verursacht wird und dass Verbindung A
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eine dieser am Bittergeschmack beteiligten Substanzen ist. Kurz darauf gelang

es ihm, durch Kombination der Ergebnisse aus IR-Spektroskopie, Iodoform-

reaktion, Kaliumpermanganatoxidation, Reaktion mit Diazomethan, Verseifung

mit Kaliumhydroxid und quantitativer Bromierung, die Struktur von Verbindung

A als 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-dihydroisocumarin (6-Methoxymellein)

zu identifizieren.

Mit dem Ziel, die im Wasserdampf-Destillat bitter schmeckender Karotten

enthaltenen Bitterstoffe zu untersuchen, isolierten Shallenberger et al. (1960)

nach Ether-Extraktion eines aus 122 kg Karotten erhaltenen Destillates ein

schwach gelbes, stark bitteres Öl. Durch fraktionierte Destillation dieses

Isolates erhielten die Autoren eine stark bittere Fraktion, die das gleiche UV-

Spektrum wie das von Sondheimer durch Wasserdampf-Destillation gewonnene

Öl aufwies. Eine zuerst vermutete Identität mit Carotol (1,7-Dimethyl-4-

isopropylnaphthalin) oder Daucol konnte von den Autoren nicht bestätigt

werden. Ihre weiteren Untersuchungen machten vielmehr die Anwesenheit

eines Sesquiterpens oder einer Mischung von Sesquiterpenen wahrscheinlich.

Die genaue Struktur eines Bitterstoffes konnte allerdings nicht geklärt werden.

Hingegen gelang es Haddad et al. (1958) aus Karottensamen das bitter

schmeckende „Gazarin“ zu isolieren, das wenig später von Starkovsky (1962)

als 2,4,5-Trimethoxybenzaldehyd in der Struktur geklärt werden konnte. Daten

über den Bitterschwellenwert dieser Verbindung sowie dessen Beitrag zur

Bitterkeit von Karotten existieren bislang jedoch nicht.

Coxon et al. (1973) fanden, dass Karotten, die in Gegenwart sehr kleiner

Ethylenkonzentrationen gelagert wurden, eine Reihe ungewöhnlicher

phenolischer Verbindungen bilden, die sonst nicht in Karotten vorkommen. Als

solche konnten die Autoren 6-Hydroxymellein, 6-Methoxymellein, 5,7-Dihy-

droxy-2-methylchromon, 5-Hydroxy-7-methoxy-2-methylchromon (Eugenin) und

Scopoletin identifizieren.

In Langzeitlagerungsversuchen untersuchte Müller (1978) den Einfluss von

Lagerungsdauer, Lagerungstemperatur, Verletzungsgrad und des davon
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abhängigen Pilzbefalls auf die 6-Methoxymelleinbildung in Karotten. Mittels

einer speziell dafür entwickelten fluoreszenzspektroskopischen Methode konnte

er in verletzten Karotten unterschiedlicher Reifestadien 6-Methoxymellein in

Gehalten von bis zu 113 µg/g bestimmen. Nach einer Lagerungszeit von 5-10

Wochen durchlief die 6-Methoxymelleinbildung ein Maximum. Neben dem freien

Methoxymellein gelang es dem Autor erstmals, glucosidisch gebundenes

6-Methoxymellein in Mengen von bis zu 15 µg/g nachzuweisen. Eine Infektion

der Karotten mit dem Pilz Ceratocystis fimbriata führte schon nach einer

Lagerung von nur 10 Tagen bei Raumtemperatur zu den höchsten ermittelten

Gehalten von 610 µg/g bzw. 20 µg/g an freiem bzw. glucosidisch gebundenem

6-Methoxymellein. Sensorische Untersuchungen ergaben allerdings keine

Korrelation zwischen den 6-Methoxymelleingehalten und der Intensität des

Bittergeschmacks der Karotten, auch nicht bei Einbezug des glucosidisch

gebundenen Anteils. Stattdessen trat bei Karotten, in denen neben dem

6-Methoxymellein noch 5-Hydroxy-7-methoxy-2-methylchromon (Eugenin) in

größeren Mengen enthalten war, ein verstärkter Bittergeschmack auf. Der Autor

vermutete daher, dass die von Coxon et al. (1973) in Karotten gefundenen

stress-induzierten Verbindungen ebenfalls zum Bittergeschmack beitragen.

Sarkar und Phan (1979) untersuchten den Einfluss von Ethylen auf die Bildung

von phenolischen Verbindungen in Karotten sowie ihre Auswirkung auf die

Ausbildung von Fehlgeschmack und Oberflächenbräunung. Bei Begasung von

Karotten mit Ethylenkonzentrationen von 100 ppm beobachteten sie eine

Zunahme des Gesamtgehaltes an phenolischen Verbindungen in der Karotte,

insbesondere von Isochlorogensäure. Bei längerer Begasung der Karotten mit

100 ppm Ethylen bzw. bei kurzer Begasung mit höheren Konzentrationen (2000

und 50000 ppm) konnten die Autoren vier neue phenolische Verbindungen

nachweisen, die in unter Luft gelagerten Karotten nicht vorkamen. Zwei dieser

Verbindungen konnten sie als 6-Methoxymellein und Eugenin identifizieren.

Darüber hinaus stellten sie fest, dass 85 % der phenolischen Substanzen in der

Oberflächenschicht der Karotten lokalisiert waren und dass die Zunahme dieser

Verbindungen mit einer enzymatischen Oberflächenbräunung einherging. Ein

dadurch auftretender Bittergeschmack konnte von den Autoren allerdings nicht

festgestellt werden.
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Neuere Untersuchungen befassten sich mit dem Zusammenhang des

6-Methoxymelleingehaltes und dem Geschmack von frisch geernteten

Winterkarotten (Yoshino et al. (1993)). Die Autoren entwickelten hierzu eine

Schnellmethode zur Quantifizierung von 6-Methoxymellein mittels HPLC und

bestimmten erstmals einen Schwellenwert für den Fehlgeschmack bzw. den

Bittergeschmack dieser Verbindung. Da diese Schwellenwerte bei 60 bzw.

100 mg/kg lagen, 6-Methoxymellein allerdings nur in Konzentrationen von bis

zu 11,1 mg/kg gefunden werden konnte, sollte das 6-Methoxymellein jedoch

kaum einen Einfluss auf den Geschmack der untersuchten Winterkarotten

haben.

Um den Einfluss von Umweltstress auf die chemischen und sensorischen

Eigenschaften von Karottenprodukten zu erforschen, wurde von Talcott und

Howard (1999) kürzlich eine Untersuchung an verarbeiteten, pürierten Karotten

verschiedener Sorten durchgeführt. Hierzu verwendeten sie sowohl Karotten,

die durch Hagel während des Wachstums stark verletzt wurden, als auch

unverletzte Karotten. Die Autoren untersuchten die Karotten auf pH-Wert,

Wassergehalt und Gehalt an löslichen phenolischen Verbindungen, Carotin-

oiden, Zuckern, organischen Säuren und 6-Methoxymellein. Zusätzlich wurden

sensorische Analysen durchgeführt, um Zusammenhänge zwischen che-

mischen und sensorischen Eigenschaften festzustellen. Darüber hinaus wurden

den Karotten zunehmende Mengen an 6-Methoxymellein zugesetzt und diese

anschließend sensorisch bewertet. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass

die verletzten Karotten Substanzen produziert hatten, die die Wahrnehmung

von Bitter- und Sauergeschmack verstärkten. In ihnen wurden größere Mengen

an 6-Methoxymellein und phenolischen Verbindungen gefunden. Zusätzlich

wurden sie als weniger süß und stärker bitter als die unverletzten Karotten

bewertet. Unerwünschte sensorische Eigenschaften wurden dem Vorhanden-

sein von 6-Methoxymellein und hohen Gehalten an phenolischen Verbindungen

zugeschrieben, wie sie in den in verletzten Karotten gefunden worden waren.

Die Wahrnehmung von Bitter- und Sauergeschmack nahm mit den Gehalten an

phenolischen Verbindungen und 6-Methoxymellein zu, während der Süßge-

schmack abnahm. Weiterhin konnten die Autoren keine Korrelation zwischen

Süßgeschmack und hohen Zuckergehalten finden. Die Wahrnehmung des
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Süßgeschmacks korrelierte vielmehr negativ mit hohen Konzentrationen an

phenolischen Verbindungen und 6-Methoxymellein. Die Zugabe von 6-Methoxy-

mellein zu Karotten beeinflusste ebenfalls den Süß-, Bitter- und Sauerge-

schmack. Mit zunehmender Zugabe nahm der Süßgeschmack ab, während

Bitterkeit und Sauergeschmack zunahmen. Desweiteren gaben die Autoren die

Geschmacksschwelle des 6-Methoxymelleins mit 94 mg/kg an und bestimmten

einen Wert für die „gerade erkennbare Unterscheidung“ zweier 6-Methoxy-

melleinkonzentrationen in Karotten von 48-71 mg/kg.

Nach Zugabe von phenolischen Säuren zu verarbeiteten, pürierten Karotten

und sensorischer Prüfung stellten Talcott et al. (2001) fest, dass diese

Verbindungen dem Brei einen sauren, aber keinen bitteren Geschmack

verliehen. Darüber hinaus berichteten sie über einen negativen Einfluss von

löslichen phenolischen Verbindungen auf den Süßgeschmack sowie über eine

direkte Verknüpfung des 6-Methoxymelleingehaltes mit der Bitterkeit.

Seljasen et al. (2000) untersuchten den Einfluss von Ethylen auf die

sensorische Qualität von Karotten und deren Gehalte an Terpenen, 6-Methoxy-

mellein und Zuckern. Im Vergleich zum Kontrollexperiment (Luftatmosphäre)

führte eine Ethylenbehandlung von Karotten zu einem Anstieg des 6-

Methoxymelleingehaltes und zur Inversion der Saccharose zu Glucose und

Fructose. Zudem wurde ein verstärkter Bittergeschmack und geringerer Süßge-

schmack festgestellt. Die Autoren fanden einen Zusammenhang zwischen

Süßgeschmack und dem Gehalt an Saccharose, nicht aber zwischen

Bittergeschmack und dem Gehalt an 6-Methoxymellein. Stattdessen beschrie-

ben sie signifikante Korrelationen zwischen Bittergeschmack und den Gehalten

der Terpene γ-Terpinen, α-Pinen, Limonen und p-Cymen. Da sie allerdings die

Zunahme des Fehlgeschmacks in den mit Ethylen behandelten Karotten nicht

alleine mit den Änderungen im 6-Methoxymellein- und Terpengehalt erklären

konnten, folgerten sie, dass der Fehlgeschmack in luftgelagerten Karotten

durch einen höheren Zuckergehalt verdeckt wird.

Seljasen et al. (2001) untersuchten sowohl die Auswirkungen von mechani-

schem Stress auf die Produktion von Ethylen als auch den Gehalt an
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ausgewählten Inhaltsstoffen in Karotten und die Beeinflussung der sen-

sorischen Qualität durch Veränderungen dieser Parameter. Der mechanische

Stress wurde hierzu mit einer Schüttelmaschine simuliert. Die geschüttelten

Karotten wiesen u.a. eine stärkere Ethylenproduktion, höhere 6-Methoxy-

melleingehalte und niedrigere Terpen- und Zuckergehalte als ungeschüttelte

Karotten auf. Dies resultierte u.a. in einer Verstärkung des Bitter- und

Terpengeschmacks sowie einer Verringerung des Sauer- und Süßgeschmacks.

Die Autoren konnten zwar eine Korrelation zwischen Ethylenproduktion und

6-Methoxymelleingehalt sowie Ethylenproduktion und Bitterkeit, nicht aber

zwischen 6-Methoxymelleingehalt und Bitterkeit nachweisen. Sie vermuteten

somit, dass die Zunahme der Bitterkeit in den behandelten Karotten durch die

Produktion weiterer Bitterstoffe verursacht wird. Da die Produktion der

Substanzen Eugenin, Chlorogensäure und Isochlorogensäure ebenfalls durch

Ethylen induziert wird (Coxon et al., 1973; Sarkar und Phan, 1979), schlugen

die Autoren diese Verbindungen als mögliche Ursache vor.

Rosenfeld et al. (2002) untersuchten den Einfluss der Temperatur und

Bepflanzungsdichte auf die sensorische Qualität und den Gehalt an flüchtigen

Terpenen in Karotten. Hierzu züchteten sie Karotten in Klimakammern bei 9,

12, 15, 18 und 21 °C und bei zwei unterschiedlichen Bepflanzungsdichten. Die

Sensoriker bewerteten die Karotten, die bei der tiefsten Temperatur gewachsen

waren mit der höchsten Süßintensität, obwohl der Gesamtgehalt an Zuckern mit

steigender Wachstumstemperatur anstieg. Höhere Wachstumstemperaturen

(18 und 21 °C) führten weiterhin zu höheren Gehalten an flüchtigen Terpenen

sowie zu verstärkt wahrnehmbarem Bittergeschmack. Die Bepflanzungsdichte

hatte nahezu keinen Einfluss auf die sensorische Qualität und den

Terpengehalt. Die Autoren beschrieben eine Korrelation zwischen den

Terpenen α-Terpinen, β-Pinen, β-Myrcen, trans-Caryophyllen, Farnesen und

α-Humulen mit den sensorischen Deskriptionen „Terpenflavour“, „grüner

Flavour“, „erdiger Flavour“, „Bittergeschmack“ und „Nachgeschmack“. Daraus

folgerten sie, dass diese Terpene am Bittergeschmack von Karotten beteiligt

sind.
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Die Literaturübersicht zeigt, dass in den letzten 50 Jahren eine Reihe an

Untersuchungen zur Klärung des Bittergeschmacks von Karotten durchgeführt

worden sind. Gesicherte Kenntnisse über die Beteiligung einzelner Inhaltsstoffe

am Bittergeschmack liegen bislang jedoch nicht vor. Es ist demnach noch völlig

offen, welche Geschmacksstoffe ursächlich zum bitteren Fehlgeschmack von

Karotten bzw. Karottenprodukten beitragen.

1.3 Methoden zur Bewertung geschmacksaktiver
Verbindungen

1.3.1 Das Geschmackswert-Konzept

Das Geschmackswert-Konzept stellt ein objektives Auswahlverfahren dar,

anhand dessen die geschmacksaktiven Inhaltsstoffe eines Lebensmittels von

den übrigen, nicht schmeckenden Bestandteilen unterschieden werden können.

Da zur Bewertung von Geschmacksstoffen in Lebensmitteln sowohl die

Geschmacksschwelle als auch die vorhandene Menge der Verbindung

außerordentlich wichtig sind, basiert das Konzept auf analytisch ermittelte und

auf sensorisch bestimmte Daten. Der hierbei von Warmke et al. (1996)

eingeführte Geschmackswert ist analog des Aromawertes (Rothe und Thomas,

1963) als der Quotient aus der Konzentration eines Stoffes und seines

Schwellenwertes definiert:

Geschmackswert = 
[mg/kg]schwelleGeschmacks

[mg/kg]ionKonzentrat

Der Geschmackswert gibt an, um das Wievielfache ein Geschmacksstoff über

seinem Schwellenwert vorliegt. Somit stellt er ein Maß für die Geschmacks-

intensität einer Verbindung dar und lässt folglich eine Abschätzung des Beitrags

einer Verbindung zum Geschmack des Lebensmittels zu.
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Der tatsächliche Beitrag hängt jedoch noch von weiteren Faktoren ab. So

erfolgt die Bestimmung der Geschmacksschwellenkonzentration in der Regel in

Wasser und nicht in der betreffenden Lebensmittelmatrix. Im Lebensmittel

enthaltene Inhaltsstoffe wie z. B. Proteine, Kohlenhydrate und Lipide können

mit den Geschmacksstoffen in Wechselwirkung treten und somit den

Schwellenwert eines Geschmacksstoffes beeinflussen. Auch der Einfluss des

pH-Wertes auf die Geschmacksqualität von Säuren und Salzen ist nicht zu

vernachlässigen (Bartoshuk et al., 1980, Warendorf et al., 1992).

Dennoch stellt das Konzept zum Vergleich der Geschmacksintensitäten von

Lebensmittelinhaltsstoffen ein effektives Instrument dar. So wurden z.B. durch

Anwendung des Geschmackswert-Konzeptes die Geschmacksintensitätswerte

von Aminosäuren, organischen Säuren, Salzen und Nucleotiden in Emmentaler

Käse (Warmke et al., 1996) sowie in Rinderbratensaft (Schlichterle-Cerny et al.,

1998) erfolgreich bestimmt.

Das Geschmackswert-Konzept eignet sich naturgemäß jedoch nur zur

Bewertung von Substanzen, deren Geschmackseigenschaften und chemische

Strukturen bereits bekannt sind. Zum Aufspüren bislang unbekannter

geschmacksaktiver Inhaltsstoffe müssen komplex zusammengesetzte

Lebensmittel erst aktivitätsorientiert fraktioniert werden.

1.3.2 Die Geschmacksverdünnungsanalyse

Als eine einfache und objektive Methode, um die sensorischen Eigenschaften

komplex zusammengesetzter Lebensmittel wie z.B. Gewürze und Kaffee zu

charakterisieren, beschrieb Tilgner (1962) das Verfahren der Verdünnungs-

profil-Analyse. Das Verdünnungsprofil ermöglicht die Erfassung der ver-

schiedenen Geschmacks- und Aromanoten, die in einem Lebensmittel neben-

einander vorliegen, aber nur bei unterschiedlichen Verdünnungsstufen getrennt

wahrnehmbar sind. Zur Ermittlung des Verdünnungsprofils wird das gesamte

Lebensmittel in gleichmäßigen Schritten solange verdünnt, bis kein Aroma oder

Geschmack mehr wahrnehmbar ist. Die Verdünnung, bei der gerade noch ein
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bestimmter Geruchs- bzw. Geschmackseindruck sensorisch erkannt wird, ist

der sog. Verdünnungsindex dieser Aroma- bzw. Geschmacksnote.

Eine Fortentwicklung stellt die von Hofmann et al. (2001) entwickelte Ge-

schmacksverdünnungsanalyse, ein Screeningverfahren zur Beurteilung kom-

plexer Mischungen aus bis dato unbekannten geschmacksaktiven und ge-

schmacksinaktiven Verbindungen in Bezug auf deren Geschmacksintensitäten,

dar. Um die geschmacksaktiven Substanzen eines Lebensmittels in ihren

relativen Geschmacksintensitäten zu gewichten, wird zunächst ein Extrakt

hergestellt und dieser anschließend chromatographisch in einzelne Fraktionen

getrennt. Diese Fraktionen werden dann vom Lösungsmittel befreit, in einer

definierten Menge Wasser aufgenommen und solange schrittweise im

Verhältnis 1:2 mit Wasser verdünnt, bis eine bestimmte Geschmacks-

eigenschaft im Triangeltest im Vergleich zu zwei Wasserproben gerade noch

wahrgenommen werden kann. Diese Verdünnungsstufe wird als Taste Dilution

(TD-) Faktor definiert. Da dieser TD-Faktor definitionsgemäß der Geschmacks-

schwelle der jeweiligen Substanz in Wasser entspricht, besitzt eine ge-

schmacksaktive Fraktion einen TD-Faktor von ≥ 1. Anhand der TD-Faktoren ist

daher eine vergleichende Bewertung der Geschmacksintensitäten der

einzelnen Fraktionen innerhalb des Extraktes möglich. Dadurch können an-

schließende Identifizierungsexperimente auf diejenigen Substanzen fokussiert

werden, die den größten Beitrag zum Geschmack der entsprechenden

Mischung liefern.

Mit dieser Methode gelang es, bisher unbekannte geschmacksaktive

Verbindungen aus komplexen Mischungen von Substanzen zu identifizieren,

die bei der Verarbeitung und Zubereitung von Lebensmitteln entstehen.

Beispiele hierfür sind etwa die intensiv bittere Verbindung [E]-2-[(2-Furyl)-

methyliden]-7-[(2-furyl)-methyl]-3,8-bis(hydroxymethyl)-1-oxo-1H,2H,3H-indoli-

zinium-6-olat (Frank et al., 2003) oder die kühlenden Verbindungen 5-Methyl-2-

(1-pyrrolidinyl)- und 3-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (Ottinger et

al., 2001) (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Strukturen von [E]-2-[(2-Furyl)-methyliden]-7-[(2-furyl)-methyl]-

3,8-bis(hydroxymethyl)-1-oxo-1H,2H,3H-indolizinium-6-olat (I),

5-Methyl-2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (II) und 3-Methyl-

2-(1-pyrrolidinyl)-2-cyclopenten-1-on (III)

1.4 Aufgabenstellung

Obwohl sich seit Mitte der Fünfziger Jahre eine Reihe wissenschaftlicher

Arbeiten mit der analytischen Objektivierung des Bittergeschmacks von

Karotten beschäftigt haben, sind die in der Literatur publizierten Daten z.T. sehr

widersprüchlich und unklar. Bereits seit längerem lassen einige Arbeiten

vermuten, dass das als Ursache des bitteren Fehlgeschmacks beschriebene

6-Methoxymellein nicht der einzige in Karotten vorkommende Bitterstoff sein

kann. Jedoch ist es bislang nicht gelungen, weitere Bitterstoffe zu isolieren und

in ihrer Struktur zu klären. Weiterhin konnte bisher keine Korrelation zwischen

den sensorischen Bewertungen bitter schmeckender Karotten und den

Ergebnissen der instrumentellen Analytik aufgezeigt werden. Detaillierte

Kenntnisse hierzu sind jedoch die Voraussetzung zur objektiven Bewertung der

Karottenqualität sowie zur gezielten Modifizierung technologischer Prozesse mit

dem Ziel, die Bitterstoffbildung in Karotten zu reduzieren.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist somit zunächst die Identifizierung und

Quantifizierung der maßgeblich am Bittergeschmack von Karotten beteiligten

Verbindungen. Hierzu sollen zuerst die Bitterstoffe durch Extraktion mit

Lösungsmitteln steigender Polarität aus bitteren Karotten sowie aus handels-

üblichem Karottenbrei extrahiert werden. Um die Identifizierungsarbeiten auf

Verbindungen mit hoher Bitterkeit zu fokussieren, sollen durch Anwendung des

Geschmacksaktivitätkonzepts diese Extrakte anschließend in deren relativen

Bitterintensität gewichtet werden. Die mit hohen Bitteraktivitäten bewerteten

Fraktionen werden dann für die Identifizierungsexperimente herangezogen.

Dazu sollen diese zunächst chromatographisch getrennt und die erhaltenen

Fraktionen durch die Anwendung der Geschmacksverdünnungsanalyse in

deren Bitterkeit gewichtet werden. Nach chromatographischer Reinigung sollen

die Strukturen einiger bitterer Indikatorverbindungen mittels MS- und NMR-

Experimenten eindeutig geklärt werden.

