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Der Mensch hat dreierlei Wege, klug zu handeln:
Erstens durch Nachdenken, das ist der edelste,
Zweitens durch Nachahmen, das ist der leichteste und

Drittens durch Erfahrung, das ist der bitterste.

Konfuzius, chinesischer Philosoph (551-479 v. Chr.)
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Einleitung und Fragestellungen 1

A Einleitung und Fragestellungen

,.Lebensmittel im Sinne dieses Gesetzes sind Stoffe, die dazu bestimmt sind, in unverdnder-
tem, zubereitetem oder verarbeitetem Zustand von Menschen verzehrt zu werden; ausgenom-
men sind Stoffe, die liberwiegend dazu bestimmt sind, zu anderen Zwecken als zur Erndhrung
oder zum Genuss verzehrt zu werden (§1, Abs. 1, LMBG). Der Definition des Lebensmittel-
und Bedarfsgegenstindegesetzes gemill dienen Lebensmittel also in erster Linie der Erndh-
rung und dem Genuss. Um sie hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe entsprechend beurteilen zu kon-
nen, werden instrumentelle Techniken der modernen Lebensmittel- bzw. Naturstoffanalytik
zur Isolierung, Trennung und Strukturaufklarung sowie letztlich auch zur biologischen

Bewertung eingesetzt (Schreier et al., 1998).

Stoftlich bezieht sich die Zweckbestimmung ,,zum Genuss* auf chemische Verbindungen, die
fiir Geruch und Geschmack verantwortlich sind, d.h. Sinneseindriicke, die zusammen mit
Tast-, Textur- und Temperaturempfindungen den sog. ,,Flavour* beim Verzehr von Lebens-
mitteln ausmachen. Unter Aromastoffen versteht man im Ubrigen nur die fliichtigen Anteile
(Aroma), die von den Geruchsrezeptoren entweder direkt durch die Nase oder iiber den Ra-
chenraum beim Essen und Trinken wahrgenommen werden (Ohloff, 1990). Aromastoffe fin-
den sich praktisch in allen chemischen Stoffklassen; sie liegen in Lebensmitteln in Konzentra-
tionsbereichen vor, die von einigen Milligramm (pro Kilogramm bzw. Liter) bis Sub-
Nanogramm (pro Kilo bzw. Liter) reichen. Etwa 7000 Aromastoffe kennt man heute (Nijssen
et al., 1999), wobei aber nur rund 1000 von industriellem Interesse sind (VO EG Nr. 2232-96

des europdischen Parlaments und des Rates vom 28.10.1996).

Aufgrund der seit etwa 30 Jahren laufenden Arbeiten auf dem Gebiet der Aromaforschung
(Teranishi et al., 1999) weill man heute, dass das Vorkommen geringster Anteile eines Aro-
mastoffes oft mit hoher sensorischer Wirkung verkniipft ist (Maarse und Van der Heij, 1994;
Leland et al., 2001). Zu den Spurenkomponenten, bei denen sich gehéuft attraktive Geruchs-
qualititen mit intensiven Geruchseindriicken finden, gehoren insbesondere Schwefelverbin-
dungen (Engel, 1999). So iiberrascht es nicht, dass eine der aktuellen Forschungsstrategien
auf dem Gebiet der Aromastoffe auf die weitere Suche nach unbekannten schwefelhaltigen

chemischen Verbindungen in Lebensmitteln ausgerichtet ist (Mussinan und Keelan, 1994).

Eine weitere, in den letzten Jahren insbesondere auch in unserer Gruppe forcierte Arbeitsrich-

tung betrifft die Erforschung sog. ,,gebundener® Aromastoffe. Seit den Pionierarbeiten insbe-
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sondere von Williams in Australien (Williams et al., 1982; Strauss et al., 1984) ist bekannt,
dass Aromastoffe in pflanzlichen Geweben nicht nur frei, sondern auch — und dies meist in
beachtlichen Mengen — an Kohlenhydrate gebunden vorkommen. Diese Konjugate sind selbst
geruchlos, stellen aber insofern wertvolle Aromastoffvorldufer dar als aus ihnen hydrolytisch
— sdure- oder enzymkatalysiert — Aromastoffe freigesetzt werden konnen (Schreier, 1997).
Der auf diesem Gebiet erarbeitete Kenntnisstand (Winterhalter ez al., 1999) umfasst eine
Vielzahl von Pflanzenfamilien. Trotz dieser umfangreichen Information, die sich meist auf
glykosidisch gebundene und nur sporadisch auf Zuckerester bezieht (Winterhalter et al.,
1997a; Bonnldnder et al., 1998), bestehen iiberraschenderweise noch Liicken, wie z.B. hin-
sichtlich Kaffee.

Als eine dritte, eng mit der Aromastoffforschung in Zusammenhang stehende, aktuelle Ar-
beitsrichtung ist die Bearbeitung von Fragen der sog. ,,Authentizitdt™ zu sehen. Je nach Frage-
stellung kann dieser Begriff umfassen: (i) geographische Herkunft, (ii) genotypische Herkunft
und (iii) Bezeichnung der Quelle einer Substanz (z.B. Biogenese oder chemische Synthese).
Im Aromenbereich spielt die letztgenannte Bedeutung eine wesentliche Rolle, bestehen doch
beachtliche Preisunterschiede zwischen chemisch-synthetisch (d.h. ,naturidentischen*) und
natlirlich oder enzymkatalysiert gewonnenen (d.h. ,,natiirlichen*) Aromastoffen; die Relatio-
nen schwanken von 1:10 bis 1:1000 (Berger, 1995; Krings und Berger, 1998). Aber auch in
anderen Lebensmittelbereichen sind derzeit verstirkt Forschungsaktivititen auf dem Gebiet
der Authentizititskontrolle festzustellen. Als einschlidgiges Beispiel mag hier der infolge der
BSE-Krise bedeutsam gewordene Nachweis der Herkunft von Rindfleisch dienen (Ashurst
und Dennis, 1996; Dennis, 1998; Suhaj und Kovac, 2000).

Fiir den oben genannten Bereich der Erndhrung standen analytisch tiber Jahre klassische Ana-
lysen von Kohlenhydraten, Proteinen, Fetten, Mineralstoffen und Vitaminen sowie deren Ver-
dnderungen bei Herstellung, Verarbeitung und Lagerung von Lebensmitteln im Vordergrund
des Interesses der Lebensmittelchemie. Diese Arbeitsrichtung ist, beeinflusst durch industriel-
le Entwicklungen in den USA und Japan, seit einiger Zeit durch das Gebiet der sog. ,,Bioakti-
vitdt“ ergdnzt worden (Goldberg, 1994; Walker, 2000).

Die in Lebensmitteln enthaltenen Stoffe mit gesundheitsfordernder Wirkung werden als bio-
aktive Substanzen bezeichnet, wobei der Begriff ,,Bioaktivitdt™ im engeren Sinne eine praven-
tive Wirkung in Bezug auf Krankheiten (z.B. antikanzerogen, antithrombotisch, immunmodu-
latorisch) und den Schutz vor Umweltgiften (z.B. antimikrobiell, antioxidativ) umfasst (Wal-

ker, 2000). Hierzu zédhlen die sekundédren Pflanzeninhaltsstoffe wie Carotinoide, Phytosterole,
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Saponine, Glucosinolate, Flavonoide, Phytoestrogene, Protease-Inhibitoren, Terpene und Sul-
fide; insgesamt handelt es sich dabei um 5000-10000 verschiedene Verbindungen. Mit einer
gemischten Kost werden tdglich etwa 1,5 g solcher Pflanzenstoffe aufgenommen (Leitzmann
und Watzl, 1995).

In jiingster Zeit haben die in pflanzlichen Lebensmitteln weit verbreiteten Flavonoide beson-
deres Interesse erweckt. Bisher wurden {iber 4000 solcher Verbindungen in Pflanzen aus den
verschiedensten Familien beschrieben. Flavonoide in freier und glykosidisch gebundener
Form stellen heute den Ausgangspunkt fiir diverse wissenschaftliche Forschungsrichtungen
dar (Harborne und Williams, 2000). Eine essentielle Grundlage fiir diese Untersuchungen
stellt die Isolierung und Charakterisierung von (glykosidisch gebundenen) Flavonoiden aus

den entsprechenden pflanzlichen Geweben dar.

Wirft man einen Blick auf die in diesem einleitenden Abschnitt kurz erlduterten lebensmittel-
chemischen Arbeitsrichtungen und fragt in diesem Zusammenhang nach den instrumentell-
analytischen Voraussetzungen bzw. nach dem aktuellen Kenntnisstand in den genannten Ge-

bieten, so lasst sich folgendes feststellen:

e Die zur Aromastoffanalytik erforderlichen Methoden sind etabliert. Der bislang erar-

beitete, umfangreiche Kenntnisstand erfordert Fokussierung auf attraktive Komponen-
ten des Spurenbereichs, wobei man sich einig ist, dass fiir schwefelhaltige Verbindun-

gen noch Forschungsbedarf besteht (Mussinan und Keelan, 1994; Engel, 1999).

e Die Forschungsaktivitit auf dem Gebiet gebundener Aromastoffe hat ihren Héhepunkt

iiberschritten. Die insbesondere auch durch unsere Gruppe erarbeiteten Informationen
(Schwab, 1989; Krammer et al., 1991; Pabst et al., 1991a; Wintoch et al., 1991; Guo
et al., 1994; Winterhalter und Schreier, 1994) lassen nur wenig Raum fiir Neubearbei-

tungen; Liicken bestehen noch fiir Kaffee.

o Authentizititsbestimmungen von Aromastoffen anhand von Enantiodifferenzierung

- sie sind auf chirale Aromastoffe beschrinkt — hat man etabliert und derzeit auf prak-
tisch alle relevanten Komponenten ausgedehnt (Mosandl, 1998). Massenspektrometri-
sche Erfassung der Diskriminierung stabiler Isotope ist dagegen lediglich hinsichtlich
der Bestimmung des *C/'2C-Verhiltnisses von Naturstoffen gut eingefiihrt (Koziet
et al., 1992; Martin, 1995). Messungen von H/'H- und "®0/®O-Verhiltnissen mittels

Massenspektrometrie sind beziiglich Reinsubstanzen, d.h. via Elementaranalysator in
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einigen Bereichen gingig (Schmidt et al., 1999), die Erfassung von Messdaten im
Rahmen gaschromatographisch-massenspektrometrischer Isotopenverhiltnismessung
(HRGC-IRMS) steht dagegen erst am Anfang (Ruff, 2001; Hor, 2001).

e Die umfangreiche Literatur zum Thema ,,Bioaktivitit* von Flavonoiden — als Beispie-
le seien die einschligigen Ubersichten von Harborne und Williams (2000), Czeczot
(2000), Cos et al. (2000) und Wang (2000) genannt — berticksichtigt nur sporadisch
wichtige Beurteilungskriterien wie z.B. Bioverfiigbarkeit oder Metabolismus. Nahezu
vernachléssigt wird — siecht man von einigen Beispielen wie z.B. Tee ab (Tijburg et al.,
2000; Wiseman et al., 2000; Wang et al., 2001) — der analytische Aspekt des struktur-
spezifischen Nachweises wertgebender Einzelsubstanzen in natiirlichen Matrices so-
wie nach deren Metabolisierung im tierischen bzw. humanen Stoffwechsel. Schlie3-
lich ist trotz der Vielzahl der bislang bekannten Verbindungen immer noch von einer
hohen Dunkelziffer an unbekannten Flavonoidstrukturen in den verschiedenen pflanz-

lichen Geweben auszugehen.

Auf der Grundlage dieser aktuellen Situation war es fiir die Zielsetzung der vorliegenden Ar-

beit folgerichtig, unsere analytischen Forschungsaktivititen auszurichten auf die

(a) Erfassung weiterer Schwefelverbindungen;

(b)  Erweiterung des Kenntnisstandes bei Flavonoiden;

(c) Bearbeitung von Aromastoff-Zuckerkonjugaten in bislang nicht berticksichtig-

ter Rohware;

(d) Aktivierung von Authentizititsbestimmungen malgeblicher Lebensmittelin-

haltsstoffe.

Fiir die Untersuchungen wurden einerseits Rucola (Eruca sativa Mill.), der aufgrund seines
Glucosinolat- (McGregor et al., 1983; Adhikari et al., 1989) und Glykosid-Anteils (Rahman
et al., 1969) als attraktive Quelle zur Bearbeitung der Themengebiete (a) und (b) erschien,
und andererseits Rohkaffee (Coffea arabica) ausgewihlt, eine hinsichtlich des Vorkommens
von gebundenen Aromastoffen [vgl. (c¢)] bisher vernachldssigte Rohware, deren Herkunftsbe-
stimmung [vgl. (d)] aufgrund regional sehr unterschiedlicher Qualititen von hohem wirt-
schaftlichen Interesse ist (Kaffee-Text, dt. Kaffeeverband, 2/90).
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B Ergebnisse und Diskussion

1 Untersuchungen an Rucola

Auf der Grundlage der einleitend dargestellten Situation wéhlten wir fiir unsere Untersuchun-
gen hinsichtlich der Erfassung weiterer Schwefelverbindungen und der Erweiterung des
Kenntnisstandes bei Flavonoiden Rucola aus, der als Brassicaceae-Gewéchs fiir beide Stoff-

klassen eine vielversprechende Rohware darstellte.

1.1 Rucola: Mitglied der Pflanzenfamilie Brassicaceae

Die Pflanzenfamilie Brassicaceae besteht aus ca. 3500 Spezies, 350 Arten und wird unterteilt
in 4-19 Zweige. Die bei uns im Handel befindlichen, als Rucola oder Rauke (engl. rocket)
angebotenen Salatsorten werden im wesentlichen in Deutschland und Italien aus Samen von
Diplotaxis tenuifolia und Eruca vesicaria subsp. sativa Mill. (kurz Eruca sativa Mill.) ge-
ziichtet. Abbildung 1 zeigt die Stellung dieser beiden Arten innerhalb der Brassicaceae-
Gewichse an (Warwick und Black, 1993; Warwick, 1994).

Die beiden Rucola-Arten Diplotaxis tenuifolia und Eruca sativa Mill. lassen sich morpholo-
gisch gut unterscheiden. Wihrend erstere 10-15 cm lange, schmale Blétter mit starker Zah-
nung aufweist, sind die Blétter von Eruca sativa Mill. kleiner (7-10 cm lang), auch die Zéh-
nung ist wesentlich geringer ausgeprdgt und eher rundlich. Die Arten Diplotaxis und Eruca
des Sub-Zweiges Brassicinae bevorzugen mediterranes Klima (Mittelmeerldnder, aber auch
Asien), aullerhalb dieses Gebietes wird vor allem Eruca vesicaria kultiviert. Dabei ist es vom
Genus abhéngig, ob die Pflanze ein-, zwei- oder mehrjdhrig angebaut wird (Vaughan, 1970;
Goémez-Campo, 1994).
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Familie: Brassicaceae

Zweig: Brassiceae

Sub-Zweig:  Moricandiinae Hayek { Cakilinae DC. Raphaninae Hayek
Zillinae Hayek Brassicinae Hayek Vellinae Hayek

Art: Brassica Erucastrum
Diplotaxis Sinapis Sinapidendron Trachystoma Eruca
Hirschfeldia Coincya Raphanui/
Genus: tenuifolia + 27 weitere vesicaria + 3 weitere
Sub-Genus: pinnatifida sativa vesicaria
Abb. 1:  Stellung von Diplotaxis tenuifolia und Eruca vesicaria subsp. sativa Mill.

innerhalb der Brassicaceae (nach Warwick, 1994).

Wihrend die in Asien, Nordamerika, Iran, Afghanistan und Pakistan angebauten Pflanzen von
Eruca sativa fast ausschlielich zur Erzeugung von Jambadl und als Senf-Ersatz genutzt wer-
den, erfreuen sich im mitteleuropédischen Raum die Blatter einer Nutzung als Salat oder wiir-

zige Beigabe zu gekochten Lebensmitteln (Bianco, 1994).

Am Rande sei vermerkt, dass die Verwendung von Rucolasamen als Aphrodisiacum be-
schrieben worden ist; der Anbau der Pflanze war zeitweise aus diesem Grund in Kldstern
sogar verboten (Fernald, 1993). Von der angeblich aphrodisierenden Wirkung des Rucola
wusste zudem bereits Vergil zu berichten: ,,et venerum revocans eruca morantem* (Rucola

weckt die sexuelle Begierde im Schléfrigen).
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1.2 Analytik von schwefelhaltigen Aromastoffen in Rucolablittern

Vor der nachfolgenden Beschreibung der selektiven Analytik von Schwefelkomponenten in
Rucola wird zunichst zum besseren Verstindnis auf die Bedeutung von Schwefelverbindun-
gen als wirksame Aromakomponenten eingegangen. Anschlieend wird ein Einblick in the-
menrelevante analytische Grundlagen gegeben, d.h. die sensitive und selektive Erfassung

schwefelhaltiger Verbindungen und die Analytik chiraler Schwefelkomponenten.

1.2.1. Ubersicht: Schwefelverbindungen als Aromastoffe

Die meisten schwefelhaltigen Aromastoffe besitzen starke und hiufig charakteristische senso-
rische Eigenschaften, die sowohl angenehm als auch unangenehm sein konnen. Vergleicht
man strukturell verwandte Sauerstoff- und Schwefelverbindungen, wie z.B. Alkohole, Thiole,
Wasser und Schwefelwasserstoff, so besitzen nur die schwefelhaltigen Substanzen einen cha-
rakteristischen Geruch, wihrend die sauerstoffhaltigen Verbindungen nahezu geruchlos sind.
Man geht davon aus, dass die Unterschiede auf die Beteiligung der d-Orbital-Elektronen an
den chemischen Bindungen beim Schwefel zuriickzufiihren sind. Auflerdem scheint die Inten-
sitit des Aromas vom Oxidationszustand des gebundenen Schwefelatoms abzuhidngen. Je
hoher die Oxidationsstufe ist, desto schwécher wird der Geruchseindruck. Es gibt eine Viel-
zahl von Schwefelverbindungen, die ihren Beitrag zum Geruch eines Nahrungsmittels leisten,
wie z.B. Thiole, Sulfide, Sulfoxide, Thiophene und Isothiocyanate (Shankaranarayana et al.,
1982; Fenwick et al., 1983; Widder, 1998).