Nach der Charakterisierung der am Bittergeschmack von Karotten maßgeblich

beteiligten Verbindungen sollen diese in authentischen Proben quantitativ

erfasst werden. Hierzu soll eine quantitative Schnellmethode zur sicheren

Qualitätsbewertung von Karotten und Karottenprodukten entwickelt werden. Mit

dem Quantifizierungsverfahren sollen dann Erkenntnisse zum Einfluss der

Karottensorte sowie der technologischen Verarbeitung auf die Gehalte der

Bitterstoffe erarbeitet werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Aktivitätsorientierte Fraktionierung von Karotten und
Karottenprodukten und Identifizierung von Bitterstoffen

Zur aktivitätsorientierten Fraktionierung wurden sowohl handelsübliche frische

Karotten als auch Karottenbrei herangezogen, der von Verbrauchern aufgrund

intensiver Bitterkeit reklamiert worden war. Zudem wurden frische Karotten an

der Oberfläche angeritzt und kühl gelagert, wobei sich im Laufe der Lagerung

ein bitterer Fehlgeschmack entwickelte. Zur Isolierung von Bitterstoffen wurden

diese sog. “bitterinduzierten” Karotten (BIK), die frischen Karotten (FK) sowie

der Karottenbrei (KB) zunächst jeweils sequentiell mit Hexan, Ethanol und

Wasser extrahiert. Durch diese aufeinander folgende Extraktion mit Lösungs-

mitteln steigender Polarität wurde eine erste Fraktionierung der Bitterstoffe nach

deren Hydrophobität erreicht. Die erhaltenen Extrakte wurden anschließend

vom Lösungsmittel befreit und die Extraktionsausbeuten durch Auswiegen der

Rückstände bestimmt (Tabelle 2).

Tabelle 2 Ausbeuten der Lösungsmittelextrakte aus frischen Karotten (FK),

bitterinduzierten Karotten (BIK) und Karottenbrei (KB)

 Extrakte Ausbeute (g/kg) in

FK BIKa KB

Hexanextrakt 0,33 0,37 0,90

Ethanolextrakt 80,86 60,82 9,16

Wasserextrakt 13,39 11,41 74,83

a frische Karotten wurden mit einem Messer an der Oberfläche mehrfach über Kreuz angeritzt

und anschließend 5 Tage bei 3 °C gelagert

Zur Bewertung der Intensität des Bittergeschmacks sollten für die einzelnen

Extrakte Geschmacksaktivitätswerte für den Bittergeschmack, sog. Bitter-

aktivitätswerte, aus dem Quotient der Ausbeute und des Bittergeschmack-
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schwellenwertes bestimmt werden. Hierzu wurden für die Lösungsmittelextrakte

zunächst die Schwellenwerte mittels Reihentest sensorisch ermittelt und

anschließend die Bitteraktivitäten berechnet (Tabelle 3).

Tabelle 3 Schwellenwert und Bitteraktivitätswert der Extrakte aus frischen

bzw. bitterinduzierten Karotten und Karottenbrei

Konzentration
[g/kg]

Schwellenwert
[g/kg]

Bitteraktivitäts-
wert a

Frische Karotten
Hexanextrakt 3,3 2,1 1,6
Ethanolextrakt 808,6 180,1 4,5
Wasserextrakt 133,9 72,4 1,8

Bitterinduzierte
Karotten

Hexanextrakt 3,7 1,1 3,4
Ethanolextrakt 608,2 70,9 8,6
Wasserextrakt 114,1 46,3 2,5

Karottenbrei
Hexanextrakt 9,0 0,8 11,3
Ethanolextrakt 91,6 4,5 20,4
Wasserextrakt 748,3 83,3 9,0

a Der Bitteraktivitätswert berechnet sich aus dem Quotienten der Konzentration und des

Schwellenwerts einer Fraktion

Die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen, dass in den frischen Karotten der

Hexanextrakt mit 2,1 g/kg den deutlich niedrigsten Bitterschwellenwert aufwies.

Dieser lag um Faktor 85 unterhalb des Schwellenwertes des Ethanolextraktes.

Aufgrund der geringen Konzentration der hexanlöslichen Anteile der Karotte

(3,3 g/kg) lag die Bitteraktivität des Ethanolextraktes mit einem Wert von 4,5

jedoch um Faktor 2,8 über der Bitteraktivität des Hexanextraktes. Die Bitterkeit

des Wasserextraktes war mit einem Wert von 1,8 mit der des Hexanextraktes

vergleichbar.

Auch für die bitterinduzierten Karotten wies der Hexanextrakt mit einem Wert

von 1,1 g/kg im Vergleich zum Ethanol- und dem Wasserextrakt den mit
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Abstand geringsten Schwellenwert auf (Tabelle 3). Jedoch lag der hexan-

lösliche Anteil mit einer Konzentration von 3,7 g/kg um den Faktor 164 bzw. 31

unterhalb der Konzentrationen des Ethanol- bzw. Wasserextraktes. Somit war

die größte Bitteraktivität auch in den bitterinduzierten Karotten im Ethanolextrakt

lokalisiert. Es folgten der Hexanextrakt und der Wasserextrakt mit vergleich-

baren Bitteraktivitäten von 3,4 und 2,5.

Die gleiche Beobachtung konnte auch beim Karottenbrei gemacht werden.

Auch hier wies der Ethanolextrakt mit einem Wert von 20,4 eine um etwa Faktor

2 höhere Bitteraktivität als der Hexan- bzw. Wasserextrakt auf.

Ein Vergleich der Bitteraktivitätswerte der aus frischen Karotten gewonnenen
Extrakte mit den bitterinduzierten Karotten zeigte eine Intensivierung der Bitter-
aktivitäten der drei Extrakte um Faktor 2. So wies z.B. der Ethanolextrakt aus
frischen Karotten eine Bitteraktivität von 4,5, der Ethanolextrakt der
bitterinduzierten Karotten dagegen eine Bitteraktivität von 8,6 auf. Durch
Anritzen der Karottenschale und anschließende kühle Lagerung war es somit
möglich, die Bildung von Bitterstoffen zu induzieren. Für die aus bitter
schmeckendem Karottenbrei isolierten Extrakte wurden etwa um Faktor 3
höhere Bitteraktivitätswerte bestimmt als für die bitterinduzierten Karotten. Hier
lag beispielsweise der entsprechende Ethanolextrakt mit einem Faktor von 20,4
oberhalb der Geschmacksschwelle vor.

Zur Lokalisierung der Bitterstoffe sollten in den folgenden Untersuchungen nun

die Lösungsmittelextrakte weiter aufgetrennt werden. Da der Wasserextrakt in

der Regel die niedrigsten Bitteraktivitäten aufwies, wurden die folgenden Frak-

tionierungen auf die Hexan- und Ethanolextrakte fokussiert.

2.1.1 Analyse der Hexanextrakte

Obwohl die Ethanolextrakte grundsätzlich die höchsten Bitteraktivitäten

besaßen, wurden zunächst die Hexanextrakte näher untersucht, da in diesen

Extrakten die in der Literatur beschriebene, lipophile Verbindung 6-Methoxy-

mellein vermutet wurde. Aufgrund der widersprüchlichen Literaturaussagen zur
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Bedeutung dieser Verbindung als Ursache des bitteren Fehlgeschmacks von

Karotten, sollte zunächst deren Beitrag zur Gesamtbitterkeit der Karotten

evaluiert werden.

2.1.1.1 Bitterstoff-Screening mittels Gelpermeationschromatographie/Ge-

schmacksverdünnungsanalyse (GPC/GVA)

Zur Abtrennung der Carotinoide sowie zur Auftrennung der Bitterstoffe wurden

die bitter schmeckenden Hexanextrakte mittels Gelpermeationschromato-

graphie an Sephadex LH-20 mit Ethanol als Eluent getrennt. Wie in Abbildung
3 am Beispiel der bitterinduzierten Karotten dargestellt, wurde das Eluat in 10

Fraktionen (H-I bis H-X) gesammelt, das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt

und anschließend die Rückstände jeweils in einer definierten Menge Wasser

aufgenommen.

Um die Identifizierungsarbeiten auf die Verbindungen mit hoher Bitterkeit zu

fokussieren, wurden in einem Screening-Verfahren diese wässrigen Lösungen

der GPC-Fraktionen durch eine Geschmacksverdünnungsanalyse (GVA) in

deren relativen Bitterintensitäten gewichtet. Dazu wurden die Fraktionen

schrittweise mit Wasser im Verhältnis 1:2 soweit verdünnt, bis ein Bitter-

geschmack im Vergleich zu einem Blindwert (Wasser) im Triangeltest gerade

noch festgestellt werden konnte, d.h. der Bitterschwellenwert erreicht war. Die

Größe dieser Verdünnungsfaktoren, der sogenannten TD (Taste Dilution)-

Faktoren, stellt somit ein relatives Maß für die Bitterintensität der einzelnen

Fraktionen dar und ermöglicht damit den Vergleich der relativen Bitter-

intensitäten der einzelnen Fraktionen (Hofmann, 1998).

Die GPC/GVA des Hexanextraktes der bitterinduzierten Karotten zeigte, dass

die Bitterkeit dieses Extraktes in den drei Fraktionen H-V, H-VI und H-VIII

lokalisiert war (Abbildung 3). Die Hauptbitterkeit verteilte sich dabei auf die

Fraktionen H-VI und H-VIII, die jeweils mit einem TD-Faktor von 4 als bitter
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bewertet wurden. Die Fraktion H-V lag dagegen mit einem TD-Faktor von nur 1

gerade an der Geschmacksschwelle vor.

Abbildung 3 GPC/GVA des Hexanextraktes der bitterinduzierten Karotten
(BIK). GPC-Chromatogramm (links), TD-Chromatogramm
(rechts)

Im Hexanextrakt der frischen Karotten konnte durch Anwendung der GPC/GVA

nur die Fraktion H-VI als bitter bewertet werden. Für diese wurde mit Hilfe der

Verdünnungsanalyse ein TD-Faktor von 4 ermittelt (Tabelle 4). Die TD-

Faktoren aller übrigen Fraktionen lagen unterhalb der Geschmacksdetektions-
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Die Untersuchung des Hexanextraktes des Karottenbreis mit Hilfe der

GPC/GVA ergab, dass sich die Bitterkeit dieses Extraktes auf zwei Fraktionen

verteilte. Die Hauptbitterkeit war hierbei in der Fraktion H-VI lokalisiert, die mit

einem TD-Faktor von 4 als bitter bewertet wurde (Tabelle 4). Daneben wurde

noch ein Bittergeschmack in der Fraktion H-V sensorisch nachgewiesen.

Allerdings wurde diese Fraktion nur mit einem TD-Faktor von 1 als bitter

bewertet (Tabelle 4).

Tabelle 4 GPC/Geschmacksverdünnungsanalyse (GPC/GVA) der Hexan-

extrakte von frischen Karotten (FK), bitterinduzierten Karotten

(BIK) und Karottenbrei (KB)

Fraktion TD-Faktor (Geschmacksqualität)
FK BIK KB

  H-I <1 <1 <1

  H-II <1 <1 <1

  H-III <1 <1 <1
  H-IV <1 <1 <1

  H-V <1 1 (bitter) 1 (bitter)
  H-VI 4 (bitter) 4 (bitter) 4 (bitter)
  H-VII <1 <1 <1

  H-VIII <1 4 (bitter) <1

  H-IX <1 <1 <1
  H-X <1 <1 <1

  H-XI <1 <1 <1

Beim Vergleich der GPC/GVA der Hexanextrakte aus den einzelnen Proben-

materialien fällt auf, dass der Extrakt aus den bitterinduzierten Karotten drei

bittere Fraktionen, der Extrakt aus dem Karottenbrei zwei bittere Fraktionen und

der Extrakt aus den frischen Karotten nur eine bittere Fraktion enthielt. Sowohl

im Hexanextrakt der bitterinduzierten Karotten als auch im Hexanextrakt des

Karottenbreis wurde jeweils die Fraktion H-V mit einem TD-Faktor von 1 als

leicht bitter bewertet. Weiterhin wies in den Extrakten aller drei Proben-
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materialien jeweils die Fraktion H-VI einen bitteren Geschmack auf, der in allen

Extrakten mit einem TD-Faktor von 4 bewertet wurde.

Zusätzlich dazu enthielt der Hexanextrakt der bitterinduzierten Karotten noch

die bittere Fraktion H-VIII, die bei der GVA einen TD-Faktor von 4 erreichte. Da

diese Fraktion nur im Extrakt der bitterinduzierten Karotten einen

Bittergeschmack aufwies, müssen die dort enthaltenen Verbindungen während

der Lagerung der angeritzten Karotten entstanden sein. Um welche Verbin-

dungen es sich hierbei handelt, sollte im nächsten Schritt geklärt werden.

2.1.1.2 Identifizierung von Bitterstoffen in der GPC-Fraktion H-VIII

HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA)

Zur Lokalisierung der in Fraktion H-VIII enthaltenen bitteren Verbindungen

wurde zunächst eine HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse durchgeführt.

Dazu wurde die aus den bitterinduzierten Karotten isolierte Fraktion mittels

RP-HPLC aufgetrennt (Abbildung 4), das Eluat in einzelnen Fraktionen

aufgefangen und diese Fraktionen stufenweise im Verhältnis 1:2 mit Wasser bis

zum Erreichen der Geschmacksdetektionsschwelle verdünnt. Der dabei

bestimmte TD-Faktor ermöglicht eine Gewichtung der Fraktionen in deren

relativen Geschmacksintensitäten und lässt somit einen Vergleich der Bitter-

keiten innerhalb der gesammelten Fraktionen zu (Abbildung 4).

Von acht untersuchten Fraktionen wiesen lediglich die beiden Fraktionen

H-VIII/5 und H-VIII/6 bitteren Geschmack auf. Der hohe TD-Faktor der Fraktion

H-VIII/5 ließ den Schluss zu, dass diese Fraktion ursächlich am Bitter-

geschmack der Gelfraktion H-VIII beteiligt ist. Fraktion H-VIII/6 dürfte aufgrund

des um Faktor 16 geringeren TD-Faktors hingegen kaum signifikanten Beitrag

zum Bittergeschmack leisten.

Im Folgenden sollte nun die Identität der bitteren Verbindungen in den

Fraktionen H-VIII/5 und H-VIII/6 geklärt werden.
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Abbildung 4 HPLC/GVA der Fraktion H-VIII aus bitterinduzierten Karotten

Identifizierung von Bitterstoffen

Zur Identifizierung der bitteren Verbindung in Fraktion H-VIII/5 wurde diese

durch präparative Dünnschichtchromatographie aufgereinigt und dadurch eine

weisse, kristalline Substanz erhalten. Zur Strukturidentifizierung wurden

GC/MS- sowie NMR-Experimente durchgeführt.

Das GC/MS(EI)-Spektrum dieser Verbindung zeigte einen Molekülpeak bei

208 Da und einen Basispeak bei 164 Da (Abbildung 5). Die Integration der

Protonensignale des 1H-NMR-Spektrums (Abbildung 6) lieferte 12 Wasser-

stoffatome und das 13C-NMR-Spektrum (Abbildung 7) ließ auf 11 Kohlenstoff-

atome schließen.
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Abbildung 5 Massenspektrum (EI) der aus Fraktion H-VIII/5 isolierten

bitteren Verbindung

Abbildung 6 1H-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCl3) der aus Fraktion H-VIII/5

isolierten bitteren Verbindung
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Abbildung 7 13C-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCl3) der aus Fraktion H-VIII/5

isolierten bitteren Verbindung

Aus den Daten der Massenspektrometrie sowie der NMR-Experimente wurde
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sogenannte 6-Methoxymellein, aufgeklärt (Abbildung 8). Eine daraufhin

durchgeführte Literaturrecherche führte zu dem Ergebnis, dass die erhaltenen
1H-NMR und MS-spektroskopischen Daten mit den von Coxon et al. (1973)

publizierten Spektren des 6-Methoxymelleins identisch waren.

Abbildung 8 Struktur von 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-dihydro-

isocumarin (6-Methoxymellein)

Die Hauptverbindung der bitteren GPC-Fraktion H-VIII/6 der GPC/Geschmacks-

verdünnungsanalyse (Abbildung 4) lag nach der Aufarbeitung ebenfalls als
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Abbildung 9 Massenspektrum (EI) der aus Fraktion H-VIII/6 isolierten

bitteren Verbindung

Abbildung 10 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl3) der aus Fraktion H-VIII/6

isolierten bitteren Verbindung und Struktur von Eugenin
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Abbildung 11 13C-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCl3) der aus Fraktion H-VIII/6

isolierten bitteren Verbindung
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an der Bitterkeit von Karotten ausgeschlossen werden. Die GC/MS-Analyse der

Fraktion H-VIII/3 aus bitterinduzierten Karotten bestätigte, dass das Gazarin in

Karotten nur in Spurenkonzentrationen enthalten ist. Abbildung 12 zeigt das

Massenspektrum der bitteren Verbindung.

Abbildung 12 Massenspektrum (EI) und Strukturformel von 2,4,5-Trimethoxy-

benzaldehyd (Gazarin)
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sind die einzelnen Geschmacksschwellen zusammengefasst dargestellt. Zu-

sätzlich ist zum Vergleich auch der Bitterschwellenwert der bitteren Standard-

substanz Coffein angegeben.

Tabelle 5 Bittergeschmacksschwellenwerte

Substanz Schwellenwert [mmol/kg]
6-Methoxymellein 0,10

Gazarin 0,18

Eugenin 0,35

Coffein 0,50

Ein Vergleich der Schwellenwerte zeigt, dass alle drei in der Fraktion H-VIII

enthaltenen Bitterstoffe eine niedrigere Geschmacksschwelle aufweisen als die

bittere Standardverbindung Coffein. Selbst das Eugenin liegt mit einem Wert

von 0,35 mmol/kg noch um einen Faktor von etwa 1,5 unterhalb des

Bitterschwellenwertes des Coffeins.

Zur Bewertung einer bitteren Verbindung in Bezug auf ihren Beitrag zur

Gesamtbitterkeit reicht die alleinige Kenntnis der Geschmacksschwelle jedoch

nicht aus. Eine solche Bewertung kann nur vorgenommen werden, wenn neben

dem Schwellenwert auch die Konzentration bekannt ist, in der die ent-

sprechende Verbindung im Lebensmittel vorliegt. Aus diesem Grund wurden im

Folgenden quantitative Studien durchgeführt. Da Eugenin im Vergleich zum

6-Methoxymellein bei der GPC/GVA nur einen sehr geringen TD-Faktor

erreichte und eine deutlich höhere Geschmacksschwelle besaß und Gazarin in

den Karotten über GC/MS nur in Spuren nachgewiesen werden konnte, wurden

die folgenden Quantifizierungsexperimente auf das 6-Methoxymellein konzen-

triert.
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2.1.1.3 Quantitative Bestimmung von 6-Methoxymellein

Um den Beitrag des 6-Methoxymelleins am Bittergeschmack der Karotten

genauer zu untersuchen, wurden quantitative Studien zum Einfluss einer

Lagerung von Karotten auf die sensorisch wahrnehmbare Bitterkeit sowie auf

die Gehalte des Isocumarins durchgeführt. Als interner Standard für die

Bestimmungen wurde die Verbindung 7-Methoxycumarin verwendet. Zur

Quantifizierung fanden sowohl frische Karotten als auch bitterinduzierte

Karotten, die 4, 6, 8, 10 und 12 Tage bei 3 °C gelagert wurden, sowie

handelsüblicher Karottenbrei mit bitterem Fehlgeschmack Verwendung.

Zur quantitativen Bestimmung wurde das Probenmaterial zunächst mit

definierten Mengen des internen Standards versetzt, mit Hexan extrahiert und

die Extrakte mittels Gelpermeationschromatographie an Sephadex LH-20

aufgetrennt. Die das Methoxymellein enthaltende Fraktion H-VIII wurde

aufgefangen, durch analytische HPLC getrennt und 6-Methoxymellein über das

UV-Signal mit Hilfe des internen Standards quantifiziert (Abbildung 13).

Abbildung 13 HPLC-Chromatogramm der Bestimmung von 6-Methoxymellein

(Peak A) mit Hilfe des internen Standards 7-Methoxycumarin
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Anschließend wurden die erhaltenen Werte zur Gesamtbitterkeit der Karotten in

Relation gesetzt. Die Ergebnisse in Tabelle 6 zeigen, dass während der

Lagerung frischer Karotten die Bitterkeit zunächst von einer Intensität von 0,5

bis zum sechsten Tag auf eine maximale Intensität von 1,5 zunahm und

anschließend mit zunehmender Lagerung wieder deutlich bis auf eine

Bitterintensität von 0,9 abfiel. Vergleichsweise wiesen drei Chargen von

handelsüblichem Karottenbrei jedoch mit Bewertungen von 1,5, 1,8 und 2,0

deutlich stärkere Bitterkeiten als die gelagerten Karotten auf.

Die quantitativen Daten des 6-Methoxymelleins machen dagegen deutlich, dass

die Bildung dieser Verbindung, ausgehend von einer Konzentration von

1,1 mg/kg im frischen Zustand, nach bereits vier Tagen ein Maximum von

7,8 mg/kg durchlief. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Karotten jedoch nur mit

einer Bitterkeit von 0,9 bewertet, während nach sechs Tagen Lagerung bereits

eine Bewertung von 1,5 erfolgte, obwohl die Konzentration an 6-Methoxymellein

zu diesem Zeitpunkt nur noch 3,6 mg/kg, also knapp die Hälfte betrug. Somit

korrelierte der Konzentrations/Zeit-Verlauf des 6-Methoxymelleins nicht mit der

zeitlichen Veränderung der Gesamtbitterkeit bei der Karottenlagerung. Zudem

ist aus Tabelle 6 ersichtlich, dass der Karottenbrei 2, der auf einer Skala von 0

(nicht bitter) bis 3 (stark bitter) mit einer Bitterintensität von 1,8 die doppelte

Bitterkeit aufwies als die vier Tage gelagerten Karotten, mit einem Gehalt von

0,2 mg/kg nur eine sehr geringe Menge an 6-Methoxymellein enthielt. Diese

Daten machen eine Schlüsselrolle des 6-Methoxymelleins als Verursacher der

Bitterkeit von Karotten und daraus hergestellter Produkte unwahrscheinlich.

Um den Beitrag des 6-Methoxymelleins zur Bitterkeit zu bestimmen, wurde

diese Verbindung anschließend in deren Bitteraktivitätswert (BA-Wert) auf Basis

eines Dosis/Wirkungskonzeptes gewichtet (Tabelle 6). Die Bestimmung dieses

Wertes aus dem Quotienten der Konzentration und des Bitterschwellenwertes

von 6-Methoxymellein ergab unabhängig von der Lagerungszeit der Karotten

durchweg Bitteraktivitätswerte < 1, d.h. in keiner Probe lag das 6-Methoxy-

mellein oberhalb der Geschmacksschwellenkonzentration vor. Auch in den als

sehr bitter bewerteten Karottenbreis wurden nur geringe Bitteraktivitätswerte

gemessen. Trotz der hohen Bitterintensität des Breis 2 von 1,8, lag z.B. die

Konzentration des 6-Methoxymelleins um Faktor 100 unterhalb der Schwellen-
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wertkonzentration vor und trug somit nicht zur Bitterkeit des Karottenproduktes

bei.