Nur etwa 10 % aller bekannten Aromastoffe sind schwefelhaltig und liegen in der Regel in
deutlich niedrigeren Konzentrationen vor als die nicht schwefelhaltigen Aromastoffe. Trotz-
dem sind die schwefelhaltigen Aromakomponenten oft entscheidend am sensorischen Ein-
druck beteiligt, wobei sie meist fiir den Gesamtaromaeindruck verantwortlich sind, sich in
wenigen Féllen aber auch durch eine charakteristische Note auszeichnen (Boelens und van
Gemert, 1993). Zu diesen ,,character impact compounds* gehoren aus der Gruppe der schwe-
felhaltigen Verbindungen u.a. Methional (Brotkruste; Kirchhoff und Schieberle, 2001),
1-para-Menthen-8-thiol (Grapefruit; Demole ef al., 1982), 2-Isobutylthiazol (Tomaten; Butte-
ry et al., 1987) und 2-Methyl-4-propyl-1,3-oxathian (Passionsfrucht; Winter et al., 1976).
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Schwefelhaltige Aromastoffe weisen im Allgemeinen wesentlich niedrigere Geruchsschwel-
lenwerte auf als nicht schwefelhaltige. Die chemische Struktur beeinflusst dabei nachdriick-
lich die sensorische Aktivitit. Beispielsweise besitzen tertidre Thiole geringere
Schwellenwerte (z.B. 2-Methyl-2-butanthiol, 0,07 ng/l) als sekundidre (z.B. 3-Methyl-2-
butanthiol, 200 ng/l) und primére (z.B. 2-Methyl-1-propanthiol, 2500 ng/l) (Boelens und van
Gemert, 1993). Hinzu kommt, dass Einblicke in Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei
schwefelhaltigen Verbindungen dadurch erschwert werden, dass die Geruchsqualitdt von der
Konzentration abhédngt. Diese olfaktometrische Abhingigkeit wird als ,,Multiplizitdt*
(Eigenschaft, in Abhdngigkeit von der Konzentration verschiedene Rezeptorbindungsstellen

anzusprechen) bezeichnet.

Aufgrund der genannten Eigenschaften schwefelhaltiger Aromastoffe (geringe Geruchs- und
Geschmacksschwellenwerte, Multiplizitit) sind diese Verbindungen auch an der Bildung von
Fehlaromen (,,off-flavor®) beteiligt. So konnen beispielsweise in Fleisch, in dem schwefelhal-
tige Verbindungen einen entscheidenden Beitrag zum Aroma liefern, hohe Konzentrationen
an Sulfiden das Produkt nahezu ungenie8bar machen (Bailey et al., 1992). Eingehende Unter-
suchungen gibt es auch iiber Fehlaromen in Citrussiften (Shaw und Wilson, 1982) und Milch
(Azzara und Campbell, 1992), die jeweils durch Schwefelverbindungen hervorgerufen wer-

den.

Die Mechanismen der Bildung schwefelhaltiger Aromastoffe wurden eingehend in Lebens-
mitteln oder in Modellstudien untersucht (Tressl et al., 1994). Als nichtfliichtige Vorlaufer
schwefelhaltiger Verbindungen in Lebensmitteln gelten Vitamine wie Thiamin - der Abbau
fithrt zu heterocyclischen Aromastoffen - sowie die schwefelhaltigen Aminosduren Cystein
und Methionin. Diese reagieren mit reduzierenden Zuckern im Rahmen der Maillard-Reaktion
und fithren im Verlauf des Strecker-Abbaus zur Bildung von Mercaptoacetaldehyd, Acetalde-
hyd, Schwefelwasserstoff und anderen Verbindungen (de Roos, 1992). Methylmercaptan und
Schwefelwasserstoff sind ihrerseits reaktiv und konnen mit ungeséttigten Strukturen sowie
mit Carbonylverbindungen eine Bandbreite weiterer sensorisch aktiver Komponenten bilden
(Scarpellino und Soukup, 1993). Im Gegensatz zum thermischen Abbau im Rahmen der Mail-
lard-Reaktion kann Methionin auch enzymatisch zu Dimethylsulfid und weiteren sensorisch

aktiven Verbindungen umgesetzt werden (Scarpellino und Soukup, 1993; Schutte, 1976).

Das Aromaprofil von Brassicaceae-Gemiise ist gekennzeichnet durch schwefelhaltige Aro-
mastoffe, die beim Zubereiten infolge Gewebezerstorung oder durch den Kochvorgang gebil-

det werden. Dabei steht der enzymatische Abbau von Glucosinolaten im Vordergrund, der zu
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in der Regel erwiinschten scharfen und wiirzigen Noten fiihrt. Bezogen auf die Trockenmasse
enthalten frische Brassicaceae-Gewebe meist ca. 1 % Glucosinolate (Rosa et al., 1997). In
den Samen einiger Pflanzen kann der Gehalt bis zu 10 % betragen und damit bis zu 50 % des

gesamten Anteils an Schwefel beinhalten (Josefsson, 1970).

Abbildung 2 zeigt schematisch den enzymatischen Abbau von Glucosinolaten bei der Verlet-
zung des Gewebes; dieser wird durch Myrosinase-Isoenzyme (B-Thioglucosidase-Aktivitit),
die im frischen Gewebe in den Vakuolen lokalisiert sind, katalysiert (Fahey et al., 2001). Die

B-Thioglucosidase zeigt im Ubrigen in ihrer Aminosiuresequenz starke Ahnlichkeiten mit

Enzymen aus der Glykosylhydrolase-Familie.

Mpyrosinase-Isoenzyme
Glucose

O e,
2N
W L\(@Hﬂ\/w

Thiocyanate Nitrile Isothiocyanate Oxazolidin-thione Epithio-nitrile

/>/

Abb. 2:  Enzymatischer Abbau von Glucosinolaten durch Myrosinase-Isoenzyme (schema-
tisch nach Fenwick et al., 1983; Fahey et al., 2001).

Nach enzymatischer Hydrolyse der Glucose-Einheit wird die Sulfat-Funktion nicht-enzy-
matisch abgespalten und es entsteht ein instabiles Intermediat, das Thiohydroxamat-O-
sulfonat, aus dem durch Umlagerung in Abhingigkeit von den duBleren Bedingungen (pH-
Wert, Temperatur, Gehalt an Fez+-, An- oder Abwesenheit eines sog. ,,Epithiospecifier Prote-
in“) sowie dem Rest R Thiocyanate, Nitrile, Isothiocyanate, Oxazolidin-2-thione oder Epithi-
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ontrile entstehen. Dieser komplexe Mechanismus ist in seinen molekularen Grundlagen nur
zum Teil aufgeklirt (Cole, 1976; Fenwick et al., 1983; Leoni et al., 1997; Fahey et al., 2001).

Buttery et al. (1976) bestimmten fiir einige dieser Glucosinolat-Abbauprodukte Geruchs-
schwellenwerte  (2-Propenyl-isothiocyanat 374 pg/l Wasser, 3-Methylthiobutylpropyl-
isothiocyanat 5 pg/l, 4-Methylthiobutyl-isothiocyanat 3,4 pg/l, 2-Phenylethylnitril 15 pg/l).
Diese meist im unteren ppb-Bereich liegenden Daten zeigen die Bedeutung der Spaltprodukte

als Aromastoffe.

Zu den eher unangenehm riechenden Aromastoffen in Brassicaceae-Gemiisen zéhlen die aus
S-Methyl-L-cysteinsulfoxid durch Kochen oder enzymatische Aktivitit (Cystein-Sulfoxid
Lyase) gebildeten Sulfide (Abbildung 3).

A O
ﬁ NH, C-S Lyase 5 S ISI,
— > ~ —_—
2 _ S ~ OH H,0 PN S ~
COOH Methansulfensdure Methylmethan-
S-Methyl-L- thiosulfinat

Cysteinsulfoxid

g7 ~
H,S
O
0 0 I
g P + S - /QS/
A /S\ ~H /—S> ) —> _S S
) S /S\S/H PP T N
H,S
I
Il Dis ioni
proportionierung
2/S\S/ - /S\S/ +/S\S/
Il
0]

Abb. 3:  Bildung von Methanthiol-verwandten fliichtigen schwefelhaltigen Verbindungen
aus S-Methyl-L-cysteinsulfoxid durch Temperatureinfluss oder/und die Aktivitdt
der Cystein Sulfoxid Lyase (C-S Lyase) in Brassicaceae-Gemiisearten (Marks
et al., 1992).

Das Primérprodukt des enzymatischen Abbaus von S-Methyl-L-cysteinsulfoxid, die Methan-

sulfensdure, ist instabil und lagert unter Wasserabspaltung schnell zum Methylmethanthio-
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sulfinat um (Abbildung 3A), das u.a. in Rosenkohl identifiziert wurde (Marks ef al., 1992).
Aus diesem Vorldufer entstehen z.B. Methanthiol, Dimethyltrisulfid und Dimethyldisulfid
(Abbildung 3B). Alle diese Verbindungen zeichnen sich durch sehr niedrige Geruchsschwel-
lenwerte aus (z.B. Methanthiol 0,02 ng/l Wasser) (Lindsay et al., 1986).

1.2.2 Instrumentell-analytische Grundlagen

1.2.2.1 Selektive Detektion fliichtiger schwefelhaltiger Verbindungen

Um schwefelhaltige Aromastoffe, die in pflanzlichen Geweben meist nur als Spuren unter
einer Vielzahl anderer Komponenten zu finden sind, in einer solchen Mischung schnell und
empfindlich detektieren zu konnen, bedarf es des Einsatzes selektiver, empfindlicher Detekto-
ren. Zu nennen sind hier der Schwefel-Chemilumineszenz Detektor (SCD), der Flammen-
Photometrische Detektor (FPD) und der Atom-Emissions Detektor (AED). Im Folgenden
wird kurz die Funktionsweise der drei Detektoren, insbesondere auch im Hinblick auf Selek-

tivitat und Sensitivitat erlautert.

Das Prinzip des SCD beruht auf der Verbrennung von schwefelhaltigen organischen Verbin-
dungen in einer Flamme (unter Zufuhr von viel Wasserstoff, aber wenig Sauerstoff oder Luft)
zu Schwefelmonoxid (SO) bei 800°C (Abbildung 4, Reaktion 1). In einer nachgeschalteten
Reaktionszelle (20-25 mbar) trifft SO auf Ozon (O3), das in einem Reaktor durch Koronarent-
ladung aus Sauerstoff und Hochspannung produziert wird. Durch eine stark exotherme Reak-
tion entsteht eine angeregte Spezies von Schwefeldioxid (SO,*) (Abbildung 4, Reaktion 2).
Unter Abgabe von Licht mit einer maximalen Intensitédt bei 350 nm kehrt dieses SO,* wieder
in den Grundzustand zuriick (Abbildung 4, Reaktion 3), die Strahlung wird mittels eines Pho-
tomultipliers detektiert. Das Detektionslimit eines SCD ist abhdngig von der Struktur der zu
analysierenden Verbindung. Fiir Butyldisulfid beispielsweise liegt es bei 10 pg, fiir Butylmer-
captan bei 40 pg und fiir Thiophenol bei 2000 pg; die Obergrenzen des dynamischen linearen
Bereichs eines SCD liegen zwischen 200 ng und 1000 ng. Die Selektivitét zeigt sich darin,
dass nicht-schwefelhaltige organische Verbindungen wie Dichlormethan, Methylanthranilat

oder Pentan nicht detektiert werden (Mistry et al., 1994).
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Schwefelhaltige organ. Verbindung %?é» SO + andere Produkte (1)
SO +0, ——» SO,*+ 0, )
SO, * — SO, + 3)

Photomultiplier

Abb. 4:  Prinzip der Funktionsweise eines Schwefel-Chemilumineszenz Detektors (SCD)
(Benner und Stedman, 1989; Shearer, 1994).

Auch beim FPD, mit dem sich auller schwefelhaltigen Verbindungen auch phosphorhaltige
detektieren lassen, werden die organischen Verbindungen in einer Flamme unter Zufuhr von
Wasserstoff und Sauerstoff verbrannt. Dabei entsteht eine angeregte S=S—Spezies, die beim
Ubergang in den Grundzustand Licht der Wellenliinge 393 nm emittiert, das von einem Pho-
tomultiplier (mit Filter zur selektiven Detektion der Wellenldnge 393 nm) erfasst wird. Sensi-
tivitdt, Selektivitidt und Linearitdt des Detektors hidngen stark von den Einstellung beziiglich
der Brenngase und der Detektortemperatur ab. Es kann — unter Empfindlichkeitsverlust - im
Detektor zu Quenching-Reaktionen zwischen den Heteroatom-Spezies untereinander und
zwischen den Heteroatom-Spezies und Wasserstoff kommen. Der dynamische Bereich eines
FPD liegt zwischen 100 pg (Detektionslimit) und ca. 200 ng (Mistry et al., 1994).

Neben der elementspezifischen Detektion von z.B. chlor-, stickstoff- oder phosphorhaltigen
Substanzen ermdglicht die Kopplung eines Gaschromatographen mit einem AED auch die
schwefelselektive Detektion. Als Interface wird eine beheizte Transferline (Kapillarrohr) von
der Trennsdule in den AED gefiihrt; dort erfolgt im mikrowelleninduzierten Plasma die Zer-
setzung der Substanzen in Atome und deren Anregung. Das emittierte Licht gelangt {iber ein
holographisches Gitter auf einen Photodiodenarray (ermoglicht die Aufnahme von Spektren;
schwefelhaltige Verbindungen zeichnen sich durch ein Triplett bei 180,7, 182,0 und 182,6 nm
aus) oder einen Photomultiplier. Die Detektionsgrenzen eines AED im Bezug auf schwefel-
haltige Verbindungen liegen zwischen 1 pg (fiir Butyldisulfid) und 100 pg (fiir Thiophenol),
der dynamische Bereich kann sich bis hin zu 2000 ng erstrecken (Mistry et al., 1994).

Allen drei Detektoren ist gemeinsam, dass man aufler der Selektivitdt und der mehr oder we-
niger groflen Sensitivitit keine Strukturinformation iiber die Analyten erhédlt. Aus diesem

Grund wurde fiir die Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit iiber schwefel-



Analytik von schwefelhaltigen Aromastoffen 13

haltige Aromastoffe in Rucolabldttern durchgefiihrt wurden, ein System gewdhlt, das die Vor-

teile des SCD mit denjenigen eines Massenspektrometers vereint (Abbildung 5).

@ MS Chromatogramm MS
Auswertung

per PC

Chromatogramm SCD

SCD

Retentionszeit

Abb. 5:  Schematische Darstellung des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Systems zur
Paralleldetektion schwefelhaltiger fliichtiger Verbindungen aus Aromaextrakten
von Rucola mittels HRGC-MS/SCD.

Nach der gaschromatographischen Trennung der Komponenten wird das Eluat der Trennsaule
iiber ein Splitventil im Verhiltnis 1:1 geteilt und dann jeweils zum MS bzw. zum SCD wei-
tergefithrt. Die Dimensionen der Zufiihrkapillaren sind unter Beriicksichtigung der am MS
und am SCD anliegenden Vakuum-Driicke so gewdhlt, dass die eluierenden Komponenten
gleichzeitig an beiden Detektoren eintreffen und im aufgenommenen Chromatogramm die
Signale in der SCD- und der MS-Spur idealerweise direkt iibereinander liegen (eine Serien-
schaltung der Detektoren scheidet aus, da beide Systeme die Analyten in ihrer Struktur so

verdndern, dass eine Detektion durch einen zweiten Detektor nicht mehr mdoglich ist).

Bei der Analytik fliichtiger schwefelhaltiger Verbindungen ist eine durch das System bedingte
potentielle Artefaktbildung (heile Zonen, z.B. im Injektor des Gaschromatographen) zu be-
riicksichtigen (Block, 1993). Gerade bei solchen Verbindungen, die im Rahmen einer Unter-
suchung als ,,neu” beschrieben werden, ist daher eine Kontrolle des verwendeten analytischen

Systems anhand einer (synthetisierten) Referenzverbindung unumgénglich.
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1.2.2.2 Analytik chiraler schwefelhaltiger Verbindungen

Ubersicht

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration von organischen Molekiilen sowie die Ermitt-
lung des Enantiomerenverhiltnisses einer chiralen Verbindung aus einer komplexen Mi-
schung (z.B. Aromaextrakt) heraus gehdrt bis heute mit zu den schwierigsten Aufgaben bei
der Strukturaufklarung. In den letzten Jahren haben neben NMR-spektroskopischen Techni-
ken, die allerdings auf die Analytik von Reinsubstanzen beschrinkt sind, vor allem die fort-
schrittlichen Trenntechniken der GC und HPLC an chiralen Phasen, insbesondere auch der
Einsatz der Multidimensionalen Gaschromatographie (MDGC) im Bereich der GC (Schreier
et al., 1995), sowie die Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie zur Aufklédrung der absolu-

ten Konfiguration chiraler Verbindungen zunehmend an Bedeutung gewonnen.

Die MDGC und die CD-Spektrokopie beruhen auf grundsitzlich verschiedenen Ansitzen. Die
Auftrennung chiraler Verbindungen nach Derivatisierung zu Diastereomeren an achiralen
Phasen bzw. die chromatographische Trennung underivatisierter Enantiomere an chiralen
Phasen stellen keine Absolutmethode dar. Die Zuordnung der Konfiguration (R) oder (S) in
den Produkten kann nur getroffen werden, wenn mit authentischen Referenzen die Elutions-
reihenfolge festgelegt wird. Bei der CD-Spektroskopie werden die Enantiomere nicht chroma-
tographisch getrennt. Eine spezielle Variante der CD-Spektroskopie, die sog. ,.exciton-
coupled circular dichroism“ (ECCD)-Methode, ermoglicht aus dem CD-Spektrum eines
Enantiomeren dessen Absolutkonfiguration zu bestimmen. Diese Zuordnung kann getroffen
werden, ohne dass die Daten des entsprechenden Enantiomers oder einer Referenz vorliegen;
diese Methode stellt somit eine Absolutmethode dar (Harada und Nakanishi, 1983; Nakanishi
und Berova, 1994; Schreder et al., 1996).

Bestimmung des Enantiomerenverhdltnisses mittels Multidimensionaler Gaschromato-

graphie-Massenspektrometrie (MDGC-MS)

Gemische von Enantiomeren lassen sich mittels Gaschromatographie nach zwei Verfahren
trennen. Bei der indirekten Methode werden sie durch Umsetzung mit einem enantiomeren-
reinen Reagenz zu Diastereomeren umgesetzt und konnen dann an einer achiralen Phase ge-
trennt werden. Bei der direkten Methode, die sich heute weitgehend durchgesetzt hat, werden

die Enantiomere direkt an einer chiralen stationdren Phase getrennt. Um der Auftrennung von
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Enantiomeren aus komplex zusammengesetzter Mischung heraus gerecht zu werden, hat man
seit mehreren Jahren filir die gaschromatographische Enantiomerenanalytik mehrere (meist
zwei) stationdre Phasen mit unterschiedlichen Trenneigenschaften durch eine serielle Verbin-
dungsstelle gekoppelt; man kommt somit zur Multidimensionalen Gaschromatographie
(MDGC) (Deans, 1981; Gibbings, 1984; Schomburg et al., 1984).