Tabelle 6 Gesamtbitterkeit der Karotten sowie Konzentrationen und Bitter-

aktivitätswerte (BA) von 6-Methoxymellein

Probe Gesamtbitterkeita 6-Methoxymellein
Zeit

(Tage)
Konzentration

[mg/kg]
BAb

Karotten, gelagert 0 0,5 1,1 0,05

4 0,9 7,8 0,38

6 1,5 3,6 0,18

8 1,4 1,1 0,05

10 1,3 1,4 0,07
12 0,9 0,3 0,01

Karottenbrei 1 1,5 1,1 0,05

Karottenbrei 2 1,8 0,2 0,01

Karottenbrei 3 2,0 2,0 0,10
a Die Gesamtbitterkeit wurde in einem Triangeltest auf einer Skala von 0 (nicht bitter) bis 3

(stark bitter) bestimmt.
b Der Bitteraktivitätswert (BA) ist definiert als Quotient der Konzentration und des Bitter-

schwellenwertes einer Verbindung.

Somit konnte mit diesen systematischen Studien anhand von Dosis/Aktivitäts-

Korrelationen erstmals gezeigt werden, dass das 6-Methoxymellein nicht

ursächlich am Bittergeschmack von Karotten sowie Karottenprodukten beteiligt

sein kann.

2.1.1.4 Diskussion

Sensorische Untersuchungen an Hexan-, Ethanol- und Wasserextrakten von

frischen Karotten, bitterinduzierten Karotten und Karottenbrei ergaben, dass die

Hauptbitterstoffe in diesen Probenmaterialien lipophile Eigenschaften besitzen
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und somit hauptsächlich in den Hexan- und Ethanolfraktionen lokalisiert sind.

Durch Bewertung des Bittergeschmacks der einzelnen Extrakte auf Basis einer

Dosis/Aktivitätsbeziehung konnten die höchsten Bitteraktivitäten jeweils in den

Ethanolfraktionen gefunden werden, gefolgt von den Hexan- und den Wasser-

extrakten. Beim Vergleich der Bitterkeiten der einzelnen Probenmaterialien

untereinander erreichten die Fraktionen aus dem Karottenbrei jeweils die

höchsten Bitteraktivitäten. Darauf folgten die Extrakte der bitterinduzierten

Karotten. Die Extrakte der frischen Karotten wiesen jeweils die geringsten

Bitteraktivitäten auf.

Durch Auftrennung der Hexanfraktionen mittels Gelpermeationschromato-

graphie und Anwendung der Geschmacksverdünnungsanalyse wurde die

Hauptbitterkeit der Extrakte aus frischen Karotten, bitterinduzierten Karotten

und Karottenbrei jeweils in der gleichen Fraktion (GPC-Fraktion H-VI) lokalisiert.

Weiterhin konnte in den bitterinduzierten Karotten eine bittere Fraktion (GPC-

Fraktion H-VIII) identifiziert werden, die in den frischen Karotten und im

Karottenbrei nicht vorkam und deren Bitterstoffe somit während der Lagerung

gebildet worden sind. Nach präparativer HPLC-Trennung gelang es, aus dieser

Fraktion die Bitterstoffe 6-Methoxymellein und Eugenin zu isolieren und zu

identifizieren. Die Anwendung der Geschmacksverdünnungsanalyse ergab für

die Verbindung Eugenin einen um den Faktor 16 geringeren TD-Faktor als für

das 6-Methoxymellein. Müller (1978) berichtete über semi-quantitative Studien

von phenolischen Verbindungen in Karotten und beobachtete, dass in Karotten

mit Bittergeschmack stets Eugenin nachgewiesen werden konnte. Aufgrund des

sehr geringen TD-Faktors dieser Verbindung bei der HPLC/GVA konnte eine

Schlüsselrolle dieser Substanz am Bittergeschmack von Karotten jedoch

ausgeschlossen werden.

Zur Bewertung des Beitrags des 6-Methoxymelleins zur Gesamtbitterkeit

wurden quantitative Studien zur Bildung dieser Verbindung in Form eines

Lagerungsversuches durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten zunächst einen

Anstieg der 6-Methoxymelleinkonzentration zu Beginn der Lagerung und einen

Rückgang des Gehaltes mit zunehmender Lagerungszeit. Dieser erst

ansteigende und dann wieder abfallende Kurvenverlauf der 6-Methoxymellein-
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Konzentration während der Lagerung wurde auch bereits von Müller (1978),

Kurosaki et al. (1983) und Marinelli et al. (1994) beobachtet. Allerdings konnte

kein Zusammenhang zwischen dem 6-Methoxymelleingehalt und der

sensorisch bestimmten Gesamtbitterkeit in Karotten und Karottenprodukten

gefunden werden. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den von Müller (1978),

Yoshino (1993) und Seljasen et al. (2000) durchgeführten Untersuchungen,

widerspricht allerdings den Erkenntnissen von Sondheimer (1956), Talcott und

Howard (1999) und Talcott et al. (2001), die der 6-Methoxymellein-

Konzentration einen direkten Einfluss auf die Gesamtbitterkeit zuschreiben.

Um zu untersuchen, ob das 6-Methoxymellein überhaupt einen Beitrag zur

Bitterkeit leisten kann, wurde anschließend der Bitterschwellenwert der

Verbindung in wässriger Lösung mittels Triangeltest bestimmt. Dabei ergab sich

ein Wert von 20 mg/kg Wasser (0,1 mmol/kg). Dieser für 6-Methoxymellein

ermittelte Schwellenwert liegt deutlich unterhalb der Schwellenwerte, die von

Yoshino et al. (1993) (100 mg/kg Karotten) und Talcott und Howard (1999)

(94 mg/kg Karottenbrei) bestimmt wurden.

Die anschließende Bestimmung der Bitteraktivitätswerte aus den Quotienten

der Konzentration und des Bitterschwellenwertes von 6-Methoxymellein ergab

durchweg Bitteraktivitäten < 1, d.h. in keiner der gelagerten Proben lag das

6-Methoxymellein oberhalb der Geschmacksschwellenkonzentration vor.

Obwohl das 6-Methoxymellein bereits vor mehr als 45 Jahren von Sondheimer

(1956) isoliert wurde und seitdem als Hauptursache für den Bittergeschmack in

Karotten angesehen wird, konnte mit diesen systematischen Studien im

Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass diese Verbindung nicht

ursächlich am Bittergeschmack von Karotten sowie Karottenprodukten beteiligt

ist.
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2.1.2 Analyse der Ethanolextrakte

2.1.2.1 Bitterstoff-Screening mittels Gelpermeationschromatographie/Ge-

schmacksverdünnungsanalyse (GPC/GVA)

Vergleichsweise zu den Hexanextrakten wurden auch die Ethanolextrakte der

frischen und bitterinduzierten Karotten (Abbildung 14) sowie des Karottenbreis

mittels Gelpermeationschromatographie an Sephadex LH-20 aufgetrennt und

durch GPC/GVA die erhaltenen Fraktionen in deren Bitteraktivität gewichtet

(Tabelle 7).

Tabelle 7 GPC/Geschmacksverdünnungsanalyse (GPC/GVA) der Ethanol-

extrakte von frischen Karotten (FK), bitterinduzierten Karotten (BIK)

und Karottenbrei (KB)

Fraktion TD-Faktor (Geschmacksqualität)
FK BIK KB

E-I <1 <1 <1

E-II <1 <1 <1

E-III <1 <1 <1

E-IV <1 <1 <1
E-V <1 <1 <1

E-VI 4 (bitter) 8 (bitter) 8 (bitter)
E-VII <1 <1 <1

E-VIII <1 <1 <1

E-IX <1 2 (bitter) <1

E-X <1 1 (bitter) <1
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Abbildung 14 GPC/GVA des Ethanolextraktes der bitterinduzierten Karotten
(BIK)

Beim Vergleich der Geschmacksverdünnungsanalysen der Ethanolextrakte von

frischen und gelagerten Karotten bzw. Brei untereinander ist ersichtlich, dass

die Fraktion E-VI in allen drei Probenmaterialien mit den höchsten TD-Faktoren

bewertet wurde und demnach die intensivsten Bitterstoffe enthielt (Tabelle 7).

Dabei wurden der Karottenbrei sowie die bitterinduzierten Karotten mit

doppelter Bitterintensität bewertet als die frischen Karotten.

Da nach gelchromatographischer Trennung der Hexanextrakte der stärkste

Bittergeschmack auch jeweils in der Fraktion VI lokalisiert war (Tabelle 4),

eluieren die Bitterstoffe der Hexan- und der Ethanolfraktionen offensichtlich in

der gleichen GPC-Fraktion (Fraktion VI).

Aufgrund der starken Bitterkeit des Karottenbreis und des hohen TD-Faktors

der Fraktion E-VI, sollte im Folgenden diese GPC-Fraktion des Karottenbreis

durch Anwendung der HPLC/GVA näher untersucht werden.
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2.1.2.2 Identifizierung von Bitterstoffen in GPC-Fraktion E-VI

HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA)

Bei der Durchführung der HPLC/GVA der Fraktion E-VI des Karottenbreis

wurden 49 Fraktionen einzeln gesammelt und nach Entfernen des

Lösungsmittels auf Bittergeschmack geprüft (Abbildung 15). Hierbei war

festzustellen, dass davon 26 Fraktionen einen bitteren Geschmack besaßen.

Die Fraktionen E-VI/5, E-VI/6, E-VI/8, E-VI/15, E-VI/16, E-VI/22, E-VI/23, E-

VI/30 und E-VI/42 wurden dabei mit TD-Faktoren zwischen 4 und 16 als bitter

bewertet. Somit leisteten diese Verbindungen den größten Beitrag zur Bitterkeit

der Gesamtfraktion. Der Beitrag der übrigen 17 bitteren Fraktionen war als

geringer einzustufen.

Abbildung 15 HPLC/GVA der GPC-Fraktion E-VI des Ethanolextraktes des

Karottenbreis
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Aus dem Ergebnis der Geschmacksverdünnungsanalyse ist ersichtlich, dass
die Bitterkeit von Karottenprodukten offenbar nicht, wie in der Literatur
angenommen, durch einen einzigen Hauptbitterstoff, sondern durch das
Zusammenspiel vieler bitterer Einzelkomponenten verursacht wird. Da bei der
Aufarbeitung kleinerer Mengen des Karottenbreis (≤ 1 kg) nach der GPC- und
HPLC-Trennung in die einzelnen Fraktionen in keiner Fraktion ein
Bittergeschmack wahrnehmbar war, ist es wahrscheinlich, dass sich die
Gesamtbitterkeit des Produktes additiv aus dieser Vielzahl an bitteren
Einzelkomponenten zusammensetzte. Ziel der folgenden Untersuchungen war
es daher, aus dieser Gruppe an Bitterstoffen eine bittere Schlüsselsubstanz, die
mit der Gesamtbitterkeit korreliert, zu identifizieren und diese als chemische
Messgröße zur analytischen Objektivierung des Bittergeschmacks von Karotten
und Karottenprodukten heranzuziehen.

Identifizierung von Bitterstoffen

Um genügend Material für eine spektroskopische Strukturaufklärung der

Bitterstoffe zu erhalten, wurden 24 kg Karottenbrei sequentiell mit Hexan und

Ethanol extrahiert, die Extrakte über Gelpermeationschromatographie

aufgetrennt, die bittere Fraktion E-VI über eine RP-18 Kartusche vorfraktioniert

und über eine Kieselgelsäule in 13 Fraktionen getrennt. Die in Degustations-

experimenten als bitter bewerteten Fraktionen wurden anschließend durch

präparative HPLC aufgetrennt und die Peaks, die in ihren chromatographischen

und sensorischen Eigenschaften mit den bitteren Fraktionen der HPLC/GVA

(Abbildung 15) identisch waren, gesammelt.

Somit gelang es die in der HPLC-Fraktion E-VI/30 (Abbildung 15) enthaltene

Verbindung, die mit einem TD-Faktor von 8 bewertet wurde, als farbloses Öl zu

gewinnen und mittels GC/MS- sowie NMR-Experimenten in deren chemischer

Struktur zu analysieren. Die Bestimmung der Molekülmasse mittels GC/MS

erwies sich als schwierig, da das Molekül im EI- und im CI-Modus selbst bei

Verwendung von Isobutan als Reaktandgas fragmentierte und somit das

Spektrum kein Molekülion, sondern ausschließlich eine Reihe von Fragment-

ionen zeigte (Abbildung 16 und Abbildung 17). Erst bei Verwendung von
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Ammoniak konnte eine Molekülmasse von 260 Da bestimmt werden

(Abbildung 18).

Abbildung 16 MS(EI)-Spektrum der aus Fraktion E-VI/30 isolierten bitteren

Verbindung

Das 13C-NMR-Spektrum zeigte 17 Signale und die Integration der Protonen-

signale des 1H-NMR-Spektrums lieferte 24 Wasserstoffatome. Unter Berück-

sichtigung der Molekülmasse von 260 Da wurde damit die Summenformel

C17H24O2 berechnet und die Strukturformel in Abbildung 19 vorgeschlagen.

Das Triplett bei 0,91 ppm mit einer Integration von drei Protonen im
1H-Spektrum und das Kohlenstoffatom bei 14,1 ppm im 13C-Spektrum wurden

eindeutig im HMQC-Spektrum als die Methylgruppe H-C(17) identifiziert

(Tabelle 8 und Tabelle 9).

50 100 150 200 250

m / z

0

20

40

60

80

100

In
te

ns
itä

t 
[ %

 ]

129

157

171
143

105

115

175

57

41

70

43

77

83

91

226 242

55



40

Abbildung 17 MS(CI, Isobutan)-Spektrum der aus Fraktion E-VI/30 isolierten

bitteren Verbindung

Abbildung 18 MS(CI, NH3)-Spektrum der aus Fraktion E-VI/30 isolierten

bitteren Verbindung

100 150 200 250 300

m / z

0

20

40

60

80

100

In
te

ns
itä

t 
[ %

 ]

131

187

243

173

201

159

155

215117

93

225

259

100 150 200 250 300

m / z

0

20

40

60

80

100

In
te

ns
itä

t 
[ %

 ]

187

260

242

172

204

155

154

227106

225

262



41

Das HMQC-Spektrum und das DEPT-135 Experiment erlaubten weiterhin die

Zuordnung der Multipletts bei 1,17 und 1,28 ppm mit einer Integration von acht

und zwei Protonen zu den Methylengruppen C(12)-C(15) bzw. C(16) (Tabelle 8

und Tabelle 9). Dies wurde durch ein homonukleares δ,δ-Korrelations-

experiment (COSY-Experiment) bestätigt, das starke Kopplungen zwischen

diesen Methylenprotonen zeigte und eine weitere Kopplung zwischen dem

Multiplett bei 1,17 ppm und dem Multiplett der Methylengruppe H-C(11) bei

1,86 ppm aufwies (Abbildung 20). Weiterhin war im COSY-Spektrum eine

Kopplung von H-C(11) mit dem Methinproton H-C(10) bei 5,33 ppm und

zwischen letztgenanntem Proton und dem Methinwasserstoffatom H-C(9) bei

5,48 ppm ersichtlich. Aufgrund der hohen Kopplungskonstante von 10,6 Hz

wurde auf eine [Z]-Konfiguration der Doppelbindung C(9)=C(10) geschlossen.

Ferner wurde noch ein Doppeldublett für das Proton H-C(8) detektiert, das

sowohl mit dem Multiplett bei 5,48 ppm als auch mit dem Hydroxyproton

HO-C(8) bei 1,41 ppm koppelte. Das Verschwinden des Signals bei 1,41 ppm

durch H/D-Austausch bei Zugabe von Spuren an D2O bestätigte die Identität

der Hydroxygruppe. Da das Kohlenstoffatom C(8) keine weiteren Kopplungen

im COSY-Spektrum zeigte, musste dieses Kohlenstoffatom mit einem der vier

quartären Kohlenstoffatome bei 68,8, 70,3, 78,3 und 79,9 ppm verbunden sein.

Eine eindeutige Zuordnung dieser quartären Kohlenstoffatome konnte durch ein

HMBC-Experiment erreicht werden. Das HMBC-Experiment zeigte weiterhin

Korrelationen zwischen dem Proton H-C(8) und den Kohlenstoffatomen bei 79,9

und 68,8 ppm, die den Kohlenstoffatomen mit der Dreifachbindung C(6)≡C(7)

zugeordnet werden konnten.

Außerdem waren in den HMBC-Experimenten noch heteronukleare Kopplungen

zwischen dem Proton H-C(3) bei 4,51 ppm und den acetylenischen

Kohlenstoffatomen C(4) und C(5) ersichtlich. Das Proton H-C(3) zeigte im

COSY-Experiment eine homonukleare Kopplung mit HO-C(3) und dem

olefinischen Proton H-C(2), sowie eine heteronukleare Korrelation im HMBC-

Spektrum mit den Kohlenstoffatomen bei 117,3 und 135,9 ppm. Aufgrund ihrer

starken homonuklearen Kopplung wurden diese der terminalen Methylengruppe

H-C(1) und der Methylengruppe H-C(2) zugeordnet.
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Unter Einbezug aller dieser spektroskopischen Daten konnte die vorliegende

Verbindung E-VI/30 eindeutig als [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol, dem

sog. Falcarindiol (Abbildung 19) in der Struktur geklärt werden.

Abbildung 19 Struktur des aus Fraktion E-VI/30 isolierten [Z]-Heptadeca-1,9-

dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol)

Um zu untersuchen, ob weitere bittere Strukturverwandte des Falcarindiols im

Ethanolextrakt vorliegen, wurden die isolierten HPLC-Fraktionen mittels
1H-NMR-Spektroskopie untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Verbindungen in

den Fraktionen E-VI/39 und E-VI/46 ebenfalls die aliphatische Kette C(9)-C(17)

sowie die konjugierten Dreifachbindungen des Falcarindiols aufwiesen.

Die bittere Verbindung in Fraktion E-VI/46 (s. Abbildung 15), die bei der HPLC-

Geschmacksverdünnungsanalyse mit einem TD-Faktor von 2 bewertet wurde,

lag nach der Isolierung ebenfalls als farbloses Öl vor. Die Bestimmung der

Molekülmasse war mit den gleichen Schwierigkeiten verbunden, die auch schon

beim Falcarindiol auftraten. Auch hier lieferte das MS-Spektrum bei der Ver-

wendung von Isobutan als Reaktandgas keinen Molekülpeak, sondern aus-

schließlich Fragmentionen. Mit Hilfe von Ammoniak als Reaktandgas konnte

allerdings die molare Masse mit einem Wert von 244 Da bestimmt werden

(Abbildung 21).
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Tabelle 8 Zuordnung der 1H-NMR-Signale (400 MHz, C6D6) von

[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol)

H am relevanten
C-Atom a

δδδδ b I c M c J c Homonukleare 1H,1H
Kopplung d

H-C(17) 0,91 3 t 7,1 H-C(16)

H-C(12,13,14,15) 1,17 8 m H-C(11), H-C(16)

H-C(16) 1,28 2 m H-C(15), H-C(17)

HO-C(3) 1,32 1 d 6,3 H-C(3)

HO-C(8) 1,41 1 d 4,5 H-C(8)

H-C(11) 1,86 2 m H-C(10), H-C(12)

H-C(3) 4,51 1 dd 6,3; 7,6 H-C(2), HO-C(3)

Ha-C(1) 4,89 1 m 1,4; 10,2 Hb-C(1), H-C(2)

H-C(8) 5,00 1 dd 4,5; 8,0 HO-C(8), H-C(9)

Hb-C(1) 5,23 1 m 1,4; 17,0 Ha-C(1), H-C(2)

H-C(10) 5,33 1 m 7,5; 10,6 H-C(9), H-C(11)

H-C(9) 5,48 1 m 8,0; 10,6 H-C(8), H-C(10)

H-C(2) 5,65 1 ddd 7,6; 10,2; 17,0 Ha-C(1), Hb-C(1), H-C(3)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 19
b Die chemischen 1H Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c Aus dem 1D-Spektrum bestimmt
d Homonucleare 1H,1H Kopplungen wurden im COSY-Experiment erhalten
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Tabelle 9 Zuordnung der 13C-NMR Signale (360 MHz, C6D6) von

[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol)

C-Atom a δδδδ b DEPT c via 1J(C,H) d via 2,3J(C,H) e

C(17) 14,1 CH H-C(17) H-C(16)

C(16) 22,6 CH2 H-C(16) H-C(14,15), H-C(17)

C(11) 27,2 CH2 H-C(11) H-C(9), H-C(10)

C(14) 29,1 CH2 H-C(14) H-C(11), H-C(12,13,15)

C(13) 29,2 CH2 H-C(13) H-C(11), H-C(12,14,15)

C(12) 29,3 CH2 H-C(12) H-C(11), H-C(13,14)

C(15) 31,8 CH2 H-C(15) H-C(13,14), H-C(16), H-C(17)

C(8) 58,7 CH H-C(8) HO-C(8), H-C(9), H-C(10)

C(3) 63,5 CH H-C(3) H-C(1), H-C(2), HO-C(3)

C(6) 68,8 C H-C(8)

C(5) 70,3 C H-C(3)

C(4) 78,3 C H-C(2), HO-C(3), H-C(3)

C(7) 79,9 C HO-C(8), H-C(8), H-C(9)

C(1) 117,3 CH2 H-C(1) H-C(3)

C(9) 127,7 CH H-C(9) H-C(2), HO-C(8), H-C(8), H-C(10),

H-C(11)

C(10) 134,7 CH H-C(10) H-C(8), H-C(9), H-C(11),H-C(12)

C(2) 135,9 CH H-C(2) H-C(1), HO-C(3), H-C(3)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 19
b Die chemischen 13C Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c 135°-DEPT-Spektroskopie
d Zuordnung basiert auf HMQC (1J) Experiment
e Zuordnung basiert auf HMBC (2,3J) Experiment
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Abbildung 20 COSY-Spektrum (400 MHz, C6D6 der aus Fraktion E-VI/30

isolierten bitteren Verbindung
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Abbildung 21 MS(CI, NH3)-Spektrum der aus Fraktion E-VI/46 isolierten
bitteren Verbindung

Die Integration der Protonensignale des 1H-NMR-Spektrums ließ auf 24

Protonen schließen (Tabelle 10) und das 13C-NMR-Spektrum zeigte 17 Signale

(Tabelle 11). Damit wurde die Summenformel C17H24O errechnet. Beim Ver-

gleich des 1H-NMR-Spektrums der aufzuklärenden Verbindung mit dem

entsprechenden Spektrum des Falcarindiols fiel auf, dass die beiden Spektren

bis auf wenige Unterschiede fast identisch waren.