Fiir die Enantiomerenanalytik von Aromastoffen mittels MDGC ist die Kombination aus einer
Vorsdule (achirale Phase) und einer Hauptsdule (chirale Phase) als probates Werkzeug etab-
liert (Werkhoff et al., 1993; Mosandl, 1995). Fiir die Herstellung enantioselektiver Trennsiu-
len werden heute vorwiegend modifizierte Cyclodextrine als chirale Separatoren in der
Trennphase eingesetzt (Schreier et al., 1995; Mosandl, 1998). Im Analysenablauf wird die
komplexe Mischung auf der Vorsdule aufgetrennt und nur die zu bestimmende chirale Ver-
bindung wird dann selektiv mittels einer Sdulenschaltung zur Trennung der Enantiomere auf
die chirale Hauptsdule iibertragen (,,Cut®). Zur getrennten Steuerung der Temperaturgradien-
ten fiir Vor- und Hauptsédule verwendet man in der Regel ein Doppelofensystem. Eine speziel-
le Sdulenschaltung verbindet beide stationdren Phasen miteinander und ermdglicht so einen
,»Cut“. Als Detektor fiir die Vorsdule (Monitordetektor) wird normalerweise ein Flammenio-
nisationsdetektor (FID) verwendet, das Eluat der chiralen Phase kann je nach Fragestellung

mit einem FID, einem MS oder einem selektiven Detektor (z.B. SCD) untersucht werden.

Fiir die praktische Umsetzung der Séulenschaltung stehen im Wesentlichen zwei Systeme zur
Verfiigung. Bei der sog. ,,Live“-T-Schaltung, eine auf Schomburg (Schomburg et al., 1983;
Schomburg, 1984) zuriickgehende Ventil-freie Sdulenschalttechnik, bildet eine pneumatische
Briickenschaltung das Kernstiick. Der Transfer von der Vorsdule zum Detektor bzw. zur
Hauptsédule wird allein durch Gasdruckregelung iiber verschiedene Nadelventile realisiert. Der
von Sulzbach und Gill (Firma ThermoFinnigan, Egelsbach) im Jahre 1990 entwickelten Séu-
lenschaltung mittels ,,Moving Column Stream Switch®“ (MCSS) liegt ein anderes Prinzip
zugrunde. Innerhalb eines minimalen abgeschlossenen Raumes, dem sog. ,,Dom®, werden alle
fiir die Schnittstelle notwenigen Kapillarsdulen und —verbindungen (Sdulenende Hauptsdule,
Transfer zum Monitordetektor, Séulenanfang Hauptsdule, Gas-Zufiihrung fiir den Dom,
Transfer zum Manometer zum Auslesen des Domdruckes) sehr nahe aneinander herangefiihrt.
Dabei ist das Sdulenende der Vorsdule iiber einen Motor in vertikaler Richtung beweglich und
kann fiir den Cut-Vorgang entweder nahe an die Zuleitung zum Monitordetektor oder nahe an

den Sdulenanfang der Hauptséule herangefiihrt werden.
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Bestimmung der Absolutkonfiguration mittels CD-Spektroskopie

Der elektrische und damit auch der magnetische Feldvektor von Licht, das physikalisch als
elektromagnetische Strahlung beschrieben werden kann, schwingen in einer Ebene senkrecht
zur Ausbreitungsrichtung der Welle in Form einer Sinuskurve. Die Energie dieser Welle ist
ausreichend, um Elektronen in angeregte Zustdnde liberzufiihren. Farbig erscheinende Ver-
bindungen absorbieren Licht im sichtbaren Wellenldngenbereich (Licht von niedriger Ener-
gie), wihrend Verbindungen ohne ausgedehnte Chromophore nur durch ultraviolettes Licht
(Licht hoherer Energie) angeregt werden. So besitzt jedes Molekiil abhéngig von Art, Anzahl
und Verteilung von Chromophoren im Molekiil ein mehr oder weniger charakteristisches
UV-Spektrum. Dabei ist der Drehwert a einer optisch aktiven Verbindung die Drehung des
elektrischen Feldvektors der Lichtwelle um einen fiir diese Verbindung charakteristischen
Wert.

Bei der CD-Spektroskopie macht man sich zirkular polarisiertes Licht zunutze, bei dem der
elektrische Feldvektor um die Achse der Ausbreitungsrichtung rotiert und somit eine Helix
beschreibt, zunutze. In Abhingigkeit von der Rotationsrichtung des Vektors unterscheidet
man zwischen rechts- und links-zirkular polarisiertem Licht (definitionsgemél entspricht
rechts-zirkular polarisiertes Licht einer Rotation im Uhrzeigersinn und vice versa). Werden
die beiden Feldvektoren des zirkular polarisierten Lichtes addiert, erhélt man den Feldvektor
von linear polarisiertem Licht. Eine optisch aktive Verbindung geht unterschiedlich starke
Wechselwirkungen mit den Teilstrahlen des zirkular polarisierten Lichts ein, so dass sich der
Brechungsindex und damit die Fortpflanzungsgeschwindigkeit und die Wellenldnge &ndern.
Nach dem Austritt aus der Probe addieren sich die Vektoren wieder zu linear polarisiertem
Licht, dessen Schwingungsebene allerdings jetzt um den Winkel a gedreht ist. Der Betrag
von o ist einerseits abhidngig von der Verbindung und andererseits von dulleren Faktoren
(Konzentration; Kiivettenléinge; Wellenlinge des eingestrahlten Lichtes). Die Anderung des
Drehwinkels in Abhéngigkeit von der Wellenldnge wird als optische Rotationsdispersion
(ORD) bezeichnet (Snatzke, 1981).

Der Drehwinkel kehrt im Absorptionsmaximum der Substanz sein Vorzeichen um, man nennt
diese Erscheinung ,,Cotton-Effekt (CE). Andert sich nach kiirzeren Wellenlingen der Wert
von positiv nach negativ, so spricht man von einem positiven Cotton-Effekt, im entgegenge-
setzten Fall von einem negativen CE. Der Effekt des sogenannten Circulardichroismus (CD)
tritt auf, weil die beiden zirkularen Teilstrahlen unterschiedlich stark absorbiert werden. Da

die beiden Teilstrahlen beim Austritt aus der Probe dadurch eine unterschiedliche Amplitude
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haben, resultiert ein elliptisch polarisierter Summenstrahl. Bei der CD-Spektroskopie wird
abwechselnd links- und rechts-zirkular polarisiertes Licht gleicher Intensitit durch eine Probe
geschickt und die Intensitdten der austretenden Lichtstrahlen werden gemessen. Der Circular-
dichroismus wird entweder als Elliptizitdit ® oder iiblicherweise als Extinktionsdifferenz AE
gemessen. Dabei ist AE die Differenz zwischen der Extinktion fiir links- und rechts-zirkular
polarisiertes Licht (AE = E;-Egr). Wenn ein CD-Effekt auftritt, haben die beiden Teilstrahlen
nach dem Austritt unterschiedliche Intensititen, es kann dann aus dem erhaltenen

CD-Spektrum auf die absolute Konfiguration einer chiralen Verbindung geschlossen werden.

Eine spezielle Methode der CD-Spektroskopie ist von Nakanishi und seiner Arbeitsgruppe
entwickelt worden, die als ,,exciton-coupled circular dichroism* (ECCD)-Methode bezeichnet
wird (Harada und Nakanishi, 1983; Nakanishi und Berova, 1994). Die (ECCD)-Methode stellt
eine spezielle Anwendung der CD-Spektroskopie dar, welche die nichtempirische Bestim-
mung von Absolutkonfigurationen und Konformationen organischer Molekiile im Mikromaf-
stab ermoglicht. Voraussetzung zur Anwendung der ECCD-Methode ist das Vorliegen zweier
oder mehrerer chromophorer Gruppen in der zu untersuchenden Verbindung. Dabei konnen
die Chromphore im Molekiil bereits vorhanden sein (z.B. ein konjugiertes Diensystem) oder
iiber eine O-, S- oder N-Acylierung erst eingefiihrt werden. Die beiden Chromophore miissen
nicht notwendig identisch sein. Giinstige Chromophore sind symmetrische Molekiile mit ho-

hen Extinktionskoeffizienten und bekannter Richtung des elektrischen Ubergangsmomentes.

Die ECCD-Methode beruht auf der Wechselwirkung zwischen den elektrischen Uber-
gangsmomenten benachbarter Chromophore eines Molekiils. Diese bewirkt eine Aufspaltung
(splitting) der beiden angeregten Zustdnde. Die daraus resultierende Split-CD-Kurve ist ab-
hingig von den Extinktionskoeffizienten und dem Abstand in den Absorptionsmaxima AAmax
der beiden Chromophore sowie von ihrer rdumlichen Entfernung. Je hoher die Extink-
tionskoeffizienten sind, desto hoher ist die Amplitude der resultierenden CD-Kurve. Dagegen
nimmt die Amplitude mit der rdumlichen Entfernung und steigendem A\« ab. Die Kopplung
der elektrischen Ubergangsmomente bedingt, dass es nicht mehr moglich ist, Einzeliibergiinge

eines Chromophors anzuregen, sondern nur eine Kombination beider Ubergénge.