Im 1H-NMR-Spektrum der unbekannten Substanz fehlte lediglich das Signal der

zweiten Hydroxygruppe in 8-Stellung sowie das Doppeldublett bei δ 5,00 ppm.

Dafür trat im Spektrum ein neues Dublett bei einer Verschiebung von 3,03 ppm

auf (Tabelle 10). Auch das 13C-NMR-Spektrum war nahezu identisch mit dem

des Falcarindiols. Es fehlte lediglich das Signal bei δ 58,7 ppm, dafür war ein

neues Signal bei einer Verschiebung von 17,7 ppm vorhanden (Tabelle 11).
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im 1H-Spektrum zuordnen. Die Kopplungen und Zuordnungen aller übrigen

Signale waren identisch mit den oben beschriebenen des Falcarindiols. Die

Strukturelemente C(1) bis C(7) und C(9) bis C(17) mussten somit mit denen des

Falcarindiols identisch sein. Im COSY-Spektrum war eine Kopplung zwischen

den Protonen am Kohlenstoffatom C(9) und den Protonen des neuen Signals

bei δ 3,03 ppm zu erkennen. Da dieses Signal zu einem Dublett aufgespalten

war, eine Intensität von zwei Protonen aufwies und im COSY-Spektrum keine

weiteren Kopplungen zeigte, musste es sich hierbei um eine Methylengruppe

handeln, die mit der noch freien Bindung mit einem quartären Kohlenstoffatom

oder einem Wasserstoff-freien Heteroatom verknüpft war. Aufgrund der

berechneten Summenformel und der bereits aufgeklärten Strukturteile musste

eine Verknüpfung mit dem quartären Kohlenstoffatom C(7) vorliegen. Diese

Zuordnung wurde durch das HMBC-Experiment bestätigt, das eine

heteronukleare Kopplung zwischen dem Protonensignal bei δ 3,03 ppm und

dem Kohlenstoffatom C(7) bei δ 80,3 ppm zeigte (Abbildung 22).

Abbildung 22 HMBC-Spektrum (400 MHz, CDCl3) der aus Fraktion E-VI/46

isolierten bitteren Verbindung
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Demnach handelte es sich bei der unbekannten Substanz um ein dem

Falcarindiol analoges Molekül, dem lediglich die Hydroxygruppe an 8-Position

fehlte. Die Struktur der aus Fraktion E-VI/46 isolierten Verbindung wurde somit

als [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol, Abbildung 23) aufgeklärt.

Abbildung 23 Struktur des aus Fraktion E-VI/46 isolierten [Z]-Heptadeca-1,9-
dien-4,6-diin-3-ols (Falcarinol)

Tabelle 10 Zuordnung der 1H-NMR-Signale (400 MHz, CDCl3) von

[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol)

H am relevanten
C-Atom a

δδδδ b I c M c J c Homonukleare 1H,1H
Kopplung d

H-C(17) 0,88 3 t 7,0 H-C(16)

H-C(13,14,15,16) 1,28 8 m H-C(12), H-C(17)

H-C(12) 1,35 2 m H-C(11), H-C(13)

HO-C(3) 1,85 1 d 6,5 H-C(3)

H-C(11) 2,02 2 m H-C(10), H-C(12)

H-C(8) 3,03 2 d 6,9 H-C(9)

H-C(3) 4,91 1 m H-C(2), HO-C(3)

Ha-C(1) 5,24 1 m 10,2 H-C(2)

H-C(9) 5,38 1 m 6,9; 10,6 H-C(8), H-C(10)

Hb-C(1) 5,46 1 m 17,5 H-C(2)

H-C(10) 5,52 1 m 7,4; 10,5 H-C(9), H-C(11)

H-C(2) 5,94 1 ddd 5,3; 10,2; 17,0 Ha-C(1), Hb-C(1), H-C(3)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 23
b Die chemischen 1H Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c Aus dem 1D-Spektrum bestimmt
d Homonucleare 1H,1H Kopplungen wurden im COSY-Experiment erhalten
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Tabelle 11 Zuordnung der 13C-NMR-Signale (360 MHz, CDCl3) von

[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol)

C-Atom a δδδδ b DEPT c via 1J(C,H) d via 2,3J(C,H) e

C(17) 14,1 CH H-C(17) H-C(15,16)

C(8) 17,7 CH2 H-C(8) H-C(9), H-C(10)

C(16) 22,7 CH2 H-C(16) H-C(14,15), H-C(17)

C(11) 27,2 CH2 H-C(11) H-C(9), H-C(10)

C(14) 29,2 CH2 H-C(14) H-C(12), H-C(13,15,16)

C(13) 29,2 CH2 H-C(13) H-C(12), H-C(14,15)

C(12) 29,3 CH2 H-C(12) H-C(11), H-C(13,14)

C(15) 31,8 CH2 H-C(15) H-C(13,14,16), H-C(17)

C(3) 63,6 CH H-C(3) H-C(1), H-C(2), HO-C(3),

C(6) 64,0 C H-C(8)

C(5) 71,4 C H-C(3), H-C(8)

C(4) 74,3 C H-C(2), HO-C(3), H-C(3)

C(7) 80,3 C H-C(8), H-C(9)

C(1) 117,0 CH2 H-C(1) H-C(3)

C(9) 121,9 CH H-C(9) H-C(8), H-C(11)

C(10) 133,1 CH H-C(10) H-C(8), H-C(11)

C(2) 136,2 CH H-C(2) H-C(1), HO-C(3), H-C(3)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 23
b Die chemischen 13C Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c 135°-DEPT-Spektroskopie
d Zuordnung basiert auf HMQC (1J) Experiment
e Zuordnung basiert auf HMBC (2,3J) Experiment

Die dritte in reiner Form isolierte Substanz war die Verbindung E-VI/39 (s.

Abbildung 15), die bei der HPLC-Geschmacksverdünnungsanalyse mit einem

TD-Faktor von 2 bewertet wurde. Auch hier lag ein farbloses Öl vor, dessen

Masse wiederum nur durch die Verwendung von Ammoniak als Reaktandgas
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bestimmt werden konnte. Das erhaltene Massenspektrum (Abbildung 24)

lieferte einen Molekülpeak bei 302 Da und somit eine um 42 Da höhere Masse

als für das Falcarindiol. Daher wurde das Monoacetat des Falcarindiols

vermutet. Dies wurde durch NMR-Spektroskopie weiter bestätigt, die im
13C-Spektrum auf 19 Kohlenstoffatome und im 1H-Spektrum (Abbildung 25) auf

26 Protonen schließen ließ (Tabelle 12). Weiterhin zeigte die Verbindung

analog dem Falcarindiol sowohl die aliphatische Kette C(9)-C(17) (Abbildung
26), als auch die konjugierten Dreifachbindungen. Im HMQC-Spektrum

(Abbildung 26) war außerdem ersichtlich, dass das Protonensignal bei 2,09-

2,10 ppm durch die Überlagerung von zwei Signalen zustande kam, die sich

den Kohlenstoffatomen C(11) und einem neuen Kohlenstoffatom bei 20,9 ppm

zuordnen ließen.

Das DEPT-135 Experiment zeigte, im Gegensatz zum Falcarindiol, eine

zusätzliche Methylgruppe bzw. ein quartäres Kohlenstoffatom bei 20,9 bzw.

169,4 ppm (Tabelle 13). Zusätzlich waren im HMBC-Experiment starke hetero-

nukleare Kopplungen zwischen dem Kohlenstoffatom bei 169,4 ppm und den

Wasserstoffatomen bei 2,09 ppm sowie H-C(3) ersichtlich, die die vermutete

Acetatstruktur bestätigten. Das Fehlen der homonuklearen Kopplung zwischen

H-C(3) und HO-C(3) im COSY-Spektrum wies darauf hin, dass die Acetyl-

gruppe mit dem Kohlenstoffatom C(3) verknüpft sein musste. Aufgrund dieser

Daten konnte die aus Fraktion E-VI/39 isolierte Verbindung eindeutig als [Z]-3-

Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat, Abbildung 27)

identifiziert werden.

Um die identifizierten Verbindungen in ihrem Bitterbeitrag zur Gesamtbitterkeit

zu bewerten, wurden sie analog den Untersuchungen zum 6-Methoxymellein

anhand des Bitteraktivitätswertes auf der Basis einer Dosis/Aktivitäts-Beziehung

gewichtet. Hierzu mussten zunächst die Schwellenwerte der drei Verbindungen

bestimmt werden.
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Abbildung 24 MS(CI, NH3)-Spektrum der aus Fraktion E-VI/39 isolierten

bitteren Verbindung

Abbildung 25 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl3) der aus Fraktion E-VI/39

isolierten bitteren Verbindung
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Abbildung 26 HMQC-Spektrum (400 MHz, CDCl3) der aus Fraktion E-VI/39

isolierten bitteren Verbindung

Abbildung 27 Struktur des aus Fraktion E-VI/39 isolierten [Z]-3-Acetoxy-

heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat)
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Tabelle 12 Zuordnung der 1H-NMR-Signale (400 MHz, CDCl3) von

[Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-

acetat)

H am relevanten
C-Atom a

δδδδ b I c M c J c Homonukleare 1H,1H
Kopplung d

H-C(17) 0,87 3 t 7,0 H-C(16)

H-C(13,14,15,16) 1,28 8 m H-C(12), H-C(17)

H-C(12) 1,39 2 m H-C(11), H-C(13)

HO-C(8) 1,79 1 d 5,3 H-C(8)

H-C(19) 2,09 3 s

H-C(11) 2,10 2 m H-C(10), H-C(12)

H-C(8) 5,16 1 dd 5,3; 8,2 HO-C(8), H-C(9)

Ha-C(1) 5,34 1 m 10,0 H-C(2)

H-C(9) 5,52 1 m 8,3; 10,7 H-C(8), H-C(10)

Hb-C(1) 5,53 1 m 16,7 H-C(2)

H-C(10) 5,61 1 m 7,3; 10,6 H-C(9), H-C(11)

H-C(2) 5,87 1 ddd 5,7; 10,0; 16,7 Ha-C(1), Hb-C(1), H-C(3)

H-C(3) 5,92 1 m H-C(2)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 27
b Die chemischen 1H Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c Aus dem 1D-Spektrum bestimmt
d Homonucleare 1H,1H Kopplungen wurden im COSY-Experiment erhalten
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Tabelle 13 Zuordnung der 13C-NMR-Signale (360 MHz, CDCl3) von

[Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol

(Falcarindiol-3-acetat)

C-Atom a δδδδ b DEPT c via 1J(C,H) d via 2,3J(C,H) e

C(17) 14,1 CH H-C(17) H-C(15,16)

C(19) 20,9 CH H-C(19)

C(16) 22,6 CH2 H-C(16) H-C(14,15), H-C(17)

C(11) 27,7 CH2 H-C(11) H-C(10)

C(14) 29,1 CH2 H-C(14) H-C(12), H-C(13,15,16)

C(13) 29,2 CH2 H-C(13) H-C(12), H-C(14,15)

C(12) 29,3 CH2 H-C(12) H-C(11), H-C(13,14)

C(15) 31,8 CH2 H-C(15) H-C(17)

C(8) 58,6 CH H-C(8) HO-C(8)

C(3) 64,5 CH H-C(3) H-C(1), H-C(2)

C(6) 68,6 C

C(5) 70,9 C

C(4) 74,8 C H-C(3)

C(7) 80,1 C H-C(8)

C(1) 119,7 CH2 H-C(1) H-C(3)

C(9) 127,7 CH H-C(9) H-C(8), HO-C(8), H-C(11)

C(10) 132,0 CH H-C(10) H-C(11)

C(2) 134,7 CH H-C(2) H-C(1), H-C(3)

C(18) 169,4 C H-C(3), H-C(19)

a Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 27
b Die chemischen 13C Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen
c 135°-DEPT-Spektroskopie
d Zuordnung basiert auf HMQC (1J) Experiment
e Zuordnung basiert auf HMBC (2,3J) Experiment
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Bestimmung von Bittergeschmacksschwellenwerten

Nach Reinigung der Substanzen Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-

acetat durch präparative HPLC und Überprüfung deren Reinheit mittels GC/MS

und 1H-NMR-Spektroskopie, wurden deren Bitterschwellenwerte in wässriger

Lösung mittels Triangeltest bestimmt (Tabelle 14). Die Verkostung der Verbin-

dungen zeigte, dass diese nicht eine dem Coffein ähnliche Bitternote auf-

wiesen, sondern vielmehr eine kratzende Bitterkeit am hinteren Ende der Zunge

und des Mund-Rachen-Raumes verursachten, die mit dem kratzenden Bitter-

geschmack der Karottenprodukte identisch war.

Die Schwellenwertbestimmung ergab für das [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-

3,8-diol (Falcarindiol) einen Wert von 10 mg/kg Wasser (0,04 mmol/kg Wasser).

Für das [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol) wurde ein Schwellen-

wert von 20 mg/kg Wasser (0,08 mmol/kg Wasser) bestimmt. Zusätzlich zur

kratzenden Bitterkeit hinterließ diese Verbindung noch einen belegenden Effekt

im Mundraum. Die höchste Bitterschwelle der drei Bisacetylene wurde für das

[Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat) mit einem

Wert von 60 mg/kg Wasser (0,20 mmol/kg Wasser) gefunden. Allerdings

verursachte diese Verbindung bereits ab einer Konzentration von 15 mg/kg

Wasser eine deutlich wahrnehmbare brennende Empfindung auf der Zunge

sowie im Mund- und Rachen-Raum.

Im Vergleich zu den zuvor isolierten Bitterstoffen 6-Methoxymellein, Eugenin

und Gazarin liegt die Schwelle von Falcarindiol mit einem Wert von

0,04 mmol/kg Wasser deutlich niedriger (Tabelle 14). Das Falcarindiol besitzt

somit den geringsten Schwellenwert der sechs isolierten Verbindungen, gefolgt

vom Falcarinol mit einer Schwelle von 0,08 mmol/kg Wasser. Der Schwellen-

wert der Verbindung Falcarindiol-3-acetat liegt dagegen mit 0,20 mmol/kg

Wasser deutlich höher und ist mit der Schwelle des Gazarins vergleichbar.
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Tabelle 14 Schwellenwerte isolierter Verbindungen

Substanz Schwellenwert [mmol/kg] a

Falcarindiol 0,04

Falcarinol 0,08

6-Methoxymellein 0,10

Gazarin 0,18

Falcarindiol-3-acetat 0,20

Eugenin 0,35

a Die Schwellenwerte wurden mittels Triangeltest in Trinkwasser

bestimmt

2.1.2.3 Diskussion

Die aktivitätsorientierte Fraktionierung der Ethanolextrakte der frischen

Karotten, der bitterinduzierten Karotten und des Karottenbreis durch Gel-

permeationschromatographie und anschließende Anwendung der Geschmacks-

verdünnungsanalyse zeigte, dass die Hauptbitterkeit der drei Probenmaterialien

jeweils in der gleichen GPC-Fraktion (Fraktion E-VI) lokalisiert war. Da auch die

Hauptbitterstoffe der Hexanextrakte in dieser Fraktion eluierten, ist es wahr-

scheinlich, dass es sich hierbei um die gleichen bitteren Substanzen handelt.

Nach weiterer Auftrennung dieser bitteren Ethanolfraktion aus Karottenbrei

durch HPLC und Durchführung der Geschmacksverdünnungsanalyse konnten

26 bittere Unterfraktionen mit jeweils ähnlich hohen TD-Faktoren lokalisiert

werden. Aus dieser Vielzahl an Verbindungen gelang es durch GC/MS sowie

ein- und zweidimensionale NMR-Experimente, drei bitter schmeckende

Substanzen, das [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol), das [Z]-Hep-

tadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol) und das [Z]-3-Acetoxy-hepta-

deca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat) zu identifizieren und ihre Ge-

schmacksschwellen in wässriger Lösung zu bestimmen. Hierbei zeigte sich,

dass alle drei Verbindungen intensive Bitterstoffe sind. So liegt die Bitter-
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schwelle von Falcarindiol z.B. um das Zehnfache unterhalb des Schwellen-

wertes der bitteren Standardverbindung Coffein.

Die Schlüsselrolle dieser Polyacetylene als Ursache eines Bittergeschmacks in

Karotten und Karottenprodukten ist in der Literatur bislang nicht beschrieben

worden. Trotzdem wurden deren Strukturen bereits in den späten Sechziger

Jahren als Inhaltstoffe in Karotten (Bentley und Thaller, 1967; Bentley et al.,

1969) sowie einigen Apiaceae, Araliaceae und Asteraceae beschrieben. Garrod

und Lewis (1979) fanden bei mikroskopischen Untersuchungen Ansammlungen

von extrazellulären Öltröpfchen im Periderm/Perizykelparenchym von Karotten,

in denen sie als Hauptkomponente Falcarindiol identifizieren konnten. Diese

Verbindung scheint somit in der Karotte extrazellulär in freier Form vorzuliegen.

Bentley und Thaller (1967) gelang die Identifizierung des für Mäuse toxischen

Carotatoxins als Falcarinol. In weiteren Untersuchungen zu den toxikologischen

Eigenschaften der Polyacetylene fanden Hansen und Boll (1986), dass die

Verbindung Falcarinol beim Menschen eine allergene Kontaktdermatitis

auslösen kann. In Studien zur Mutagenität von Falcarindiol konnten Miyazawa

et al. (1996) für diese Verbindung eine antimutagene Aktivität nachweisen.

In weiteren Untersuchungen zur physiologischen Wirkung der polyacety-

lenischen Verbindungen als Phytoalexin fanden Garrod et al. (1978), dass das

Falcarindiol fungizide Eigenschaften gegen die für Lagerkrankheiten bei

Karotten verursachenden Pilze Mycocentrospora acerina und Cladosporium

cladosporioides besitzt. Olsson und Svensson (1996) bestätigten in ihren

Untersuchungen die fungizide Wirkung des Falcarindiols gegenüber Mycocen-

trospora acerina. Zusätzlich konnten die Autoren auch eine wachstums-

hemmende Wirkung gegenüber dem Pilz Sclerotinia sclerotiorum nachweisen.

Obwohl bislang eine Vielzahl an Untersuchungen zu den identifizierten Poly-

acetylenen durchgeführt wurden, ist die sensorische Qualität und die

Bedeutung dieser Verbindungen als Bitterstoffe in Karotten und Karotten-

produkten bisher nicht beschrieben worden. Somit konnten im Rahmen dieser

Arbeit erstmals Verbindungen isoliert und identifiziert werden, die im Gegensatz
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zum literaturbekannten 6-Methoxymellein maßgeblich an der Bitterkeit von

Karotten und Karottenprodukten beteiligt sind.

2.2 Quantifizierung ausgewählter Bitterstoffe und Dosis/Akti-
vitäts-Korrelation in Karotten und Karottenprodukten

Um die Bedeutung der drei identifizierten Polyacetylene als Bitterstoffe in

Karotten und Karottenprodukten zu evaluieren, sollten im Folgenden

quantitative Bestimmungen erfolgen und die Gehalte der Verbindungen mit der

sensorisch wahrgenommenen Bitterkeit von Karotten in Relation gebracht

werden.

2.2.1 Synthese des internen Standards [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-di-
in-3,8-diol

Die Quantifizierung der identifizierten Bitterstoffe Falcarinol, Falcarindiol und

Falcarindiol-3-acetat sollte mit der Methode des internen Standards

durchgeführt werden. Bei der Auswahl eines geeigneten internen Standards für

die drei Bisacetylene wurden an die zu verwendende Substanz folgende

Voraussetzungen gestellt: sie sollte den Analyten in ihren physikalischen und

chemischen Eigenschaften möglichst ähnlich, aber weiterhin von ihnen

unterscheidbar sein und durfte weiterhin nicht bereits im Probenmaterial

natürlich vorkommen. Da alle der identifizierten Polyacetylene in 9-Position eine

cis-ständige Doppelbindung aufweisen und die entsprechenden trans-Verbin-

dungen nicht gefunden werden konnten, erschien die Verbindung [E]-Hepta-

deca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol ([E]-Falcarindiol) als interner Standard sehr

geeignet. Das [E]-Falcarindiol wurde nach der in Abbildung 28 dargestellten

Synthesestrategie hergestellt:



59

Abbildung 28 Synthese des internen Standards [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-

diin-3,8-diol

Zunächst wurden frisch destilliertes Acrolein (1) und [E]-2-Decenal (4) in
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2.2.2 Gehalte an Bitterstoffen und Bestimmung von Bitteraktivitäts-
werten

Um die Bitterstoffe Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-acetat in Karotten

und Karottenprodukten zu quantifizieren, musste zunächst ein geeignetes

Analysenverfahren entwickelt werden. Mit dieser Methode sollte es zusätzlich

möglich sein, den Gehalt an 6-Methoxymellein vergleichsweise mitzube-

stimmen.

Bei der daraufhin entwickelten Schnellmethode zur Quantifizierung (Abbildung
29) wurde das Untersuchungsmaterial (frische Karotten, Karottenbrei bzw.

Karottensaft) zunächst genau eingewogen und die internen Standards

[E]-Falcarindiol sowie 7-Methoxycumarin zugegeben. Der mit Natriumsulfat zu

einem trockenen Pulver verriebene Brei bzw. die mit Hilfe des Ultra-Turrax

zerkleinerten Karotten wurden anschließend mit Ethylacetat extrahiert. Der

Karottensaft wurde nach der Standardzugabe direkt mit Diethylether extrahiert.

Die erhaltenen Extrakte wurden über eine Kieselgelkartusche gereinigt und die

Polyacetylene mittels HRGC/FID-Analyse (s. Abbildung 30) sowie 6-Methoxy-

mellein mittels HPLC/UV quantifiziert. Mit diesem Schnellverfahren war es nun

möglich, die Gehalte an 6-Methoxymellein sowie den drei Bisacetylenen in

weniger als vier Stunden quantitativ zu bestimmen. In vergleichenden Unter-

suchungen konnte gezeigt werden, dass diese Schnellmethode mit dem unter

2.1.1.3 beschriebenen Quantifizierungsverfahren identische Methoxymellein-

konzentrationen lieferte.

Um die Gehalte der einzelnen Bitterstoffe mit der sensorisch wahrnehmbaren

Bitterkeit der Karottenproben in Relation zu bringen, wurde im Folgenden die

Bitterkeit der Proben von acht geschulten Prüfpersonen auf einer Skala von 0

(nicht bitter) bis 3 (stark bitter) bewertet und das sensorische Ergebnis mit den

analytisch bestimmten Werten verglichen.



61

Abbildung 29 Aufarbeitungsschema für die Quantifizierung der Polyacetylene

und des 6-Methoxymelleins in Karotten und Karottenbrei

Abbildung 30 HRGC/FID-Chromatogramm der Bestimmung der Poly-

acetylene
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2.2.2.1 Bitterstoffe in frischen Karotten

Unter Anwendung des entwickelten Bestimmungsverfahrens wurden in einer

Warenkorbanalyse die Gehalte der Bitterstoffe Falcarinol, Falcarindiol, Falcarin-

diol-3-acetat und 6-Methoxymellein in sieben Karottenchargen aus dem Handel

bestimmt.