Von den beiden moglichen Kombinationen stellt die ungleichsinnige Dipol-Dipol-
Wechselwirkung (die Ubergangsmomente ziehen einander an) den Ubergang zum energetisch
tieferliegenden Zustand A dar, wihrend die gleichsinnige, abstoBende Wechselwirkung den
Ubergang zum Zustand B darstellt (vgl. Abbildung 6). Diese Wechselwirkungen lassen sich

auch mit Hilfe von Wellenfunktionen berechnen.
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Abb. 6:

Chromophor 1

Couplet

Davydov Split

Chromophor 2

Die Wechselwirkung zwischen den elektrischen Ubergangsmomenten fiihrt zu
einer Aufspaltung in zwei Energiezustinde, den niedrigeren Zustand A und den

hoheren Zustand B. Die Differenz der Energieniveaus entspricht dem Davydov
Split (Harada und Nakanishi, 1983; Nakanishi und Berova, 1994).

Wie Abbildung 7 veranschaulicht, duflert sich die Aufspaltung der angeregten Zustinde im

UV-Spektrum nur durch eine Kurve mit einfachem Maximum, aber doppelter Intensitét.

Abb. 7:
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Die Uberlagerung der beiden Cotton-Effekte (---) fiihrt zu einem Couplet (—),
dessen Vorzeichen von der Chiralitdt der Chromophore bestimmt wird. Die Hohe
der Amplitude A ergibt sich durch Addition der Betridge des ersten und zweiten

Cotton-Effekts. Die Addition der Teilkurven im UV-Spektrum fiihrt zu einem
einzigen Maximum (Harada und Nakanishi, 1983).
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Im CD-Spektrum fiihrt diese Kopplung zum Auftreten von zwei Cotton-Effekten entge-
gengesetzten Vorzeichens, die gegeneinander verschoben sind. Deren Addition ergibt die
typische ,,Split“-CD-Kurve mit einem positiven und einem negativen Zweig. Dabei wird der
Kurvenast bei hoheren Wellenldngen als erster CE bezeichnet, der bei niedrigeren Wellenlédn-
gen als zweiter CE. Der Abstand zwischen den beiden Cotton-Effekten ist der sog. ,,Davydov
Split* (Harada und Nakanishi, 1983).

Definitionsgemif3 ergeben ein positiver erster CE und ein negativer zweiter CE ein soge-
nanntes positives Couplet, die Verbindung besitzt ,,positive Chiralitdt. Abbildung 8 verdeut-

licht den Zusammenhang zwischen Molekiilgeometrie und Chiralitét.

positive negative

Chiralitét

Abb. 8:  Zusammenhang zwischen Molekiilgeometrie und Chiralitdit (Harada und
Nakanishi, 1983).

Sind die Ubergangsdipolmomente der Chromophore in der Newman-Projektion des Molekiils
im Uhrzeigersinn angeordnet - die Blickrichtung verlduft entlang der C-C-Achse der Kohlen-
stoffe, die die chromophoren Gruppen tragen — dann besitzt die Verbindung positive Chirali-
tét; andernfalls spricht man von negativer Chiralitit. Dabei spielt es keine Rolle, von welcher

Seite aus das Molekiil betrachtet wird.

Da das Vorzeichen der CD-Kurve von der absoluten Orientierung der beiden elektrischen
Ubergangsmomente abhingig ist, lassen sich allein aus dem Vorzeichen der CD-Kurve Riick-

schliisse auf die absolute Stereochemie einer chiralen Verbindung ziehen.
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1.2.3 Schwefelhaltige Aromastoffe in Rucola — Ergebnisse der Analytik
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Schwefelchemi-
lumineszenzdetektion (HRGC-MS/SCD)

Nach dem aktuellen Stand der Literatur existieren keine Arbeiten, die aus instrumentell-analy-
tischer Sicht einen Uberblick iiber das in Rucolablittern - derjenige Teil der Pflanze, der ver-
mehrt als Lebensmittel verwendet wird - enthaltene Aromaprofil unter spezieller Beriicksich-
tigung schwefelhaltiger Aromastoffe geben. Einige Arbeitsgruppen (Hamence und Taylor,
1978; Mahran et al., 1992) beschéftigten sich in ihren Untersuchungen mit der GC-MS-
Analytik der Bestandteile einer Wasserdampffraktion aus dem Ol von luftgetrockneten Eruca
sativa Samen. Dabei wurden unter anderem Methyl-, 3-Butenyl-, 4-Methylthiobutyl- und
5-Methylthiopentylisothiocyanat neben 4-Methylthiopentanonitril, Tetrahydrothiophen,
2-Pentylfuran sowie Hexanal und Nonanol detektiert. Mit Eruca sativa Bléttern durchgefiihrte
Untersuchungen (Schliiter und Gmelin, 1972; Fenwick et al., 1983; Cerny et al., 1996) bezie-
hen sich im Wesentlichen auf die Analytik der aus dem Hauptglucosinolat des Rucola — Glu-

coerucin (4-Methylthiobutylglucosinolat) - gebildeten Abbauprodukte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Aromaprofil von Rucolabléttern unter speziel-
ler Beriicksichtigung schwefelhaltiger Aromastoffe mit der im Abschnitt 1.2.2 vorgestellten
HRGC-MS/SCD Analytik untersucht. Dabei stellte sich zunidchst die Frage nach geeigneten
Aufarbeitungsmethoden zur Herstellung von Aromaextrakten. Zur Gewinnung eines Rohex-
traktes standen zwei Moglichkeiten zur Auswahl: die Zerkleinerung des Materials unter Zu-
satz von Wasser und die direkte Extraktion der Blétter mittels Auspressen. Dabei waren die
Zerkleinerung des Materials und die damit im Gewebe ablaufenden Reaktionen zwischen
Enzymen und potentiellen Aromastoffvorldufern durchaus erwiinscht, da diese Reaktionen
auch beim Verzehr von Rucola als Lebensmittel eintreten; auf eine Inhibierung der enzymati-

schen Degradationsprozesse wurde deshalb verzichtet.

Auch zur Extraktion der Rohextrakte standen mehrere Alternativen zur Auswahl: die Extrak-
tion der wisserigen Extrakte mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion, die Abtrennung mittels Si-
multaner Destillation-Extraktion (SDE), durch die das Material zusétzlich thermisch belastet
wird, und die adsorptive Extraktion der Aromastoffe mittels Festphasenextraktion an

XAD-2-Material mit anschlieBender Diethylether-Elution der Aromastoffe.
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Nach einer Reihe von Vorversuchen wurden folgende Aufarbeitungsschritte gewéhlt:

(1) Gewinnung eines Rohextraktes durch Auspressen der Blétter (ohne Wasser-

zusatz, dadurch keine Verdiinnung).

(2a) Adsorption/Extraktion des Rohextraktes an XAD-2 Material (direkte Lo-

sungsmittelextraktion war infolge starker Emulsionsbildung nicht moglich) und

(2b) Abtrennung der Aromastoffe aus dem Rohextrakt mittels Simultaner Destillati-
on-Extraktion (SDE).

Die erhaltenen Extrakte wurden mittels HRGC und Paralleldetektion sowohl durch MS als
auch durch SCD analysiert (Abbildung 9, HRGC-MS/SCD Analytik des XAD-Ethereluates

aus gepresstem Saft von Rucolablittern).

1005 A TIC MS
1,47E7
B
Z
[
o
R
o 50
2
5
o
0 _.l\n“ 1 JL; ) J N ..,LA;I
4000418 s7 s18 s22 ) seo
s15
— 4
>
£
S 2000
& S12
2
RS
AL (Y l_r ‘l ‘; I A\JJ]——JKN

T Tror oo~ rrpr.r .o, rrrpr T T r v rT..Trr r [ rr 11 [ 17T
10 20 230 40 50
Retentionszeit [min]

Abb. 9:  HRGC-MS/SCD Analytik des XAD-Ethereluates aus gepresstem Saft von Rucola-
blittern (Trennsdule #1, Temperaturprogramm #1); A: Totalionenstrom (TIC) der
MS-Detektion, B: parallel zum TIC aufgenommene analoge SCD-Detektion; die
intensivsten Signale des SCD sind in Tab. 1 entsprechend bezeichnet.
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Aus Abbildung 9 wird die Bedeutung der verwendeten Analytik - Kombination von Struktur-
information durch MS sowie selektive und sensitive Detektion durch SCD - deutlich. Mittels
HRGC-MS/SCD-Analyse lieB sich jedem Signal des S-selektiven Detektors ein entsprechen-
des im MS-TIC zuordnen. Dadurch erhielt man zu jeder schwefelhaltigen Verbindung ein
Massenspektrum, mit dessen jeweiliger Information in Verbindung mit dem Retentionsindex

(KT) 22 der insgesamt 26 detektierten und korrelierten Signale identifiziert werden konnten.

Tabelle 1 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der Auswertung der HRGC-MS/SCD-
Analytik. Gleichzeitig wurden durch den Zusatz eines internen Standards (2-Heptanon) iiber
die Fliacheneinheiten der Signale des MS-TIC die Mengen der enthaltenen Schwefelverbin-

dungen halbquantitativ (d.h. ohne Beriicksichtigung von Responsefaktoren) erfasst.

Tab. 1:  In Rucolablittern mittels HRGC-MS/SCD identifizierte Aromastoffe (vgl.