Die Ergebnisse in Tabelle 15 zeigen, dass die Verbindung Falcarinol in

Konzentrationen zwischen 8,1 mg/kg und 27,5 mg/kg in den Karotten enthalten

war. Die Verbindung Falcarindiol wurde in deutlich höheren Konzentrationen

gefunden als das Falcarinol. Die Gehalte dieser Verbindung lagen zwischen

21,7 mg/kg und 84,3 mg/kg. Das Falcarindiol-3-acetat war in Konzentrationen

zwischen 7,7 mg/kg und 40,8 mg/kg in den Karotten enthalten. Die mit Abstand

geringsten Mengen wurden für die Verbindung 6-Methoxymellein bestimmt. Hier

schwankten die Konzentrationen zwischen 0,1 mg/kg und 6,8 mg/kg. In den

Proben 2 und 3 lag das 6-Methoxymellein sogar unterhalb der Bestimmungs-

grenze von 0,1 mg/kg vor.

Tabelle 15 Gehalte an Polyacetylenen und 6-Methoxymellein in frischen

Karotten

Probe Falcarinol
[mg/kg]

Falcarindiol
[mg/kg]

Falcarindiol-
acetat

[mg/kg]

Methoxy-mellein
[mg/kg]

Bitterkeit
(0-3)

1 8,1 21,7 8,0 0,1 0,1

2 11,1 31,7 17,1 <0,1 0,2

3 24,1 42,3 29,7 <0,1 0,9

4 27,5 38,5 9,2 0,6 1,0

5 20,0 42,7 7,7 6,8 1,0

6 18,5 46,8 8,6 2,0 1,5

7 10,0 84,3 40,8 0,1 1,7

Bei Betrachtung der Bitteraktivitätswerte (Abbildung 31) fiel auf, das die

Gehalte an Falcarinol mit Ausnahme der Proben 3, 4 und 5 alle unterhalb der



63

Geschmacksschwelle von 20 mg/kg vorlagen und daher Bitteraktivitäten von

< 1 besaßen. Das Falcarindiol lag dagegen unter Berücksichtigung der

Geschmacksschwelle von 10 mg/kg in allen Karottenproben mit einem

Bitteraktivitätswert von > 1 vor. Selbst bei der Probe 1 mit dem geringsten

Gehalt von 21,7 mg/kg besaß diese bittere Verbindung bereits einen um Faktor

2,2 oberhalb der Geschmacksschwelle liegenden Aktivitätswert. In der Probe 7,

bei der der höchste Gehalt an Falcarindiol gemessen wurde, lag die Bitter-

aktivität sogar bei 8,4. Da die Substanz Falcarindiol-3-acetat eine Geschmacks-

schwelle von 60 mg/kg besitzt, lagen alle Proben bezogen auf diese Verbin-

dung deutlich unterhalb einer Bitteraktivität von 1 vor. Selbst die Probe 7, die

mit 40,8 mg/kg die höchste Konzentration an Falcarindiol-3-acetat aufwies,

erreichte nur eine Bitteraktivität von 0,7. Aufgrund der Geschmacksschwelle

des 6-Methoxymelleins von 20 mg/kg, besaß diese Substanz in allen unter-

suchten Karottenproben eine Bitteraktivität, die deutlich < 1 lag. So erreichte

z.B. die Probe 5 mit dem höchsten Methoxymelleingehalt von 6,8 mg/kg gerade

mal eine Bitteraktivität von 0,3.

Abbildung 31 Bitteraktivitätswerte von Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-

acetat und 6-Methoxymellein sowie sensorisch bestimmte
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Eine Korrelation zwischen Gesamtbitterkeit und dem quantitativen Vorkommen

eines Bitterstoffes war beim Falcarindiol ersichtlich. Nur bei dieser Verbindung

stieg die Konzentration in den Karotten mit der sensorisch bestimmten Bitterkeit

gemeinsam an. Zur genaueren Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden

aus diesem Grund weitere 28 Karottenproben auf den Gehalt an Falcarindiol

untersucht und dieser graphisch gegen die Gesamtbitterkeit aufgetragen

(Abbildung 32).

Abbildung 32 Korrelation zwischen Falcarindiolgehalt und Gesamtbitterkeit in

Karotten

Wie in Abbildung 32 dargestellt, zeigte die Quantifizierung von Falcarindiol für

eine große Probenzahl eine gute Korrelation zwischen dem Bitterstoffgehalt und

der sensorisch wahrnehmbaren Bitterintensität der Karotten auf. Somit ist es
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Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob das Falcarindiol auch als

Indikator für die Objektivierung der Bitterkeit von Karottenprodukten geeignet

ist.

2.2.2.2 Bitterstoffe in Karottenbrei

Für die Quantifizierungen wurden acht unterschiedliche Karottenbrei-Proben

verwendet.

Die quantitative Untersuchung der kommerziellen Karottenbreis ergab relativ

stark schwankende Gehalte an Falcarindiol (Tabelle 16). So wurden in den

vorliegenden Proben Gehalte zwischen 8,1 mg/kg und 21,6 mg/kg bestimmt.

Die Verbindung Falcarinol konnte dagegen nur in recht geringen Konzentra-

tionen zwischen 6,9 mg/kg und 11,4 mg/kg gefunden werden und die Substanz

Falcarindiol-3-acetat lag in Konzentrationen zwischen 4,7 mg/kg und 8,9 mg/kg

vor. Die mit Abstand geringsten Mengen wurden wiederum für die Verbindung

6-Methoxymellein bestimmt. Hier schwankten die Konzentrationen zwischen

0,3 mg/kg und 2,3 mg/kg.

Tabelle 16 Gehalte an Polyacetylenen und 6-Methoxymellein in Karottenbrei

Probe Falcarinol
[mg/kg]

Falcarindiol
[mg/kg]

Falcarindiol-
acetat

[mg/kg]

Methoxy-
mellein
[mg/kg]

Bitterkeit
(0-3)

1 7,1 8,1 5,2 0,3 0,5

2 7,9 10,9 4,7 0,3 1,0

3 9,8 13,2 5,8 0,8 1,0

4 6,9 13,8 6,9 0,3 1,0

5 10,3 14,0 6,3 0,5 1,0

6 11,4 16,9 8,9 1,2 1,5

7 7,4 21,0 5,0 0,2 2,0

8 7,9 21,6 7,2 2,3 2,0
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Bei Betrachtung der Bitteraktivitätswerte war ersichtlich, dass die Verbindung

Falcarindiol unter Berücksichtigung der Geschmacksschwelle von 10 mg/kg nur

in Probe 1 mit einer Bitteraktivität von 0,8 knapp unterhalb ihrer Geschmacks-

schwelle vorlag (Abbildung 33). Alle übrigen Proben erreichten Bitteraktivitäten

von 1,1 (Probe 2) bis 2,2 (Probe 8). Die ermittelten Konzentrationen an

Falcarinol lagen dagegen alle unterhalb der Geschmacksschwelle dieser

Substanz von 20 mg/kg vor. Selbst die Probe 6 erreichte mit einer

Konzentration an Falcarinol von 11,4 mg/kg nur eine Bitteraktivität von 0,6. Da

die Verbindung Falcarindiol-3-acetat eine Geschmacksschwelle von 60 mg/kg

besitzt, lagen auch hier alle Proben deutlich unterhalb dieser Schwelle vor.

Auch die Probe 6, die mit 8,9 mg/kg die höchste Konzentration an Falcarindiol-

3-acetat aufwies, erreichte gerade einmal eine Bitteraktivität von 0,2. Die Probe

2, mit der geringsten Konzentration an Falcarindiol-3-acetat von 4,7 mg/kg,

besaß sogar nur eine Bitteraktivität von 0,1. Ein ähnliches Ergebnis zeigte sich

auch bei der Verbindung 6-Methoxymellein. Aufgrund ihrer Geschmacks-

schwelle von 20 mg/kg besaßen alle untersuchten Karottenproben eine

Bitteraktivität, die deutlich < 1 lag. So erreichte z.B. die Probe 8 mit dem

höchsten Methoxymelleingehalt von 2,3 mg/kg nur eine Bitteraktivität von 0,1.

Die Substanz 6-Methoxymellein konnte daher nicht ursächlich am

Bittergeschmack der vorliegenden Produkte beteiligt sein. Das Falcarindiol war

somit im Karottenbrei die einzige der quantifizierten Verbindungen, die Bitter-

aktivitäten > 1 erreichte.

Der Vergleich der quantitativen Daten des Falcarindiols mit der Bitterkeit der

Produkte zeigte erneut eine gute Korrelation der sensorisch wahrnehmbaren

Bitterkeit mit den Gehalten dieser Verbindung (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Bitteraktivitätswerte von Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-

acetat und Methoxymellein sowie sensorisch bestimmte

Bitterintensität in Karottenbrei
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übrigen Bitterstoffen war dagegen keine Korrelation zwischen quantitativem

Gehalt und Gesamtbitterkeit ersichtlich.
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Abbildung 34 Korrelation zwischen Gesamtbitterkeit und Falcarindiolgehalt im

Karottenbrei

Zusammengefasst zeigte die Gegenüberstellung der sensorischen und

analytischen Daten somit erneut, dass mit zunehmender Bitterintensität der

Proben auch der Gehalt an Falcarindiol anstieg.
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Tabelle 17 Gehalte an Polyacetylenen und 6-Methoxymellein in Karottensaft

Probe Falcarinol
[mg/kg]

Falcarindiol
[mg/kg]

Falcarindiol-
acetat

[mg/kg]

Methoxy-
mellein
[mg/kg]

Bitterkeit
(0-3)

1 5,5 6,6 3,5 2,1 0,3

2 6,2 8,1 3,9 2,2 0,3

3 4,9 11,4 3,8 0,9 0,5

4 7,5 14,3 5,7 3,8 0,5

5 12,7 17,6 5,9 2,7 0,5

6 7,2 20,6 6,9 1,6 1,0

Bei Betrachtung der Bitteraktivitätswerte war ersichtlich, dass unter Berück-

sichtigung der Geschmacksschwelle von 10 mg/kg, das Falcarindiol in fast allen

Karottensaftproben, mit Ausnahme der Proben 1 und 2, eine Bitteraktivität von

> 1 besaß (Abbildung 35). In der Probe 6, bei der der höchste Gehalt an

Falcarindiol gemessen wurde, lag die Bitteraktivität z.B. um den Faktor 2,1

oberhalb der Geschmacksschwelle vor. Im Gegensatz dazu befanden sich beim

Falcarinol alle ermittelten Gehalte unterhalb der Geschmacksschwelle von

20 mg/kg und besaßen daher Bitteraktivitäten von < 1. Ähnlich sah es auch

beim Falcarindiol-3-acetat aus. Da diese Substanz eine Geschmacksschwelle

von 60 mg/kg besitzt, lagen alle Proben deutlich unterhalb dieser Schwelle vor.

So erreichte z.B. die Probe 6, die mit 6,9 mg/kg die höchste Konzentration an

Falcarindiol-3-acetat aufwies, nur eine Bitteraktivität von 0,1. Auch die

Verbindung 6-Methoxymellein, die eine Geschmacksschwelle von 20 mg/kg

aufweist, lag in allen untersuchten Karottensaftproben mit einer Bitteraktivität

deutlich < 1 vor. So erreichte z.B. die Probe 4 mit dem höchsten 6-Methoxy-

melleingehalt von 3,8 mg/kg gerade einmal eine Bitteraktivität von 0,2.
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Abbildung 35 Bitteraktivitätswerte von Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-

acetat und Methoxymellein sowie sensorisch bestimmte

Bitterintensität in Karottensaft

Insgesamt zeigten diese Studien auch für Karottensäfte eine gute Korrelation

zwischen den Gehalten des Bitterstoffs Falcarindiol und der sensorisch wahr-
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Die anschließenden Quantifizierungen wurden zunächst mit verschiedenen

Karottenchargen durchgeführt. Hierbei war ersichtlich, dass die Verbindung

Falcarindiol in allen untersuchten Karotten jeweils mit Werten von 21,7 mg/kg

bis 84,3 mg/kg die höchsten Konzentration der vier Bitterstoffe aufwies. Die mit

dieser Schnellmethode erhaltenen Werte liegen in etwa in den gleichen

Größenordnungen, wie die derzeit in der Literatur publizierten Gehalte an

Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-acetat in Karotten. So quantifizierten

Wulf et al. (1978) das Falcarinol mittels HPLC nach vorangegangener

Wasserdampfdestillation. Die Autoren verwendeten 2-Methoxynaphthalin als

internen Standard und ermittelten eine durchschnittliche Konzentration von

39,6 mg/kg. Mit der neu entwickelten Schnellmethode wurden etwas geringere

Gehalte gefunden, die zwischen 8,1 und 27,5 mg/kg liegen.

Yates und England (1982) extrahierten Karotten mit Dichlormethan, reinigten

den Extrakt über eine Kieselgelsäule und quantifizierten die Verbindungen

Falcarinol und Falcarindiol über Gaschromatographie mit Methylpalmitat als

internem Standard. Die durchschnittlich mit dieser Methode erhaltenen

Konzentrationen an Falcarinol von 19,1 mg/kg und Falcarindiol von 43,2 mg/kg

liegen im Bereich der im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Werte von 8,1 bis

27,5 mg/kg für Falcarinol und 21,7 bis 84,3 mg/kg für Falcarindiol.

Eine weitere Quantifizierungsmethode wurde von Lund und White (1990)

erarbeitet. Die Autoren extrahierten die Karotten mit t-Butylmethylether und

reinigten den Extrakt über eine Cyanopropyl Sepralyte Säule. Nach Isolierung

der Verbindungen Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-acetat über

präparative Dünnschichtchromatographie wurden die Verbindungen eluiert und

die Rückstände ausgewogen. Mit dieser Methode erhielten sie eine durch-

schnittliche Konzentration von Falcarinol von 11,4 mg/kg, von Falcarindiol von

43,2 mg/kg und von Falcarindiol-3-acetat von 17,4 mg/kg.

Weiterhin ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals gelungen, eine Korrelation

zwischen dem Gehalt an Falcarindiol und der sensorisch wahrnehmbaren

Bitterkeit der Karotten aufzuzeigen und somit das Falcarindiol als analytische

Messgröße für die Objektivierung des bitteren Fehlgeschmacks von Karotten

vorzuschlagen. Dieser Zusammenhang zwischen Gesamtbitterkeit und

quantitativem Gehalt an Falcarindiol konnte auch in unterschiedlichen
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Karottenbreichargen sowie Karottensaft verifiziert werden. Hier war es weiterhin

möglich, die Karottenprodukte anhand des Falcarindiolgehalts in die Kategorien

„tolerierbare Bitterkeit“ und „nicht tolerierbare Bitterkeit“ einzuteilen.

Da die Bestimmung des Falcarindiols mit der entwickelten Methode in weniger

als vier Stunden möglich ist, liegt somit erstmals eine Schnellmethode vor, um

in kurzer Zeit anhand der Messung des Indikatorbitterstoffes Falcarindiol Infor-

mationen über die Bitterkeit von Karotten und Karottenprodukten zu erhalten.

2.3 Quantitative Studien zum Einfluss der Sorte, der
Morphologie und der Verarbeitung auf den Gehalt an
Bitterstoffen in Karotten

Unter Verwendung des entwickelten Quantifizierungsverfahrens sollte nun der

Einfluss der Sorte, der Morphologie und der Verarbeitung auf den Bitterstoff-

gehalt untersucht werden.

2.3.1 Abhängigkeit des Bitterstoffgehaltes von der Karottensorte

Zur Untersuchung der Sortenabhängigkeit der Bitterstoffbildung wurden unter-

schiedliche Karottensorten im frischen Zustand auf Bittergeschmack geprüft

und die bisacetylenischen Bitterstoffe sowie das 6-Methoxymellein in den

Karottenproben quantitativ bestimmt (Tabelle 18).

Um zudem eine Aussage über den Einfluss des Bodens treffen zu können,

wurden Karotten verwendet, die auf vier verschiedenen Feldern angebaut

wurden (Tabelle 19). Die in Tabelle 18 und Tabelle 19 angegebenen Daten

sind nach steigendem Bittergeschmack sortiert. Die 21 untersuchten Proben

wiesen deutliche Unterschiede in der sensorisch bestimmten Bitterkeit auf

(Tabelle 18). Diese variierte von einer Bewertung von 0,1 bis 1,7, wobei der
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Großteil der Karotten eine Bitterkeit zwischen 0,1 und 0,3 aufwies. Zu diesen

sehr schwach bitteren Karotten gehörten u.a. die Sorten Bersky, Fayette,

Infinity, Bremen und Kingston. Stärkerer Bittergeschmack war bei den Sorten

Kathmandu, Bangor, Nandrin, Kamaran und Sunset festzustellen, die mit

Bitterintensitäten von 0,9 bis 1,7 bewertet wurden.

Die Verbindung 6-Methoxymellein war wiederum nur in sehr geringen Konzen-

trationen in den untersuchten Sorten vorhanden. Der höchste Gehalt lag bei

6,1 mg/kg und wurde in der Sorte Fayette gefunden. Die Verbindung Falcarinol

wurde in Konzentrationen von 4,6 mg/kg in der Sorte Bremen bis 37,4 mg/kg in

der Sorte 2549 bestimmt. Der durchschnittliche Gehalt aller untersuchten

Proben lag bei 15,3 mg/kg.

Deutliche Schwankungen in den Gehalten war auch bei der Verbindung

Falcarindiol-3-acetat festzustellen. Hier lagen die Werte zwischen 7,0 mg/kg in

der Sorte Florida und 40,8 mg/kg in der Sorte Sunset. Der durchschnittliche

Gehalt aller untersuchten Proben lag bei 18,8 mg/kg.

Große Unterschiede in den Konzentrationen wurden ebenfalls bei der

Verbindung Falcarindiol gefunden. Die Gehalte schwankten hier zwischen

15,5 mg/kg in der Sorte Kazan (2) und 84,3 mg/kg in der Sorte Sunset. Der

durchschnittliche Gehalt der Verbindung Falcarindiol lag bei 36,6 mg/kg und

damit deutlich oberhalb der durchschnittlichen Gehalte der drei anderen

Bitterstoffe. Aufgrund der Geschmacksschwelle von 10 mg/kg wurden damit

Bitteraktivitäten zwischen 1,6 und 8,4 erreicht. Somit leistete auch in dieser

Untersuchung von den vier Bitterstoffen das Falcarindiol den größten Beitrag

zur Gesamtbitterkeit.
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Tabelle 18 Untersuchung unterschiedlicher Karottensorten

Sorte Methoxymellein
[mg/kg]

Falcarinol
[mg/kg]

F-acetat 1

[mg/kg]
F-diol 2

[mg/kg]
BA

F-diol 3
Bitterkeit

(0-3)

B2596 b 2,4 11,4 19,7 21,5 2,2 0,1

Bersky b < 0,1 5,2 8,9 16,2 1,6 0,1

Florida b 0,3 30,9 7,0 16,0 1,6 0,1

2549 b 0,1 37,4 8,1 27,7 2,8 0,1

Fayette a 6,1 10,5 11,0 24,9 2,5 0,2

Kazan (1) a 0,1 7,9 15,3 33,0 3,3 0,2

Agri 99-791 a 0,2 7,0 27,4 31,7 3,2 0,2

Infinity b < 0,1 11,1 17,1 31,7 3,2 0,2

Kazan (2) b 0,3 20,8 16,9 15,5 1,6 0,2

Maxima a 0,2 18,6 18,4 41,7 4,2 0,3

Bremen b < 0,1 4,6 11,9 25,9 2,6 0,3

Kingston b 0,8 15,5 16,2 32,4 3,2 0,3

Joba (1) b 0,2 26,5 40,7 33,2 3,3 0,3

Joba (2) a < 0,1 24,1 29,7 42,3 4,2 0,6

B2588 b 0,1 15,0 20,6 66,4 6,6 0,7

Kathmandu (1) a < 0,1 6,5 17,8 44,1 4,4 0,9

Bangor b < 0,1 16,0 18,7 45,0 4,5 0,9

Nandrin b 0,4 23,6 12,1 43,5 4,4 0,9

Kamaran b 0,1 12,0 8,8 46,4 4,6 1,2

Kathmandu (2) b < 0,1 6,1 28,3 45,7 4,6 1,3

Sunset a 0,1 10,0 40,8 84,3 8,4 1,7

a,b Sorten mit gleichem Buchstaben wuchsen auf dem gleichen Feld
1 Gehalt an Falcarindiol-3-acetat
2 Gehalt an Falcarindiol
3 Bitteraktivität des Falcarindiols
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Weiterhin fällt auf, dass wiederum eine recht gute Korrelation zwischen dem

Gehalt an Falcarindiol und der sensorisch bestimmten Bitterkeit existierte. So

lag die Konzentration in den mit Werten zwischen 0,1 und 0,3 als leicht bitter

bewerteten Karotten zwischen 15,5 mg/kg und 41,7 mg/kg während die

Karotten, die mit Bitterkeiten zwischen 0,9 und 1,7 als deutlich bitterer bewertet

wurden, Gehalte zwischen 43,5 und 84,3 mg/kg aufwiesen (Tabelle 18).

Die Karotten der Sorten Sunset und Joba (1) verursachten zusätzlich zur

Bitterkeit einen deutlich wahrnehmbaren brennenden Eindruck auf der Zunge

und im Mund-Rachen-Raum, der stark an die sensorischen Eigenschaften der

Verbindung Falcarindiol-3-acetat erinnerte. Da diese Verbindung in den

betreffenden Karotten mit 40,8 mg/kg bzw. 40,7 mg/kg deutlich oberhalb des

Schwellenwertes für die brennende Geschmacksempfindung von 15 mg/kg

vorlag, ist ein Zusammenhang durchaus wahrscheinlich.

Zur Untersuchung der Auswirkung der Bodenbeschaffenheit auf die Bitter-

stoffbildung wurden je drei Proben der Sorten Kazan und Kamaran analysiert,

die auf unterschiedlichen Feldern gewachsen waren (Tabelle 19).

Bei der sensorischen Untersuchung wurde die Bitterkeit der Proben der Sorte

Kazan mit den Werten 0,2, 0,2 und 0,5 bewertet. Somit wiesen alle drei Proben

nur einen geringen Bittergeschmack auf. Im Gegensatz dazu bewerteten die

Sensoriker die Proben der Sorte Kamaran mit Werten von 1,2, 1,5 und 2,0 als

deutlich bitterer. Da jeweils die drei Proben der gleichen Sorte auf

unterschiedlichen Feldern gewachsen waren, jedoch sortenintern ähnliche

Bitterkeiten zeigten, schien die Beschaffenheit des Bodens im vorliegenden Fall

keinen größeren Einfluss auf die Bitterstoffbildung gehabt zu haben. Dies wird

auch dadurch bestätigt, dass die Proben Kazan (2) und Kamaran (1) sowie

Kazan (3) und Kamaran (3), die jeweils auf den gleichen Feldern gewachsen

waren, völlig unterschiedliche Bitterkeiten aufwiesen.
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Tabelle 19 Einfluss der Bodenbeschaffenheit auf die Bitterstoffbildung

Sorte 6-Methoxymellein
[mg/kg]

Falcarinol
[mg/kg]

F-acetat 1

[mg/kg]
F-diol 2

[mg/kg
]

BA
F-diol 3

Bitterkeit
(0-3)

Kazan (1) a 0,1 7,9 15,3 33,0 3,3 0,2

Kazan (2) b 0,3 20,8 16,9 15,5 1,6 0,2

Kazan (3) d 0,6 27,5 9,2 38,5 3,9 0,5

Kamaran (1) b 0,1 12,0 8,8 46,4 4,6 1,2

Kamaran (2) c 2,0 18,5 8,6 46,8 4,7 1,5

Kamaran (3) d 7,8 7,0 32,4 114,3 11,4 2,0

a,b,c,d Sorten mit gleichem Buchstaben wuchsen auf dem gleichen Feld
1 Gehalt an Falcarindiol-3-acetat
2 Gehalt an Falcarindiol
3 Bitteraktivität des Falcarindiols

2.3.2 Untersuchungen zum Einfluss der Morphologie auf die Bitter-
stoffverteilung sowie zum Einfluss technologischer Prozesse auf
den Polyacetylen- und 6-Methoxymelleingehalt

Zunächst sollte der Einfluss der Morphologie auf die Verteilung der Bitterstoffe

innerhalb der verschiedenen Gewebeschichten der Karotte untersucht werden.

2.3.2.1 Einfluss der Morphologie

Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Lokalisierung der bisacety-

lenischen Bitterstoffe und des 6-Methoxymelleins in der Karotte zu identifi-

zieren. Zu diesem Zweck wurden die Karotten in der Mitte quer in eine vordere

Hälfte (Spitze) und eine hintere Hälfte (Endstück) geteilt. In einem weiteren

Versuch wurden Xylem und Phloem (mit Schale) separiert. Die so erhaltenen

Karottenteile wurden anschließend getrennt analytisch und sensorisch auf ihre

Gehalte an Bitterstoffen untersucht (Tabelle 20).
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Tabelle 20 Gehalte an bisacetylenischen Bitterstoffen und 6-Methoxymellein

sowie sensorisch bestimmte Bitterkeit in verschiedenen Karotten-

teilen

Konzentration [mg/kg] in
Endstück Spitze Phloem 1 Xylem

Falcarinol 24,0 20,4 28,6 24,7

Falcarindiol 33,5 18,7 33,2 14,9

Falcarindiolacetat 15,2 8,0 11,5 13,3

Methoxymellein 0,2 0,2 0,3 < 0,1

Bitterkeit 0,5 0 0,6 0,2

1 inklusive Schale

Aus Tabelle 20 ist ersichtlich, dass die Verbindungen Falcarinol, Falcarindiol-3-

acetat und 6-Methoxymellein mit Werten von 20,4 - 28,6 mg/kg, 8,0 -

15,2 mg/kg und bis zu 0,3 mg/kg jeweils über die gesamte Karotte relativ

gleichmäßig verteilt waren und somit sowohl im Endstück der Spitze als auch

im Xylem und Phloem in vergleichbaren Konzentrationen vorlagen. Dagegen

war das Falcarindiol im Endstück mit einem Gehalt von 33,5 mg/kg und im

Phloem mit einem Gehalt von 33,2 mg/kg in deutlich höheren Konzentrationen

vorhanden als in der Karottenspitze (18,7 mg/kg) und im Xylem (14,9 mg/kg).

Diese Befunde deckten sich auch mit der sensorisch bestimmten Bitterkeit

(Abbildung 36). Weiterhin ist aus Abbildung 36 ersichtlich, dass die

Verbindung Falcarindiol in allen Karottenteilen die höchsten Bitteraktivitätswerte

aufwies. Diese reichten von Werten > 3 im Endstück und im Phloem über einen

Wert von ca. 2 in der Karottenspitze bis zu einem Wert von 1,5 im Xylem. Alle

diese Werte lagen somit oberhalb der Geschmacksschwelle vor. Auch die

Verbindung Falcarinol war in allen Karottenteilen mit Bitteraktivitäten zwischen

1,0 und 1,4 knapp oberhalb der Geschmacksschwelle vorhanden. Für die

Verbindungen Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein konnten dagegen in

allen untersuchten Karottenteilen nur Bitteraktivitäten berechnet werden, die

jeweils deutlich unter 0,5 lagen und somit die jeweiligen Geschmacksschwellen

nicht erreichten.
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Abbildung 36 Bitteraktivitätswerte von Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-

acetat und Methoxymellein sowie sensorisch bestimmte

Bitterintensität in verschiedenen Karottenteilen

2.3.2.2 Einfluss der industriellen Karottenbreiherstellung

Bei der industriellen Karottenbreiherstellung werden frische Karotten zunächst

gewaschen und anschließend im Dampfschäler von der Schale befreit. Die

geschälten Karotten werden in Würfel von etwa 10 mm Kantenlänge ge-

schnitten und von einer Fotozelle optisch auf Farbveränderungen (haupt-

sächlich grüne und schwarze Stellen) geprüft. Unerwünschte Würfel werden mit

Hilfe eines Pressluftstrahls aussortiert. Die übrigen Würfel werden weiter

zerkleinert, nach Wasserzugabe gekocht und heiss in Gläschen abgefüllt. Die

Gläschen werden unter Vakuum verschlossen und im Anschluss sterilisiert.

Zur Untersuchung der Veränderungen im Polyacetylen- und Methoxymellein-

gehalt während dieser Herstellungsprozedur wurden aus der laufenden Produk-

tion frische gewaschene Karotten, dampfgeschälte Karotten, akzeptable sowie
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aussortierte Karottenwürfel, unsterilisierter und sterilisierter Brei entnommen

und die Zielverbindungen quantitativ bestimmt (Tabelle 21).

Tabelle 21 Konzentrationen der Bitterstoffe in Produkten der industriellen

Karottenbreiherstellung

Konzentration [mg/kg] an
Probe F-ol 1 F-2ol 2 F-Ace 3 MM 4

Karotten (gewaschen) 15,2 36,9 17,9 1,9

Karotten (geschält) 14,4 12,3 9,7 0,2

Würfel 13,4 16,7 11,8 0,2

Würfel (aussortiert) 14,9 36,2 18,0 0,6

Brei (unsteril) 10,7 16,8 14,3 0,5

Brei (steril) 10,9 17,2 13,4 0,5

1 Falcarinol 2 Falcarindiol 3 Falcarindiol-3-acetat 4 6-Methoxymellein

Die Werte in Tabelle 21 bzw. Abbildung 37 zeigten eine deutliche Ver-

änderung in den Gehalten an Falcarindiol, während die Konzentrationen der

anderen Substanzen mehr oder weniger konstant blieben. So schwankte der

Gehalt an Falcarindiol von 12,3 mg/kg bis 36,9 mg/kg während z.B. die

Konzentration von Falcarinol nur eine Veränderung zwischen 10,7 mg/kg und

15,2 mg/kg zeigte. Die stärkste Veränderung im Falcarindiolgehalt war nach der

Dampfschälung zu beobachten. Hier kam es zu oben beschriebener Abnahme

von 36,9 mg/kg auf 12,3 mg/kg, also auf 1/3 des Wertes vor der Schälung. Dies

ließ den Schluss zu, dass die höchsten Falcarindiolgehalte in den

Karottenrandschichten vorliegen und bestätigte damit das Ergebnis aus den

Untersuchungen zur Lokalisierung der Bitterstoffe im Gewebe (s. 2.3.2.1).
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Abbildung 37 Einfluss der industriellen Breiherstellung auf die Bitteraktivitäts-

werte der Verbindungen Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-

acetat und 6-Methoxymellein in Zwischen- und Endprodukten

Weiterhin war mit 36,2 mg/kg ein relativ hoher Falcarindiolgehalt in den

aussortierten Würfeln vorhanden, die überwiegend aus grünen Endstücken

bzw. schwarzen Karottenrandschichten bestanden. Dies korreliert sehr gut mit

der Erkenntnis, dass das Falcarindiol in diesen Bereichen der Karotte in relativ

hohen Konzentrationen vorliegt.

Der Koch- und Sterilisationsprozesses scheint hingegen kaum eine

mengenmäßige Veränderung in den Bitterstoffgehalten zu bewirken. So sank

beispielsweise während dieser Prozedur der Gehalt an Falcarinol nur von 13,4

mg/kg auf 10,9 mg/kg. Ein temperaturbedingter Abbau der Substanzen kann

somit ausgeschlossen werden.

Bei Betrachtung der Bitteraktivitäten (Abbildung 37) fällt auf, dass nur die

Verbindung Falcarindiol einen Bitteraktivitätswert > 1 besaß und somit während
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der gesamten Herstellungsprozedur oberhalb der Geschmacksschwelle vorlag.

Alle übrigen Bitterstoffe lagen unterhalb ihrer Schwellenwerte vor. Die Ver-

bindung Falcarinol besaß Bitteraktivitäten > 0,5, die Substanzen Falcarindiol-3-

acetat und 6-Methoxymellein lagen dagegen deutlich unterhalb dieses Bitter-

aktivitätswertes vor.

2.3.2.3 Einfluss des Blanchierens

Um weitere Kenntnis über den Einfluss technologischer Verfahren auf die

Gehalte der Bitterstoffe in Karotten zu gewinnen, wurde die Konzentration an

Falcarinol, Falcarindiol, Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein in Karotten

vor und nach dem Blanchieren gemessen.

Hierzu wurden Karotten in Würfel mit 0,5 cm Kantenlänge geschnitten und 30

Sekunden in kochendem Wasser blanchiert. Anschließend wurden die Würfel

mit Zellstoff kurz abgetrocknet und danach zur Bitterstoff-Quantifizierung

eingesetzt. In einem Kontrollansatz wurden nicht blanchierten Karottenwürfel

auf gleiche Weise untersucht.

Wie aus Abbildung 38 ersichtlich, nahmen die Gehalte an Falcarinol,

Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein während des Blanchierprozesses

etwa um 40 % ab. So sank z.B. der Gehalt an Falcarinol von 13,2 mg/kg in den

frischen Karotten auf 7,7 mg/kg nach dem Blanchieren. Die Konzentration von

Falcarindiol-3-acetat nahm von 10,1 mg/kg auf 5,7 mg/kg ab. Der drastischste

Konzentrationsabfall wurde jedoch für das Falcarindiol gemessen. Hier sank der

Gehalt von 47,7 mg/kg vor dem Blanchieren um Faktor 3 auf eine Konzentration

von 17,1 mg/kg.
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Abbildung 38 Vergleich der Polyacetylen- und Methoxymelleingehalte von

blanchierten und nicht blanchierten Karottenwürfeln

2.3.3 Diskussion

Die Untersuchung verschiedener Karottensorten ergab, dass Unterschiede in

den Bitterkeiten bestanden. So wurde bei den analysierten Karotten ein

stärkerer Bittergeschmack in den Sorten Bangor, Kamaran, Kathmandu,

Nandrin und Sunset gefunden, die mit Bitterintensitäten zwischen 0,9 und 1,7

bewertet wurden. Andere Sorten, wie z.B. Bersky, Fayette, Florida, oder Infinity,

erreichten dagegen nur Werte zwischen 0,1 und 0,2.

Im Gegensatz dazu schien die jeweilige Bodenbeschaffenheit bei den hier

untersuchten Karotten keinen größeren Einfluss auf die Bitterstoffbildung

gehabt zu haben, da auf jeweils gleichen Feldern sowohl bittere als auch nicht

bittere Karotten gewachsen sind. Hätte allein die Beschaffenheit des Bodens

einen signifikanten Einfluss auf die Ausbildung des Bittergeschmacks gehabt,
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so müssten alle Karotten des selben Feldes entweder bitter oder nicht bitter

schmecken.

Untersuchungen zur Lokalisierung der Bitterstoffe in den verschiedenen

Gewebeschichten der Karotte ergaben eine relativ gleichmäßige Verteilung der

Verbindungen Falcarinol, Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein über die

gesamte Karotte. Dagegen konnte die Substanz Falcarindiol verstärkt in den

Randschichten und im Karottenende gefunden werden. Hier lagen die Gehalte

bei 33 mg/kg während in der Karottenspitze und in den inneren Gewebe-

schichten nur 19 mg/kg bzw. 15 mg/kg vorlagen. Olsson und Svensson (1996)

stellten ebenfalls eine Abnahme des Falcarindiolgehaltes von den äußeren zu

den inneren Gewebeschichten der Karotten fest. Sie fanden Konzentrationen

von 31,9 mg/kg bis 91,5 mg/kg in der Schale und 6,0 mg/kg bis 19,2 mg/kg im

Phloem. Garrod et al. (1978) fanden bei vergleichbaren Untersuchungen einen

Falcarindiolgehalt in der Schale von 93 mg/kg, im Phloem von 12 mg/kg und im

Xylem von 2 mg/kg. Auch diese Untersuchung zeigt somit eine Abnahme der

Konzentration von Falcarindiol in den inneren Gewebeschichten.

Studien über die Veränderung der Bitterstoffgehalte während der technologi-

schen Verarbeitung von Karotten machten deutlich, dass während der industri-

ellen Karottenbreiherstellung die größten Schwankungen im Gehalt der Verbin-

dung Falcarindiol auftraten. Während die Konzentrationen der Substanzen

Falcarinol, Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein während der Dampf-

schälung, Zerkleinerung, des Kochens und Sterilisierens relativ konstant blie-

ben, nahm der Gehalt an Falcarindiol von 36,9 mg/kg vor, auf 12,3 mg/kg nach

der Dampfschälung ab. Dies bestätigt die Erkenntnis, dass die Verbindung

Falcarindiol vorwiegend in den Karottenrandschichten vorliegt. Hingegen hatte

der Koch- und Sterilisierprozess keinen größeren Einfluss auf die Konzentration

dieses Bitterstoffs.

Während des Blanchierprozesses wurde beobachtet, dass die Konzentrationen

an Falcarinol und Falcarindiol-3-acetat um etwa Faktor 2,5, die Konzentration

an Falcarindiol um Faktor 3 abnahmen. Unter Berücksichtigung der gemessen-

en thermischen Stabilität der Bitterstoffe (s. 2.3.2.2) muss angenommen wer-

den, dass die Substanzen aus dem Karottengewebe beim Blanchieren in das
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Kochwasser übergehen. Dies stützt auch die verstärkte Abnahme der

Konzentration des Falcarindiols, das aufgrund seiner größeren Polarität in

stärkerem Maße in die Wasserphase extrahiert werden sollte als das weniger

polare Falcarinol bzw. das Falcarindiol-3-acetat.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Untersuchungsmaterial

Für die Untersuchungen werden frische Karotten, bitterinduzierte Karotten,

Karottenbrei sowie unterschiedliche Karottensorten verwendet.

Frische Karotten (FK) werden aus dem Handel bezogen und am gleichen Tag

aufgearbeitet.

Zur Herstellung bitterinduzierter Karotten (BIK) werden frische Karotten mit

einem Messer an der Oberfläche mehrfach über Kreuz angeritzt und 5 Tage bei

3 °C gelagert.

Der verwendete Karottenbrei (KB) stammt aus Gläschen der Artikel „Früh-

Karotten mit Kartoffeln“ bzw. „Frühkarotten“ der Firma Hipp (Pfaffenhofen), bei

denen Verbraucherreklamationen aufgrund eines bitteren Fehlgeschmacks

auftraten.

Unterschiedliche Karottensorten werden von den Firmen Bejo (Warmenhuizen,

Niederlande), Rijk Zwaan (Welver) und Hipp (Pfaffenhofen) zur Verfügung

gestellt.
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3.2 Chemikalien

Alle kommerziell erhältlichen Substanzen werden von den angegebenen

Quellen bezogen.

Acrolein, Fluka, Neu-Ulm

Ammoniumchlorid p.a., Merck, Darmstadt

[E]-2-Decenal (95%), Acros Organics, Schwerte

Deuterobenzol, 99,96 Atom-% D, Isocom GmbH, Landshut

Deuterochloroform, 99,96 Atom-% D, Isocom GmbH, Landshut

Diethylether, Merck, Darmstadt. Vor Gebrauch an einer Füllkörperkolonne

(150 x 6 cm) frisch destilliert

Ethanol absolut, Merck, Darmstadt

Ethinylmagnesiumbromid, Aldrich, Steinheim

Ethylacetat p.a., Merck, Darmstadt

Hexan SupraSolv, Merck, Darmstadt

Kupfer(I)chlorid, Merck, Darmstadt

Methanol LiChrosolv, Merck, Darmstadt

7-Methoxycumarin, Aldrich, Steinheim

Natriumchlorid p.a., Merck, Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat p.a., Merck, Darmstadt

Natriumsulfat (wasserfrei), Merck, Darmstadt

Pentan, Merck, Darmstadt. Vor Gebrauch an einer Vigreuxkolonne (50 x 1 cm)

frisch destilliert

Tetramethylsilan, Isocom GmbH, Landshut

2,4,5-Trimethoxybenzaldehyd, Aldrich, Steinheim
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3.3 Lösungsmittelextraktion der Karotten und Karotten-
produkte

3.3.1 Frische Karotten und bitterinduzierte Karotten

Die Karotten werden gewaschen, abgetrocknet und in einem Schnellzerklein-

erer (Moulinette, Privileg) zerkleinert. Das Karottenpüree (1 kg) wird dreimal mit

je 1400 ml Hexan für 20 Minuten extrahiert, das Lösungsmittel über eine

Nutsche abgesaugt und am Rotationsverdampfer (Rotavapor R, Büchi, Kon-

stanz) im Vakuum bei 30 °C zur Trockene eingeengt und so der Hexanextrakt

erhalten. Der Karottenrückstand wird anschließend dreimal für 20 Minuten mit je

1400 ml Ethanol extrahiert und das Lösungsmittel über eine Nutsche

abgesaugt. Das Filtrat wird im Vakuum vom Solvens befreit, wobei der

Ethanolextrakt erhalten wird. Der verbleibende Karottenrückstand wird

abschließend dreimal 20 Minuten lang mit je 1400 ml destilliertem Wasser

extrahiert und das Lösungsmittel wiederum über eine Nutsche abgesaugt. Das

Filtrat wird gefriergetrocknet (Delta I, Christ, Osterode) und so der Wasser-

extrakt erhalten. Die Gehalte der erhaltenen Extraktionsrückstände werden

durch Auswiegen bestimmt.

3.3.2 Karottenbrei

Der Karottenbrei (1 kg) wird in Edelstahlschalen eingewogen, gefriergetrocknet,

zu einem feinen Pulver vermahlen und dreimal mit je 700 ml Hexan je 20

Minuten extrahiert. Die Suspension wird 10 Minuten bei 4500 Upm zentrifugiert

und das Lösungsmittel über eine Nutsche abgesaugt. Das Filtrat wird

anschließend im Vakuum vom Lösungsmittel befreit und so der Hexanextrakt

erhalten. Der verbleibende Karottenbreirückstand wird dreimal einer 20

minütigen Extraktion mit je 700 ml Ethanol unterzogen. Die erhaltene

Suspension wird 10 Minuten bei 4500 Upm zentrifugiert, das Lösungsmittel

über eine Nutsche abgesaugt und am Rotationsverdampfer im Vakuum vom
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Lösungsmittel befreit (Ethanolextrakt). Der Karottenbreirückstand wird

anschließend dreimal für 20 Minuten mit je 700 ml destilliertem Wasser

extrahiert. Die Suspension wird wiederum 10 Minuten bei 4500 Upm

zentrifugiert, das Lösungsmittel über eine Nutsche abgesaugt und in zuvor

gewogenen Edelstahlschalen gefriergetrocknet (Wasserextrakt). Die Gehalte

der Extraktionsrückstände werden durch Auswiegen bestimmt.

3.4 Chromatographische Fraktionierung der Lösungsmittel-
extrakte

3.4.1 Gelpermeationschromatographie

Die Rückstände der Hexan- bzw. Ethanol-Extraktion von 1 kg Karottenmaterial

werden in Ethanol im Ultraschallbad gelöst, filtriert und das Filtrat im Vakuum

auf jeweils 10 ml konzentriert. Anschließend werden diese ethanolischen

Lösungen membranfiltriert und auf eine zuvor mit ethanolkonditioniertem

Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) gefüllte,

wassergekühlte Glassäule (100 cm x 50 mm, XK 50/100, Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) gegeben. Die Chromatographie mit Ethanol (2 ml/min) wird

mittels UV-Detektion (UV-1570/1575, Jasco, Groß-Umstadt) bei 302 nm verfolgt

und das Eluat in zehn Fraktionen (Hexanextrakt: H-I bis H-X bzw.

Ethanolextrakt: E-I bis E-X) mit einem Fraktionssammler (Ultrorac II, LKB,

Bromma) aufgefangen.

3.4.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie

Die GPC-Fraktionen H-VIII und E-VI werden im Vakuum vom Lösungsmittel

befreit, in Methanol/Wasser (70/30, v/v; 3 ml) aufgenommen und bei 3000 Upm

10 Minuten zentrifugiert. Zur Abtrennung der geschmacksinaktiven Carotinoide

sowie der von RP-18-Material unter den gegebenen Bedingungen nicht mehr
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eluierbaren Substanzen wird der Überstand abpipettiert, auf eine kleine Säule

(1 cm2 x 10 cm, A x h), die mit RP-18-Material (LiChroprep 25-40 µm, Merck,

Darmstadt) gefüllt ist, aufgegeben und mit 40 ml Methanol eluiert. Das

Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt, der Rückstand in 1,5 ml

Methanol/Wasser (70/30, v/v) gelöst, membranfiltriert und in Aliquoten von 200

µl mittels semipräparativer RP-HPLC (Säulenmaße 250 x 10 mm) an ODS-

Hypersil, 5 µm, 120 A (Thermo Hypersil GmbH, Kleinostheim) getrennt.

Die HPLC-Anlage (BIO-TEK Kontron Instruments, Eching) besteht aus zwei

Pumpen (Typ 522), einem Rheodyne Injektor (250 µl Probenschleife) und

einem UV/VIS Detektor (Typ 535). Die Fließgeschwindigkeit beträgt bei

analytischen Untersuchungen 1,0 ml/min und bei präparativen Trennungen

4,5 ml/min. Die Chromatographie wird mit dem UV-Detektor bei 220 nm

(Fraktion VI) bzw. 260 nm (Fraktion VIII) verfolgt. Einzelne Peaks im Chromato-

gramm werden gesammelt und peakfreie Abschnitte in Fraktionen zu 2 min auf-

gefangen.

Die Elution erfolgt mit folgenden Gradienten:

Für GPC-Fraktion VI: ausgehend von einem Anfangsgradienten von

Methanol/Wasser (70/30, v/v) wird der Methanolgehalt innerhalb von 50

Minuten auf 100 % gesteigert und für 10 Minuten gehalten.