Abbildung 9).
KI* Verbindung” XAD® SDE°  Struktur bzw. Massenzahlen m/z (%)
1017 Dimethyldisulfid’ S1 ; 1 AN
1083 Tetrahydrothiophen S2 - <1 O
S

1165 3-Ethylthiophen S3 i 1 . _/
1209 Methylisothiocyanat® S4 7 11 - N§C4 >
1278 Propylisothiocyanat® S5 1 2 N b §C¢ >
1391 Dimethyltrisulfid’ S6 - 4 -~ S\s/ N
1450  3-Butenylisothiocyanat® S7 6 1 \/\/N%&S
1478 Tetrahydro- 1 - S&

thiophen-3-on S12 o
1538 4-Methylthiobutanal S9 <1 - NN

1555 Methylthiobenzol S10 1 - Q S\

N NN Ny 28
1559 Hexylisothiocyanat® S11 - 1 C
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KT* Verbindung” XAD® SDE°  Struktur bzw. Massenzahlen m/z (%)
0]
1567 2-Methyltetrahydro- <1 2
thiophen-3-on S8
S
. - S oSN
1737 Dimethyltetrasulfid S13 - <1 S S
1799 4-Methylthiobutanol S14 1 ; SN CHOH
1819 Unbekannte S15 5 9 116 (76), 88 (45), 60 (100), 55 (52), 54
(19), 41 (27)
SH
1829 3-Sulfanyl-1-hexanol® 2 1
516 (= 6) /\)\/CHZOH

1857 Unbekannte S17 - 22 136 (5), 114 (26), 100 (13), 87 (66), 82

(46), 55 (64), 54 (100), 47 (65), 41 (73)
1878  4-Methylthiobutyhnitril® S18 89 50 -~ S\/\/C\\\N

N
1929 Benzothiazol S19 - 1 \>
S
1949  4-Methylthiobutylthiocyanat 20 14 - S ~ NN < C %N
S20
2041 3-Methylthio- 1 2 - S ~ N §C¢ S
isothiocyanat S21
2116 4-Methylthio- 432 689 - S\/\/\ N4C§S
butylisothiocyanat® S22
2165  2-Phenylethylisothiocyanat® - 1 N Sc? S
S23
2259 Unbekannte S24 540 ; 147 (5), 114 (100), 87 (33), 85 (18), 72
(42), 60 (34), 55 (35), 47 (35)

2305 Unbekannte S25 - 11 163 (5), 161 (52), 93 (7), 82 (51), 80 (67),

64 (11), 55 (100), 45 (21)
2507 Unbekannte S26 1 12 193 (4), 114 (100), 79 (10), 72 (95), 55
(58), 45 (18)

? linearer Retentionsindex; ° ermittelt durch Spektrenvergleich mit NIST und Wiley Bibliothek; ¢ halb-
quantitative Abschitzung in pg/100 g Salat, interner Standard 2-Heptanon, Berechnung ohne Beriick-
sichtigung des jeweiligen Responsefaktors; ¢ vgl. Spencer und Daxenbichler, 1980; © vgl. Kjaer, 1963;
fvgl. Naf und Velluz, 1996; € vgl. Weber et al., 1992.
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, setzten sich die beiden SDE- und XAD-Extrakte aus drei
bzw. vier Hauptkomponenten (S18, S20, S22 im SDE-Extrakt, S18, S20, S22, S24 im XAD-
Extrakt) und etlichen Minorverbindungen zusammen. Zu den nicht-schwefelhaltigen Verbin-
dungen, die in beiden Extrakten detektiert werden konnten, zdhlen die als ,,Griinnoten* be-

kannten C¢-Komponenten E-2-Hexenal, Z-3-Hexen-1-ol und E-2-Hexen-1-ol.

Der auffalligste Unterschied zwischen den beiden Extrakten ist hinsichtlich der Unbekannten
S24, die nur im XAD-Extrakt detektiert werden konnte, zu erkennen. S24 ist offensichtlich
nicht wasserdampffliichtig und l4sst sich nur schlecht gaschromatographisch analysieren (Ab-
bildung 9); auf die Verbindung S24 wird in Abschnitt 1.2.5 néher eingegangen. Die Verbin-
dungen S1-S4, S13 und S19, die nur im Extrakt der SDE-Aufarbeitung detektiertbar waren,
sind aus entsprechenden Vorldufern durch den Einfluss der Temperatur entstanden (Abbil-
dung 2).

Die detektierten Verbindungen 4-Methylthiobutylnitril S18, 4-Methylthiobutylthiocyanat S20
und 4-Methylthiobutylisothiocyanat S22 sind auf einen Abbau aus dem bereits in Rucola be-
schriebenen, mengenmifig vorherrschenden Glucosinolat Glucoerucin (4-Methylthiobutyl-
glucosinolat) zuriickzufiihren. Die Art der bei dieser Reaktion entstehenden funktionellen
Gruppen an den terminalen Enden der Abbauprodukte ist im Ubrigen vom pH-Wert abhéingig
(McGregor et al., 1983; Wagner, 1988). Der gemessene pH-Wert von 6,0 im Saft der Blitter
steht im Einklang mit der Tatsache, dass liberwiegend Isothiocyanate aus Glucoerucin gebil-

det worden sind.

Unter den identifizierten Schwefelverbindungen ist 3-Sulfanyl-1-hexanol aufgrund seines
Chiralitatszentrums besonders interessant. Zur Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses
solcher Sulfanylalkanole liegen Arbeiten von Weber ef al. (1992) und Widder et al. (2000)
vor. Nach dem aktuellen Stand der Literatur gibt es jedoch keine Arbeiten zur Bestimmung
der Absolutkonfiguration von chiralen Sulfanylalkanolen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
daher eine Methodik zur Bestimmung der Absolutkonfiguration mittels ECCD als Modellstu-
die (Kapitel 1.2.4.1) entwickelt. Zusitzlich wurde auch das in Rucola vorliegende Enantiome-
renverhiltnis von 3-Sulfanyl-1-hexanol mittels MDGC-MS bestimmt (Kapitel 1.2.4.2).
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1.24 Analytik von 3-Sulfanyl-1-hexanol

1.24.1 Entwicklung einer Methode zur Bestimmung der Absolutkonfigura-
tion von 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanolen mittels ECCD (Modellstudie)

1.2.4.1.1 Strategie und Synthese enantiomerenreiner Referenzen

Bisher ist die ECCD-Methode v.a. fiir die stereochemische Zuordnung von Hydroxy- oder
Aminofunktionen genutzt worden, da sich diese problemlos mit Chromophoren umsetzen
lassen, die eine als Imidazol, Triazol oder Halogenid aktivierte Sduregruppe besitzen (Zhou et
al., 1993a; Harada et al., 1996; Akritopoulou-Zanze et al., 1997). Die am hiufigsten einge-
setzten Chromophore sind dabei para-substituierte Benzoesdure- oder Zimtsiure-Derivate, 9-
Anthroat oder 2-Naphthoat (Wiesler und Nakanishi, 1989a; Zhou et al., 1991a; Zhou et al.,
1991b; Zhou et al. 1993b; Humpf et al., 1994; Rele et al., 1996, Schreder et al., 1996;
Schneider et al., 1997). Beziiglich ausfiihrlicher Beschreibungen von Anwendungsbeispielen
sei auf verschiedene Ubersichtsartikel verwiesen (Gawronski, 1995; Nakanishi und Berova,
1994). Bezogen auf azyklische Sulfanyl-1-alkanole liefert der aktuelle Stand der Literatur
keinen Hinweis auf die Bestimmung der Absolutkonfiguration dieser Verbindungsklasse mit-
tels der CD Exciton Chirality Methode. Es liegt lediglich eine Arbeit der Gruppe um Gaw-
ronski vor (Gawronski ef al., 1981), in der die Anwendung der ,,Exciton Chirality“-Methode

zur Analytik von zyklischen Sulfanyl-Verbindungen beschrieben wird.

Aus diesem Grund wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit eine Mdoglichkeit zur Bestim-
mung der Stereochemie von azyklischen 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanolen mittels der ECCD-
Methode entwickelt. Ausgangspunkt war die Synthese der chiralen Schwefelverbindungen in
enantiomerenreiner Form. Dies wurde in Anlehnung an Vorschriften von Pickenhagen und
Bronner-Schindler (1984) verwirklicht.

Abbildung 10 zeigt den dreistufigen Syntheseweg zur Darstellung von enantiomerenreinem
3-Sulfanyl-1-hexanol 6 und 2-Sulfanyl-1-hexanol 7.
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Abb. 10: Syntheseweg zur Darstellung der enantiomerenreinen 2- und 3-Sulfanyl-1-hexa-

nole (R)-6, (S)-6, (R)-7 und (S)-7 (nach Pickenhagen und Bronner-Schindler,
1984).

Durch asymmetrische Epoxidierung wird dabei aus (F)-2-Hexen-1-ol unter Sharpless-
Bedingungen (Katsuki und Sharpless, 1980) und Verwendung von Diethyl-L-(+)- und
Diethyl-D-(-)-tartrat als enantioselektivem Katalysator (25,35)-2,3-Epoxy-1-hexanol 2 bzw.
das entsprechende Enantiomer 3 gebildet. Durch Behandlung der Epoxide 2 und 3 mit Thio-
harnstoff erhdlt man infolge eines Sauerstoff-Schwefel-Austauschs unter Walden-Umkehr die
entsprechenden Thiirane 4 und 5 mit inverser Konfiguration (Pickenhagen und Bronner-
Schindler, 1984). In Abhéngigkeit der Reduktionsbedingungen resultieren dann die entspre-
chenden 2- bzw. 3-Sulfanyl-1-hexanole 6 [Reduktion von 4 und 5 mit Vitride® (Natrium-
bis(2-metoxyethoxy)aluminium-hydrid) in THF) und 7 (Reduktion von 4 bzw. § mit LiAlH4
in Et;,0). Die Endprodukte (5)-6, (R)-6, (S)-7 und (R)-7 wurden mittels Sdulenchromato-
graphie gereinigt. Die Kontrolle der optischen Reinheit erfolgte mittels MDGC-MS (chirale
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Saule #5, Temperaturprogramm #6) und durch Vergleich mit Literatur-Drehwerten (Picken-
hagen und Bronner-Schindler, 1984).