Für GPC-Fraktion VIII: ausgehend von einem Anfangsgradienten von

Methanol/Wasser (40/60, v/v) wird der Methanolgehalt innerhalb von 10

Minuten auf 60 % und anschließend innerhalb von weiteren 15 Minuten auf

80 % erhöht. Danach wird das Fließmittel innerhalb von 0,05 Minuten auf 100 %

Methanol umgestellt und 10 Minuten isokratisch eluiert.
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3.5 Isolierung und Identifizierung von Bitterstoffen

3.5.1 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-dihydroisocumarin
(6-Methoxymellein)

Zur Isolierung des 6-Methoxymelleins wird die GPC-Fraktion H-VIII mittels
präparativer Dünnschichtchromatographie auf Kieselgel 60 (Schichtdicke
0,5 mm, Merck, Darmstadt) mit Toluol/Methanol (50/1, v/v) als mobiler Phase
aufgetrennt. Die fluoreszierende Bande bei einem Rf-Wert von 0,46 wird
abgekratzt und die Zielverbindung mit Ether/Methanol (90/10, v/v) eluiert.
Anschließend wird das Lösungsmittel über Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum fällt ein weisses Pulver in einer
Reinheit von > 99 % an, das mittels NMR-Spektroskopie (360 MHz, CDCl3) und
HRGC/MS eindeutig als 6-Methoxymellein identifiziert werden kann.

Spektroskopische Daten von 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-
dihydroisocumarin:
HRGC/MS(EI): m/z 164 (100), 208 (98; [M]+), 165 (66), 190 (51), 179 (29), 209
(26), 78 (16), 69 (15), 162 (15), 119 (13)
1H-NMR (360 MHz, CDCl3; DQF-COSY):
δ 1,51 (3H, d, 6,6 Hz, H-C(10)), 2,87 (2H, d,
6,6 Hz, H-C(8)), 3,85 (3H, s, H-C(11)), 4,67
(1H, m, H-C(9)), 6,25 (1H, d, 2,2 Hz, H-C(6)),
6,37 (1H, d, 2,7 Hz, H-C(4)), 11,25 (1H, s, H-
C(3)); 13C-NMR (360 MHz, CDCl3; DEPT-
135, HMQC, HMBC): δ 20,6 (CH3, C(10)),
34,8 (CH2, C(8)), 55,5 (CH3, C(11)), 75,4 (CH,
C(9)), 99,4 (CH, C(6)), 101,5 (CH, C(4)),
106,1 (C, C(2)), 140,8 (C, C(7)), 164,5 (C,
C(3)), 165,7 (C, C(5)), 169,8 (CO, C(1)). Die
Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf
nebenstehende Struktur.
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3.5.2 5-Hydroxy-7-methoxy-2-methylchromon (Eugenin) und
2,4,5-Trimethoxybenzaldehyd (Gazarin)

Zur Isolierung und Identifizierung von Eugenin und Gazarin wird die GPC-
Fraktion H-VIII aus bitterinduzierten Karotten, wie unter 3.4.2 beschrieben,
durch semipräparative RP-HPLC getrennt. Die Fraktionen, die bei 10-15
Minuten (Fraktion H-VIII/3) bzw. bei 22-27 Minuten (Fraktion H-VIII/6) eluieren
werden gesammelt, das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand
gefriergetrocknet.

Fraktion H-VIII/6 enthält ein weisses Pulver in einer Reinheit von > 99 %, das
mittels NMR-Spektroskopie (400 MHz, CDCl3) und HRGC/MS eindeutig als
Eugenin identifiziert werden kann.

Spektroskopische Daten von 5-Hydroxy-7-methoxy-2-methylchromon:
HRGC/MS(EI): m/z 206 (100; [M]+), 177 (96), 176 (50), 69 (43), 163 (40), 148

(39), 95 (38), 205 (36), 123 (32), 207 (26)
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; DQF-COSY):

δ 2,34 (3H, s, H-C(10)), 3,85 (3H, s, H-C(11)),

6,02 (1H, s, H-C(8)), 6,33 (1H, d, 2,2 Hz,

H-C(4)), 6,36 (1H, d, 2,2 Hz, H-C(6)), 12,68

(1H, s, HO-C(3)); 13C-NMR (360 MHz, CDCl3;

DEPT-135, HMQC, HMBC): δ 22,7 (CH3,

C(10)), 55,7 (CH3, C(11)), 92,5 (CH, C(6)),

97,9 (CH, C(4)), 105,3 (C, C(2)), 108,8 (CH,

C(8)), 158,1 (C, C(9)), 162,3 (C, C(7)), 165,4

(C, C(3)), 166,8 (C, C(5)), 182,5 (C, C(1)). Die

Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf

nebenstehende Struktur.
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Durch Vergleich der Retentionszeiten und GC/MS Daten mit der käuflich
erhältlichen Referenzsubstanz, kann die Verbindung Gazarin in Spuren in
Fraktion H-VIII/3 nachgewiesen werden.

HRGC/MS(EI): m/z 196 (100; [M]+), 181 (72), 150 (67), 125 (65), 153 (58), 95
(56), 69 (49), 110 (48), 109 (47), 179 (45).

3.5.3 [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol), [Z]-Heptadeca-1,9-
dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol) und [Z]-3-Acetoxy-heptadeca-
1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat)

Die GPC-Fraktion E-VI aus 24 kg Karottenbrei wird im Vakuum vom
Lösungsmittel befreit, in Pentan (6 ml) aufgenommen und auf eine wasser-
gekühlte Glassäule (300 x 18 mm) gegeben, die zuvor mit pentankonditionier-
tem Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm; Merck, Darmstadt) gefüllt worden ist. Die
anschließende Elution erfolgt nacheinander mit folgenden Lösungsmittel-
gemischen: Pentan (Fraktion A; 110 ml), Pentan/Ether (Fraktion B; 90/10, v/v;
110 ml), Pentan/Ether (Fraktion C; 80/20, v/v; 110 ml), Pentan/Ether (Fraktion
D; 70/30, v/v; 110 ml), Pentan/Ether (Fraktion E; 60/40, v/v; 110 ml),
Pentan/Ether (Fraktion F; 50/50, v/v; 110 ml) und Ether (Fraktion G; 110 ml).
Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum werden die Fraktionen D und E
jeweils in 4 ml Methanol/Wasser (70/30, v/v) gelöst, membranfiltriert und wie
unter 3.4.2 beschrieben mittels semipräparativer RP-HPLC aufgetrennt. Die drei
Peaks, die bei 17, 22,5 und 28 Minuten eluieren, werden gesammelt. Nach
Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum und anschließender Gefriertrocknung
fällt in den drei Fraktionen jeweils ein farbloses Öl in einer Reinheit von >99 %
an. Die erhaltenen Öle können mittels ein- und zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie (400 MHz, C6D6 bzw. CDCl3) und HRGC/MS eindeutig als
[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol), [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-
diin-3,8-diol (Falcarindiol) und [Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol
(Falcarindiol-3-acetat) identifiziert werden.
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Spektroskopische Daten von [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol:

                                

HO

1 2
3 4    5     6    7 8

9     10

11
12

13
14

15
16

17

HOHO

HRGC/MS(EI): m/z 91 (100), 117 (86), 103 (81), 55 (75), 115 (70), 159 (67),

131 (53), 129 (48), 43 (47), 41 (41); HRGC/MS(CI, NH3): m/z 244 (100), 245

(28), 246 (10), 247 (9), 227 (9), 262 (9), 229 (9), 260 (7), 206 (7), 243 (6).
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, DQF-COSY): δ 0,88 (3H, t, 7,0 Hz H-C(17)), 1,28

(8H, m, H-C(13-16)), 1,35 (2H, m, H-C(12)), 1,85 (1H, d, 6,5 Hz, HO-C(3)),

2,02 (2H, m, H-C(11)), 3,03 (2H, d, 6,9 Hz, H-C(8)), 4,91 (1H, m, H-C(3)),

5,24 (1H, m, 10,2 Hz, Ha-C(1)), 5,38 (1H, m, 6,9, 10,6 Hz, H-C(9)), 5,46 (1H,

m, 17,5 Hz, Hb-C(1)), 5,52 (1H, m, 7,4, 10,5 Hz, H-C(10)), 5,94 (1H, ddd, 5,3,

10,2, 17,0 Hz, H-C(2)); 13CNMR (360 MHz in CDCl3; DEPT-135, HMQC,

HMBC): δ 14,1 (CH, C(17)), 17,7 (CH2, C(8)), 22,7 (CH2, C(16)), 27,2 (CH2,

C(11)), 29,2 (CH2, C(14)), 29,2 (CH2, C(13)), 29,3 (CH2, C(12)), 31,8 (CH2,

C(15)), 63,6 (CH, C(3)), 64,0 (C, C(6)), 71,4 (C, C(5)), δ 74,3 (C, C(4)), 80,3

(C, C(7)), 117,0 (CH2, C(1)), 121,9 (CH, C(9)), 133,1 (CH, C(10)), 136,2 (CH,

C(2)). Die Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf oben abgebildete

Struktur.
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Spektroskopische Daten von [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol:
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HRGC/MS(EI): m/z 129 (100), 128 (83), 115 (78), 91 (77), 55 (73), 77 (59), 41

(56), 157 (46), 105 (45), 43 (45); HRGC/MS(CI, NH3): m/z 260 (100), 154 (77),

225 (63), 242 (56), 243 (48), 204 (32), 172 (25), 261 (24), 244 (21), 205 (21).
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, DQF-COSY): δ 0,91 (3H, t, 7,1 Hz H-C(17)), 1,17

(8H, m, H-C(12-15)), 1,28 (2H, m, H-C(16)), 1,32 (1H, d, 6,3 Hz, HO-C(3)),

1,41 (1H, d, 4,5 Hz, HO-C(8)), 1,86 (2H, m, H-C(11)), 4,51 (1H, dd, 6,3, 7,6

Hz, H-C(3)), 4,89 (1H, m, 1,4, 10,2 Hz, Ha-C(1)), 5,00 (1H, dd, 4,5, 8,0 Hz, H-

C(8)), 5,23 (1H, m, 1,4, 17,0 Hz, Hb-C(1)), 5,33 (1H, m, 7,5, 10,6 Hz, H-C(10)),

5,48 (1H, m, 8,0, 10,6 Hz, H-C(9)), 5,65 (1H, ddd, 7,6, 10,2, 17,0 Hz, H-C(2));
13C-NMR (360 MHz in CDCl3; DEPT-135, HMQC, HMBC): δ 14,1 (CH, C(17)),

22,6 (CH2, C(16)), 27,2 (CH2, C(11)), 29,1 (CH2, C(14)), 29,2 (CH2, C(13)),

29,3 (CH2, C(12)), 31,8 (CH2, C(15)), 58,7 (CH, C(8)), 63,5 (CH, C(3)), 68,8

(C, C(6)), 70,3 (C, C(5)), 78,3 (C, C(4)), 79,9 (C, C(7)), 117,3 (CH2, C(1)),

127,7 (CH, C(9)), 134,7 (CH, C(10)), 135,9 (CH, C(2)). Die Bezifferung der C-

Atome bezieht sich auf oben abgebildete Struktur.
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Spektroskopische Daten von [Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-
ol:
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HRGC/MS(EI): m/z 43 (100), 129 (57), 157 (55), 128 (54), 161 (51), 115 (50),

171 (44), 91 (41), 55 (39), 133 (37); HRGC/MS(CI, NH3): 285 (100), 320 (24),

286 (20), 243 (13), 302 (11), 244 (9), 242 (9), 260 (5), 321 (5), 245 (5).
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, DQF-COSY): δ 0,87 (3H, t, 7,0 Hz, H-C(17)), 1,28

(8H, m, H-C(13-16)), 1,39 (2H, m, H-C(12)), 1,79 (1H, d, 5,3 Hz, HO-C(8)),

2,09 (3H, s, H-C(19)), 2,10 (2H, m, H-C(11)), 5,16 (1H, dd, 5,3, 8,2 Hz, H-

C(8)), 5,34 (1H, m, 10,0 Hz, Ha-C(1)), 5,52 (1H, m, 8,3, 10,7 Hz, H-C(9)), 5,53

(1H, m, 16,7 Hz, Hb-C(1)), 5,61 (1H, m, 7,3, 10,6 Hz, H-C(10)), 5,87 (1H, ddd,

5,7, 10,0, 16,7 Hz, H-C(2)), 5,92 (1H, m, H-C(3)); 13C-NMR (360 MHz in

CDCl3; DEPT-135, HMQC, HMBC): δ 14,1 (CH, C(17)), 20,9 (CH, C(19)), 22,6

(CH2, C(16)), 27,7 (CH2, C(11)), 29,1 (CH2, C(14)), 29,2 (CH2, C(13)), 29,3

(CH2, C(12)), 31,8 (CH2, C(15)), 58,6 (CH, C(8)), 64,5 (CH, C(3)), 68,6 (C,

C(6)), 70,9 (C, C(5)), 74,8 (C, C(4)), 80,1 (C, C(7)), 119,7 (CH2, C(1)), 127,7

(CH, C(9)), 132,0 (CH, C(10)), 134,7 (CH, C(2)), 169,4 (C, C(18)). Die

Bezifferung der C-Atome bezieht sich auf oben abgebildete Struktur.
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3.6 Synthese von [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol

Wie in Abbildung 28 dargestellt, werden Acrolein und [E]-2-Decenal jeweils mit

Ethinylmagnesiumbromid in einer Grignardreaktion zu 1-Penten-4-in-3-ol bzw.

[E]-4-Dodecen-1-in-3-ol umgesetzt. Diese beiden Verbindungen werden an-

schließend durch Glaser-Kupplung zu [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol

verknüpft.

3.6.1 1-Penten-4-in-3-ol

Zu 100 ml Ethinylmagnesiumbromid (0,5 M in THF) in 40 ml wasserfreiem Ether

wird langsam unter Rühren 3 g (54 mmol) frisch destilliertes Acrolein in 15 ml

wasserfreiem Ether zugetropft. Anschließend wird 2 Stunden bei 60 °C am

Rückfluss gekocht. Nach Abkühlung der Reaktionsmischung im Eisbad wird

durch vorsichtige Zugabe von Wasser hydrolysiert und anschließend gesättigte

Ammoniumchloridlösung zugegeben, bis sich der gebildete Niederschlag

wieder auflöst. Nach Abtrennen der Etherphase und einmaligem Ausschütteln

der Wasserphase mit 100 ml Ether werden die vereinigten Etherphasen

nacheinander je einmal mit 100 ml gesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung

und mit 100 ml gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen. Die Etherphase

wird über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und der Ether am Rotationsver-

dampfer abgezogen. Der verbleibende Rückstand wird unter Vakuum destilliert

(Druck: 20 mbar, Temperatur: 60 °C). Ausbeute: 45 %.

Spektroskopische Daten von 1-Penten-4-in-3-ol: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3):

δ 2,17 (1H, s), 2,58 (1H, d, 2,3 Hz), 4,89 (1H, m), 5,25 (1H, dt, 1,4 Hz, 10,2 Hz),

5,50 (1H, dt, 1,4 Hz, 17,0 Hz), 5,98 (1H, ddd, 5,2 Hz, 10,2 Hz, 17,0 Hz);
13C-NMR (360 MHz, CDCl3): δ 63,3 (CH), 74,8 (C), 83,0 (CH), 117,2 (CH2),

136,9 (CH).
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3.6.2 [E]-4-Dodecen-1-in-3-ol

Die Synthese von [E]-4-Dodecen-1-in-3-ol erfolgt analog dem unter 3.6.1

beschriebenen Verfahren. Anstatt von Acrolein werden 8 g (52 mmol) [E]-2-De-

cenal in 30 ml wasserfreiem Ether zugetropft. Die Destillation erfolgt im Hoch-

vakuum (Druck: 0,5 mbar, Temperatur: 80 °C). Ausbeute: 75 %.

Spektroskopische Daten von [E]-4-Dodecen-1-in-3-ol: HRGC/MS(CI,
Ammoniak): m/z 180 (100), 181 (14), 163 (9), 172 (4); 1H-NMR (400 MHz,

CDCl3): δ 0,88 (3H, t, 6,8 Hz), 1,35 (10H, m), 1,90 (1H, s), 2,07 (2H, m), 2,56

(1H, d, 2,0 Hz), 4,84 (1H, d, 5,7 Hz), 5,61 (1H, m), 5,92 (1H, m); 13C-NMR (360

MHz, CDCl3): δ 14,5 (CH), 22,8 (CH2), 29,2 (CH2), 29,5 (CH2), 29,5 (CH2), 32,2

(CH2), 32,3 (CH2), 63,2 (CH), 74,3 (C), 83,8 (CH), 128,8 (CH), 135,0 (CH).

3.6.3 [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol

Eine Suspension von 1-Penten-4-in-3-ol (2,0 g; 24 mmol), [E]-4-Dodecen-1-in-

3-ol (4,4 g; 24 mmol), Kupfer(I)chlorid (1,0 g; 10 mmol) und Ammoniumchlorid

(0,75 g; 14 mmol) in 50 ml Methanol (mit Salzsäure auf pH 5 eingestellt) werden

im Autoklaven unter Sauerstoff (3 bar) 18 Stunden bei Raumtemperatur gerührt.

Nach Zentrifugation und Filtration der grünen Suspension wird die Reaktions-

mischung mit Ether extrahiert, die organische Phase abgetrennt und die

wässrige Phase erneut dreimal mit Ether ausgeschüttelt. Die vereinigten

organischen Phasen werden über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das

Lösungsmittel unter Vakuum abgezogen.

Zur Isolierung des [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diols wird die erhaltene

Lösung in Ethanol aufgenommen und auf eine wassergekühlte Glassäule

(26 mm x 40 cm, XK 26/40, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) gegeben,

die zuvor mit ethanolkonditioniertem Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) gefüllt wurde. Die Chromatographie mit Ethanol (1 ml/min)

wird mittels UV-Detektion bei 220 nm verfolgt und das Eluat in Fraktionen zu
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4 ml aufgefangen. Die [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol enthaltenden

Fraktionen werden vereinigt, in Methanol/Wasser (70/30, v/v) aufgenommen

und membranfiltriert. Aus dieser Lösung wird durch präparative RP-HPLC

reines [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol (Ausbeute: 2,4 %) gewonnen.

Spektroskopische Daten von [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol:
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0,88 (3H, t, 6,8 Hz), 1,27 (10H, m), 1,39 (2H, m),

1,89 (1H, s), 2,06 (2H, q, 6,1 Hz), 4,89 (1H, d, 5,2 Hz), 4,95 (1H, d, 5,2 Hz),

5,27 (1H, m, 0,91 Hz, 10,0 Hz), 5,48 (1H, m, 0,91 Hz, 17,0 Hz), 5,57 (1H, m, 6,1

Hz, 15,2 Hz), 5,91 (1H, m, 5,2 Hz, 15,2 Hz), 5,95 (1H, ddd, 5,2 Hz, 10,0 Hz,

17,0 Hz); 13C-NMR (360 MHz, CDCl3): δ 14,1 (CH), 22,6 (CH2), 28,8 (CH2), 29,1

(CH2), 29,1 (CH2), 31,8 (CH2), 32,0 (CH2), 63,4 (CH), 63,5 (CH), 69,7 (C), 70,3

(C), 78,3 (C), 79,3 (C), 117,4 (CH2), 127,7 (CH), 135,3 (CH), 135,8 (CH).

Abbildung 39 Struktur von [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol
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Abbildung 40 GC/MS-Spektrum (EI-Modus) von [E]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-
diin-3,8-diol

Abbildung 41 GC/MS-Spektrum (CI[NH3]-Modus) von [E]-Heptadeca-1,9-
dien-4,6-diin-3,8-diol
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3.7 Quantitative Bestimmungen

3.7.1 Quantitative Bestimmung von 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-
dihydroisocumarin (6-Methoxymellein) in gelagerten Karotten

Die Karotten (0-12 Tage bei 3 °C gelagert) werden in einer Moulinette

zerkleinert, das Karottenpüree (100 g) bzw. der handelsübliche Karottenbrei mit

1,5 mg bzw. 0,75 mg des internen Standards 7-Methoxycumarin, gelöst in

Methanol, versetzt und dreimal mit je 170 ml Hexan für 20 Minuten extrahiert.

Die Suspension wird 10 Minuten bei 4500 Upm zentrifugiert, die organische

Phase über eine Nutsche abgesaugt und das Filtrat im Vakuum vom

Lösungsmittel befreit. Der Rückstand wird in Ethanol (10 ml) im Ultraschallbad

gelöst, membranfiltriert und auf eine zuvor mit ethanolkonditioniertem Sephadex

LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) gefüllte, wassergekühlte

Glassäule (50 mm x 100 cm, XK 50/100, Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg) gegeben. Die Chromatographie mit Ethanol (2 ml/min) wird mittels

UV-Detektion bei 302 nm verfolgt und das Eluat in zehn Fraktionen (I - X)

aufgefangen. Die Fraktion VIII wird auf 1 ml konzentriert, membranfiltriert und

zur RP-HPLC (25 x 0,46 cm, ODS-Hypersil, 5 µm, 120 A, Thermo Hypersil

GmbH, Kleinostheim) mit einem Wasser/Methanol-Gradienten [40% Methanol –

(10 min)→ 60% –(15 min)→ 80% (5 min); 1,0 ml/min] und UV-Detektion bei 260

und 302 nm eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgt gemäß der Methode des

internen Standards nach folgender Formel:

c [mg/kg] = 
EAISmISVVPrA

mISPrAVPrmAISV
⋅⋅⋅

⋅⋅⋅



101

AISV: Peakfläche des internen Standards im Vergleichslauf

APrV: Peakfläche der Vergleichssubstanz im Vergleichslauf

mISV: µg interner Standard im Vergleichslauf

mPrV: µg Vergleichssubstanz im Vergleichslauf

AIS: Peakfläche des internen Standards im Analysenlauf

APr: Peakfläche der Vergleichssubstanz im Analysenlauf

mIS: µg interner Standard in der Gesamtprobe

E: Einwaage in g

3.7.2 Simultane quantitative Bestimmung von [Z]-Heptadeca-1,9-dien-
4,6-diin-3-ol, [Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol, [Z]-3-Ace-
toxyheptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol und 3-Methyl-6-methoxy-8-hy-
droxy-3,4-dihydroisocumarin

Die quantitative Bestimmung der Bisacetylene und des 6-Methoxymelleins wird

für Karotten, Karottenbrei und Karottensaft durchgeführt.

Probenvorbereitung

Probenvorbereitung für Karotten

20 g Karotten werden genau eingewogen und die internen Standards

[E]-Falcarindiol (250 µg gelöst in Methanol) sowie 7-Methoxycumarin (50 µg

gelöst in Methanol) zugefügt. Nach Zugabe von 100 ml Ethylacetat werden die

Karotten mit dem Ultra-Turrax (Ultra-Turrax T50, Janke&Kunkel IKA-Labor-

technik, Staufen) homogenisiert. Das Probenmaterial wird dreimal 5 Minuten

lang mit je 100 ml Ethylacetat extrahiert, das Lösungsmittel über eine Nutsche

abgesaugt und im Vakuum abgezogen. Der Rückstand wird in 2 ml Pentan

aufgenommen und 10 Minuten bei 3000 Upm zentrifugiert.

Probenvorbereitung für Karottenbrei

20 g Karottenbrei werden genau eingewogen, mit 100 g Natriumsulfat zu einem

trockenen Pulver verrieben und als interne Standards [E]-Falcarindiol (250 µg

gelöst in Methanol) und 7-Methoxycumarin (50 µg gelöst in Methanol)
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zugesetzt. Das Probenmaterial wird dreimal 5 Minuten lang mit je 100 ml

Ethylacetat extrahiert, das Lösungsmittel über eine Nutsche abgesaugt und im

Vakuum abgezogen. Der Rückstand wird in 2 ml Pentan aufgenommen und 10

Minuten bei 3000 Upm zentrifugiert.

Probenvorbereitung für Karottensaft

20,0 ml Karottensaft werden in einen Schütteltrichter pipettiert und die internen

Standards [E]-Falcarindiol (250 µg gelöst in Methanol) sowie 7-Methoxycumarin

(50 µg gelöst in Methanol) zugefügt. Der Karottensaft wird dreimal mit je 100 ml

Ether ausgeschüttelt. Die Etherphasen werden vereinigt, über Natriumsulfat

getrocknet und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rückstand wird

in 2 ml Pentan aufgenommen und 10 Minuten bei 3000 Upm zentrifugiert.

Reinigung der Extrakte und chromatographische Analyse

Der klare Überstand des Zentrifugats wird auf eine pentankonditionierte Kiesel-

gelkartusche (Sep-Pak Classic Silica, Waters, Irland) aufgegeben und diese

zunächst mit 5 ml Pentan/Diethylether (95/5, v/v) gewaschen. Danach erfolgt

die Elution der Polyacetylene und des 6-Methoxymelleins mit 5 ml Pen-

tan/Diethylether (40/60, v/v). Die erhaltene Fraktion wird unter Vakuum vom

Lösungsmittel befreit, in 1 ml Methanol aufgenommen und membranfiltriert.

Zur gaschromatographischen Bestimmung der Bisacetylene werden die Proben

im Verhältnis 1:5 mit Methanol verdünnt, für die HPLC-Bestimmung von

6-Methoxymellein wird die unverdünnte Probe eingesetzt. Die gaschromato-

graphischen Bedingungen sind unter 3.8.1 und die HPLC-Bedingungen unter

3.7.1 angegeben. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe zuvor aufgenommener

Eichgeraden.
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3.8 Analytisch-instrumentelle Methoden

3.8.1 Kapillargaschromatographie: HRGC/FID

Für die kapillargaschromatographischen Untersuchungen mit Flammenionisa-

tionsdetektor wird ein Gaschromatograph Trace GC (Thermo Quest CE

Instruments) verwendet. Als Trägergas dient Helium bei einem Vordruck von

240 kPa. Die Probenaufgabe erfolgt über einen Cool-On-Column-Injektor mit

Sekundärkühlung. Das Injektionsvolumen beträgt 1 µl. Der FID (250 °C) wird

mit Wasserstoff (20 ml/min) und Luft (200 ml/min) betrieben. Als Make-Up-Gas

dient Stickstoff (30 ml/min). Die Aufzeichnung des Chromatogramms erfolgt mit

einem SP4270 Integrator (Spectra-Physics, San Jose, USA) bei einem Papier-

vorschub von 1 cm/min und einer Abschwächung von 32.

Es wird folgende Kapillarsäule verwendet:

Neutra Bond-1, WCOT Fused Silica, 60 m x 0,25 mm, 0,4 µm Filmdicke (GL

Sciences Inc., Tokyo, Japan).

Die Injektion erfolgt bei einer Ofentemperatur von 50 °C. Nach einer Minute wird

die Temperatur mit einer Heizrate von 10 °C/min auf 250 °C erhöht und diese

Temperatur 15 Minuten gehalten.

3.8.2 Kapillargaschromatographie/Massenspektrometrie

Die GC/MS Untersuchungen erfolgen mit einem Gaschromatograph 5890

Series II (Hewlett Packard, Waldbronn), der mit einem Massenspektrometer

MAT 95 S (Finnigan MAT, Bremen) verbunden ist. Als Trägergas dient Helium

bei einem Fluss von 1,8 ml/min. Die Injektion erfolgt Cool-On-Column. Als

Trennkapillare wird eine SE-54 Säule (30 m × 0,32 mm, Fused Silica, DB-5,

0,25 µm Schichtdicke, J&W Scientific, Fisons, Mainz) verwendet. Die Injektion

erfolgt bei einer Ofentemperatur von 40 °C. Nach zwei Minuten wird die
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Temperatur mit einer Heizrate von 10 °C/min auf 260 °C erhöht und diese

Temperatur 15 Minuten gehalten.

Die Aufnahme der EI-Spektren erfolgt bei einer Ionisierungsenergie von 70 eV,

die Aufnahme der CI-Spektren wird bei einer Ionisierungsenergie  von 115 eV

mit Ammoniak als Reaktandgas durchgeführt.

3.8.3 Kernresonanzspektrometrie (NMR)

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgt an den Spektrometern AM 360

(Bruker, Rheinstetten) und AMX 400 (Bruker, Rheinstetten). Als Lösungsmittel

wird Deuterochloroform und Deuterobenzol, als interner Standard TMS

verwendet.

3.8.3.1  1H-NMR-Spektroskopie

Die 1H-Messungen werden am 400 MHz Gerät durchgeführt. Die Auswertung

der Spektren erfolgt rechnerunterstützt durch das Computerprogramm X-WIN-

NMR (Version 2.6; Bruker, Rheinstetten).

3.8.3.2  13C-NMR-Spektroskopie

Die Messungen werden am 360 MHz Gerät durchgeführt. Zur Verbesserung

des Signal/Rausch-Verhältnisses bzw. zur Unterdrückung der heteronuklearen

J-Kopplungen, erfolgt die Aufnahme unter 1H-Breitbandentkopplung. Die

Erstellung der Spektren erfolgt rechnerunterstützt aus dem FID durch das

Computerprogramm WIN-NMR (Version 6; Bruker, Rheinstetten).
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3.8.3.3  13C-DEPT-(135°)-NMR-Spektroskopie

Die Messungen werden am 360 MHz Gerät durchgeführt. Das DEPT-
Experiment (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) ist eine
Polarisationstransfer-Technik, welche die hohe Polarisation und die gewöhnlich
kürzeren Relaxationszeiten der 1H-Atome ausnützt. Je nach Pulsfrequenz führt
das Experiment zu separaten 13C-Subspektren für Methyl- (CH3), Methylen-
(CH2) und Methinsignalen (CH). Die Basis für die spektralen Ergebnisse stellt
der abschließende 1H-Pulswinkel dar. So erhält man mit einem 135°-Puls die
Signale für Methyl- und Methinkohlenstoffe mit positiver Intensität, die Signale
für Methylenkohlenstoffe mit negativer Intensität. Quartäre Kohlenstoffe können
nicht beobachtet werden. Die Auswertung der Spektren erfolgt rechnerunter-
stützt durch das Computerprogramm WIN-NMR (Version 6; Bruker, Rhein-
stetten).

3.8.3.4 Doppelquantengefilterte H,H-Verschiebungskorrelation (DQF-COSY)

Die Messungen werden am 400 MHz Gerät durchgeführt. Durch eine Reihe von

Messungen, bei denen zwei 90°-Pulse durch jeweils inkrementell veränderte

Wartezeit getrennt sind, werden 1H,1H korrelierte 2D-Spektren erhalten. Die

Signale auf der Diagonalen des 2D-Konturdiagramms stellen hierbei das

eigentliche 1H-Spektrum dar. Die Erkennung von homonuklearen Kopplungen

zwischen einzelnen Wasserstoffatomen ist aufgrund von symmetrisch ange-

ordneten Korrelationssignalen möglich. Die Auswertung der Spektren erfolgt

rechnerunterstützt durch das Computerprogramm X-WIN-NMR (Version 2.6;

Bruker, Rheinstetten).
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3.8.3.5 Heteronukleare inverse Verschiebungskorrelation (HMQC)

Die Messungen werden am 400 MHz Gerät durchgeführt. Die HMQC-Spektros-

kopie (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) ist eine 1H-detektierte,

heteronukleare inverse δ,δ-Verschiebungskorrelation, welche die 1H-Signale in

der einen Dimension mit den 13C-Signalen in der anderen Dimension verknüpft.

Somit wird ein Spektrum erhalten, das auf der einen Achse eine Projektion

entsprechend dem normalen 1H-Experiment, einschließlich aller chemischen

Verschiebungen und JH,H-Kopplungen, und auf der anderen Achse das

korrespondierende 13C-NMR-Spektrum, jedoch ohne quartäre Kohlenstoff-

atome, enthält. Im HMQC-Experiment werden nur direkte Kopplungen (1JC,H)

von 13C gebundenen Protonen gemessen. Die Auswertung der Spektren erfolgt

rechnerunterstützt durch das Computerprogramm X-WIN-NMR (Version 2.6;

Bruker, Rheinstetten).

3.8.3.6 Heteronukleare inverse Long-Range-Verschiebungskorrelation (HMBC)

Die Messungen werden am 400 MHz Gerät durchgeführt. Beim HMBC-

Experiment (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) handelt es sich um eine

modifizierte Version des HMQC-Experiments. Es ist zur Bestimmung von

Kopplungen über mehrere Bindungen (v.a. 2JC,H, 3JC,H, 4JC,H) geeignet, die

durch unterschiedliche Evolutionszeiten verschieden entwickelt werden können,

während geminale Kopplungen unterdrückt werden. Dadurch ist es im Gegen-

satz zum HMQC-Experiment möglich, auch quartäre Kohlenstoffatome zu

detektieren, da diese über mehrere Bindungen ein Proton als Kopplungspartner

haben können. Die Auswertung der Spektren erfolgt rechnerunterstützt durch

das Computerprogramm X-WIN-NMR (Version 2.6; Bruker, Rheinstetten).
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3.9 Human-Sensorische Untersuchungen

3.9.1 Sensorische Analyse von Karotten und Karottenprodukten

Der Bittergeschmack von handelsüblichem Karottenbrei sowie von zerkleinerten

frischen und gelagerten Karotten wird von 10-15 sensorisch geschulten

Prüfpersonen auf einer Skala von 0 (nicht bitter) bis 3 (stark bitter) im

Reihentest bewertet. Die Auswertung erfolgt durch Bildung des arithmetischen

Mittels.

3.9.2 Bestimmung der Bitterschwellenwertskonzentrationen von
Lösungsmittelextrakten

Die Rückstände des Hexan-, Ethanol- sowie des Wasserextraktes werden im

Ultraschallbad in 100 ml Trinkwasser gelöst. Diese Stammlösungen werden

schrittweise im Verhältnis 1:2 mit Trinkwasser verdünnt und diese

Verdünnungen zur sensorischen Prüfung verwendet. Die Sensorik wird als

Reihentest, in Anlehnung an die Literatur (ASU: L 00.90-7, 1995), für Proben

mit Beigeschmack durchgeführt und daraus die Bittergeschmacksschwelle

bestimmt. Die geschmackliche Bewertung der Proben erfolgt durch acht

trainierte Sensoriker, deren Eignung zur Geschmackserkennung zuvor anhand

von Coffein- und Chininhydrochlorid-Lösungen überprüft wurde. Den Prüfern

werden hierzu 3 ml jeder Verdünnungsstufe in steigender Konzentration

angeboten. Die Sensoriker müssen nun die Proben vermerken, die

Bittergeschmack aufweisen. Die Berechnung der Erkennungsschwelle erfolgt

nach dem in der Literatur [ASU: L 00.90-9, 1998] beschriebenen Verfahren (s.

3.9.3).
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3.9.3 Bestimmung der Bittergeschmacksschwellenwerte von Reinsub-
stanzen

Die Bittergeschmacksschwellen werden als Triangeltest-Prüfungen in

Anlehnung an die Literatur [ASU: L 00.90-7, 1995] durchgeführt. Dazu werden

die rein isolierten Substanzen 6-Methoxymellein (8 mg), Eugenin (2,5 mg),

Falcarinol (0,9 mg), Falcarindiol (3,7 mg) und Falcarindiol-3-acetat (1,2 mg)

sowie das käuflich erworbene Gazarin (2,2 mg) eingewogen, in jeweils 10 ml

Trinkwasser im Ultraschallbad aufgenommen und zur Bestimmung von

Schwellenwerten schrittweise im Verhältnis 1:2 mit Trinkwasser verdünnt.

Anschließend wird jede Verdünnung mit je zwei Trinkwasserproben verschlüs-

selt und den Sensorikern in aufsteigender Konzentration angeboten. Die

Testpersonen müssen nun bei jeder Verdünnungsstufe die abweichende Probe

vermerken und deren Geschmackseigenschaft festhalten. Um Zufallstreffer

auszuschließen, wird zur Auswertung als erste richtig erkannte Probe erst

diejenige verwendet, ab der jede weitere Probe in der Verdünnungsreihe richtig

erkannt wird.

Die Berechnung der Erkennungsschwelle E erfolgt nach dem in der Literatur

[ASU: L 00.90-9, 1998] beschriebenen Verfahren:

1) Für eine einzelne Prüfperson

1−⋅= ee ccE

ce: Konzentration in g/l bei erstmaliger Erkennung

ce-1: Konzentration in g/l der vorangegangenen Probe

2) Für die Prüfgruppe

n
n

i
iEE ∏

=

=
1

n: Anzahl der Prüfpersonen

Ei: Erkennungsschwelle für die einzelne Prüfperson (E)

∏
=

n

i
iE

1
: Produkte aus n Werten Ei
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3.9.4 Geschmacksverdünnungsanalysen (GVA)

3.9.4.1 Gelchromatographie/Geschmacksverdünnungsanalyse (GPC/GVA)

Die mittels Gelchromatographie (s. 3.4.1) erhaltenen Fraktionen werden im

Vakuum vom Lösungsmittel befreit und in je 10 ml Ethanol gelöst. Davon

werden 5 ml abpipettiert, das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und in 4 ml

Trinkwasser im Ultraschallbad gelöst. Zur Lokalisierung von Geschmacks-

stoffen werden aus 2 ml der wässrigen Lösungen folgende Verdünnungsreihen

hergestellt: 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16. Zur Sensorik werden je 2 ml der so

erhaltenen Lösungen verwendet und diese im Reihentest auf Bittergeschmack

geprüft. Die Verdünnung, bei der ein Geschmacksunterschied zu zwei

Blindwerten (Wasser) gerade noch feststellbar ist, wird als TD (Taste Dilution)-

Faktor bezeichnet (Hofmann, 1998).

3.9.4.2 HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse (HPLC/GVA)

Die gesammelten HPLC-Fraktionen aus 3.4.2 werden einzeln im Vakuum vom
Lösungsmittel befreit und die erhaltenen Rückstände in 0,75 ml Trinkwasser
aufgenommen. Diese Lösungen der Einzelfraktionen werden stufenweise im
Verhältnis 1:2 mit Wasser verdünnt und in aufsteigenden Konzentrationen im
Reihentest zur sensorischen Bestimmung von TD-Faktoren verwendet (Frank et
al., 2001).
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4 Zusammenfassung

Bei den Herstellern von Babynahrung stellen Karottenprodukte ein Schlüssel-

produkt mit erheblichem Produktions- und Umsatzvolumen dar. Häufig ist

jedoch ein sporadisch auftretender Bittergeschmack solcher Karottenprodukte

der Grund für Verbraucherreklamationen. Trotz langer Erfahrungen im Anbau

und in der Weiterverarbeitung von Karotten sowie einer Vielzahl an wissen-

schaftlichen Studien, waren die am Bittergeschmack ursächlich beteiligten

Verbindungen jedoch bislang nicht geklärt. Die Qualitätsbeurteilung von

Karottenprodukten erfolgt deshalb bis heute in der Industrie lediglich durch rein

sensorische Analysen, die jedoch subjektiven Schwankungen unterliegen.

Im Vordergrund der Arbeit stand die Identifizierung von Bitterstoffen, die

maßgeblich an der Bitterkeit von Karotten und Karottenprodukten beteiligt sind.

Auf der Basis einer Dosis/Aktivitätskorrelation sollten diese Bitterstoffe dann in

ihrem Beitrag zur Bitterkeit bewertet und eine Korrelation zur Gesamtbitterkeit

der Karottenprodukte erarbeitet werden. Im Einzelnen wurden dabei folgende

Ergebnisse erzielt:

Durch sequenzielle Extraktion von Karotten und Karottenbrei mit Lösungs-

mitteln steigender Polarität konnte eine erste Fraktionierung der Bitterstoffe

nach ihrer Hydrophilität/Hydrophobität erreicht werden. Nach Auftrennung

dieser Lösungsmittel-Fraktionen aus bitteren Karotten mittels Gelpermeations-

chromatographie/Geschmacksverdünnungsanalyse gelang es, drei stark bittere

GPC-Fraktionen zu isolieren. Durch die Anwendung der HPLC/Geschmacks-

verdünnungsanalyse konnten aus einer dieser Fraktionen sowohl das

Isocumarinderivat 6-Methoxymellein als auch die bittere Verbindung Eugenin

isoliert und durch GC/MS und NMR-Experimente identifiziert werden. Erstere

Verbindung ist in der Literatur seit knapp 50 Jahren als maßgebende

Bittersubstanz beschrieben.

Zur Bestimmung der Bedeutung des 6-Methoxymelleins wurden quantitative

Studien in Form von Lagerungsexperimenten durchgeführt. Hierbei konnte auf
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der Basis einer Dosis/Aktivitätskorrelation erstmals gezeigt werden, dass das

6-Methoxymellein nicht ursächlich am Bittergeschmack von Karotten und

Karottenprodukten beteiligt ist und sich auch nicht, wie in der Literatur

angenommen, als Messgröße zur Objektivierung der sensorischen Qualität von

Karotten und Karottenprodukten eignet.

Durch Untersuchung der beiden anderen stark bitteren GPC-Fraktionen mittels

HPLC/Geschmacksverdünnungsanalyse wurde erstmals gezeigt, dass die

Bitterkeit von Karotten und Karottenprodukten nicht, wie in der Literatur

berichtet, durch einen einzigen Hauptbitterstoff, sondern durch das

Zusammenspiel vieler bitterer Einzelverbindungen zustande kommt. Durch

GC/MS sowie ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie gelang die

Identifizierung von drei intensiv bitter schmeckenden Bisacetylenen, dem

[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol), dem [Z]-Heptadeca-1,9-dien-

4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol) und dem [Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-

diin-8-ol (Falcarindiol-3-acetat). Zur Bewertung dieser Verbindungen hinsichtlich

ihres Beitrags zur Gesamtbitterkeit wurde eine Schnellmethode mit [E]-

Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol ([E]-Falcarindiol) als internem Standard zur

quantitativen Bestimmung der Bisacetylene entwickelt. Durch Vergleich der

Konzentrationen der drei identifizierten Verbindungen mit der sensorisch

bestimmten Bitterkeit in einer Reihe kommerzieller Karottenprodukte konnte

gezeigt werden, dass insbesondere die Gehalte des intensiv bitteren Falcarin-

diols mit der sensorisch wahrgenommenen Bitterkeit der Karotten und

Karottenprodukte korrelierte. Durch die Bestimmung des Gehaltes an Falcarin-

diol steht nun erstmals ein Schnellverfahren zur Verfügung, welches zur

objektiven Messung des Bittergeschmacks von Karotten und Karottenprodukten

herangezogen werden kann.

Da schon seit längerem vermutet wird, dass die Bildung von Bitterstoffen u.a.

von der kultivierten Karottensorte abhängt, wurden sortenspezifische Unter-

suchungen durchgeführt. Diese zeigten, dass einige Karottensorten tatsächlich

einen stärkeren Bittergeschmack aufwiesen als andere. Als intensiv bitter fielen

hierbei die Sorten Bangor, Kamaran, Kathmandu, Nandrin und Sunset auf,

während beispielsweise die Sorten Bersky, Fayette, Florida oder Infinity eine
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geringere Bitterkeit besaßen. Diese Kenntnisse ermöglichen den Karotten-

produzenten in Zukunft den Anbau der Sorten, die in hohem Maße die Tendenz

zur Bitterstoffbildung aufweisen, zu vermeiden. Die Beschaffenheit des Bodens

schien dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die Bitterstoffbildung zu

haben.

Untersuchungen zur Lokalisierung der Bitterstoffe in den verschiedenen

Gewebeschichten der Karotte ergaben eine relativ gleichmäßige Verteilung der

Verbindungen Falcarinol, Falcarindiol-3-acetat und 6-Methoxymellein über die

gesamte Karotte. Dagegen konnte die bittere Substanz Falcarindiol verstärkt in

den Randschichten und in den Karottenenden gefunden werden.

Studien über die Veränderung der Bitterstoffgehalte während der technologi-

schen Verarbeitung von Karotten machten deutlich, dass während des

Blanchierprozesses die Konzentrationen der bisacetylenischen Bitterstoffe

abnahmen. Diese Abnahme konnte durch den Übergang der Substanzen in das

Blanchierwasser erklärt werden. Untersuchungen zur Veränderung der

Bitterstoffkonzentrationen während der industriellen Karottenbreiherstellung

zeigten die größten Schwankungen im Gehalt der Verbindung Falcarindiol.

Während die Konzentrationen der Substanzen Falcarinol, Falcarindiol-3-acetat

und 6-Methoxymellein während der Dampfschälung, Zerkleinerung, des

Kochens und Sterilisierens relativ konstant blieben, zeigte das Falcarindiol eine

starke Abnahme nach der Dampfschälung. Hingegen hatte der Koch- und

Sterilisierprozess keinen größeren Einfluss auf die Konzentration dieser

Verbindung.

Die erarbeiteten Kenntnisse über die Struktur, die sensorische Aktivität sowie

die Gehalte an Bitterstoffen in gelagerten Karotten sowie Karottenprodukten

stellen die Grundlage dar, um die Bitterkeit von Karotten und Karottenprodukten

analytisch zu objektivieren. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten

analytischen Schnellmethoden zur Bewertung des Bittergeschmacks anhand

der Messung des Falcarindiols werden somit neue Maßstäbe für eine objektive

Beurteilung der Qualität von Karotten und Karottenprodukten setzen. Damit wird

es in Zukunft möglich sein, bereits bei der Rohwaren-Eingangskontrolle die
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Bitterkeit von Karotten objektiv zu bewerten. Solche Karottenchargen, die hohe

Gehalte an Bitterstoffen beinhalten, können frühzeitig erkannt und für die

Verarbeitung sowie den Verkauf gesperrt werden.
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