Da es sich bei dieser Strategie um eine neu entwickelte ECCD Methode handelte, wurden zur
Erweiterung der Datenlage die beiden Enantiomere 7 mit in die experimentelle Umsetzung
einbezogen. Parallel dazu dienten die (R)- und (S)-Enantiomere von 1,3-Butandiol (8) und
1,2-Propandiol (9) als S-freie Modellverbindungen fiir die geplante ECCD-Methode, bei der

die genannten Verbindungen mittels entsprechender Chromophore umgesetzt werden sollten.

1.2.4.1.2 Auswahl eines Chromophors und dessen Umsetzung mit den enan-

tiomerenreinen Verbindungen (Ein-Schritt-Derivatisierung)

Die Anwendung der ECCD-Methode auf azyklische 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanole erfordert
zwei Chromophore. Fiir 1,2- und 1,3-Diole sind Derivatisierungsmethoden beschrieben, bei
denen jeweils zwei verschiedene Chromophore selektiv an den unterschiedlichen Hydroxy-
gruppen der Diole eingefiihrt werden. Beispielhaft seien hier die Verwendung von 9-Anthroat
fiir die primidre Hydroxygruppe eines Polyols mit einem 1,2-Diol-Terminus und von p-
Methoxycinnamat (Wiesler und Nakanishi, 1989; Rele ef al., 1996) bzw. von 2-Anthroat
(Akritopoulou-Zanze et al., 1997) fiir die sekundére Hydroxygruppe erwéhnt.

Fiir diese Art der Derivatisierung sind jedoch zwei Synthese- und Reinigungsschritte notwen-
dig. Ziel unserer Modellstudie war es, die azyklischen 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanole in einem
Schritt mit zwei Aquivalenten desselben Chromophors umzusetzen. Parallel hierzu sind als
etablierte Modellverbindungen 1,3-Butandiol und 1,2-Propandiol eingesetzt worden. Unter
Verwendung von Benzoat oder von p-substituiertem Benzoat sind solche Ein-Schritt-
Umsetzungen bereits fiir terminale und interne 1,2- und 1,3-Diole beschrieben (Harada et al.,
1991; Harada et al., 1996). In einem anderen Ansatz wird das 2-Anthroat als einziges Chro-
mophor zur Derivatisierung von 1,2-Diolen verwendet; die Autoren beobachteten in diesem
Fall fiir die entsprechenden 1,3-Diole einen sehr schwachen, nicht aussagefdhigen und nicht

interpretierbaren Cotton Effekt (Akritopoulou-Zanze et al., 1997).

Bei der Wahl des Chromophors ist darauf zu achten, dass die Lage des elektrischen Uber-
gangsmomentes bekannt ist und es einen moglichst hohen Extinktionskoeffizienten besitzt,

weil daraus intensive CD-Effekte resultieren. Aus diesen Griinden wurde fiir die im Rahmen
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dieser Arbeit durchgefiihrte Modellstudie zur Bestimmung der Stereochemie azyklischer
2-und 3-Sulfanyl-1-alkanole sowie der Modellverbindungen 1,3-Butandiol und 1,2 Propan-
diol mittels der ECCD Methode nach Derivatisierung mit einem einzigen Chromophor das

9-Anthroat ausgewdhlt.

)
F XH Pyridin, DMAP ji\A 0
+ -
(O e on A,
O 48h, 1t

10 (R)-6, (5)-6: X =S, R = C3H; (R)-12, (S)-12: X =S, R =C3H;
(R)-8, (5)-8: X =0, R =CHj4 (R)-13, (S)-13: X =0, R = CH;
B 0
¢ o
F Pyridin, DMAP X
() *yon 0
O O XH 48h, 1t
10 (R)-7, (S)-7: X =S, R = C4H, (R)-14, (S)-14: X =S, R = C4H,
(R)-9, (5)-9: X =0, R = CH, (R)-15, (S)-15: X = O, R = CH;

Abb. 11:  Schema der Umsetzung der enantiomeren Verbindungen 6-9 mit dem Chromophor
9-Anthroylfluorid (Ein-Schritt-Derivatisierung).

Das in Abbildung 11 aufgefiihrte Schema zeigt die Umsetzung der enantiomeren Verbindun-

gen mit als Sdurefluorid aktiviertem Chromophor (Weckerle et al., 2001b).

In Anlehnung an die oben erwihnten, in der Literatur beschriebenen Zwei-Schritt-Derivatisie-
rungsmethoden wurde zusidtzlich fiir das im Aroma der Rucolablitter nachgewiesene
3-Sulfanyl-1-hexanol eine ECCD Methode entwickelt, bei der als Chromophor 2-Anthroyl-
und 9-Anthroylfluorid verwendet wurden. Im ersten Schritt wird hierbei die SH-Gruppe mit
9-Anthroylfluorid (fillt als Nebenprodukt aus der in Abbildung 11 beschriebenen Umsetzung
an) umgesetzt; man erhielt (R)-16 und (S)-16. In einem zweiten Schritt wurde dann die
Hydroxyfunktion mit dem 2-Anthroylfluorid umgesetzt, und man erhielt die bichromophoren
Verbindungen (R)-17 und (S)-17 (Abbildung 12). Die derivatisierten Verbindungen wurden
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schrittweise mittels praparativer Diinnschichtchromatogaphie gereinigt (Weckerle et al.,
2001b).
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Abb. 12:  Schema der Umsetzung der enantiomeren Verbindungen (R)-6 und (S5)-6 mit dem
Chromophor 9-Anthroylfluorid (erster Schritt) und dem zweiten Chromophor 2-
Anthroylfluorid.

1.24.1.3 Ergebnisse der CD-Spektroskopie

Die Ergebnisse der UV- und CD-Spektroskopie der bichromophoren Diester von 3-Sulfanyl-
I-hexanol (R)-12, (S5)-12 bzw. (R)-17, (S)-17, von 1,3-Butandiol (R)-13, (S)-13, von 2-Sul-
fanyl-1-hexanol (R)-14, (S)-14 und von 1,2-Propandiol (R)-15, (S)-15 sind in Tabelle 2 zu-

sammengefasst.

Abbildung 13 zeigt die graphische Darstellung der UV- und CD-Spektren der bichromopho-
ren Diester von 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-12, (5)-12 und von 1,3-Butandiol (R)-13, (S)-13. Im
derivatisierten 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-13 fiihrte die Kopplung der beiden 9-Anthroylreste
zu einer negativen Split-CD Kurve mit einem ersten negativen Cotton Effekt (CE) bei 255 nm
(Ae = -54,8) und einem zweiten positiven CE bei 244 nm (Ag = +37,1) mit einer Amplitude
von 4 = -91,9. Dieser negative CD zeigte, dass die beiden in Léngsrichtung verlaufenden
elektrischen Ubergangsdipolmomente ('B,-Bande, Abbildung 11) der beiden Chromophoren
eine negative Chiralitit und eine damit verbundene Orientierung der Chromophoren im Uhr-

zeigersinn zur Folge hatten. Das entsprechende Enantiomer (S)-12 zeigte ein spiegelbildliches
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Verhalten mit einer positiven Split-CD Kurve mit Extrema bei 255 nm (Ae =+63,1) und
244 nm (Ae = -32,4) und einer Amplitude 4 von +95,5.

Tab.2:  UV-und CD-Daten der bichromophoren Diester von 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-12,
(5)-12 bzw. (R)-17, (S)-17, von 1,3-Butandiol (R)-13, (S)-13, von 2-Sulfanyl-1-
hexanol (R)-14, (S)-14 und von 1,2-Propandiol (R)-15, (5)-15.

Eintrag  Diester Cotton Effekt” Amplitudec1
Amax [NmM] erster Ag Amax [NM] zweiter Ag A

1 (R)-12° 255 -54.8 244 +37.1 91.9

2 (S)-le 255 +63.1 244 -32.4 +95.5

3 (R)-13° 255 -76.5 244 +57.9 -134.4
4 (S)-13° 255 +70.3 244 -54.7 +125.0
5 (R)—14b 256 +151.3 244 -77.2 +228.5
6 (S)-14° 256 -136.0 244 +73.8 -209.8
7 (R)-15° 256 +135.5 243 -71.0 +206.5
8 (S)-15° 256 -145.0 243 +56.9 -201.9
9 (R)-17¢ 259 +98.3 248 -109.1 +207.4
10 (S)-17° 258 -104.0 249 +98.8 -202.8

*Die CD-Effekte der Enantiomere sind nicht direkt vergleichbar, da das Ausgangsmaterial nicht
100 % enantiomerenrein war (vgl. C Experimentalteil, 3.1.1.2, ee-Werte von 6 und 7);
® Konzentrationen wurden bestimmt mittels des UV Extinktionskoeffizienten: &,s3 = 215000 M'em™;
¢ Konzentrationen wurden bestimmt mittels des UV Extinktionkoeffizienten: g,55s = 186000 M 'cm™;
4 Amplitude ist der Abstand zwischen Minimum und Maximum einer CD-Kurve, das Vorzeichen
entspricht dem Vorzeichen des ersten Cotton Effektes.

Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir die Derivate von 1,3-Butandiol erhalten. Das (R)-kon-
figurierte zeigte ebenfalls eine negative Split-CD Kurve mit Cotton Effekten bei 255 nm
(Ae =-76,5) und 244 nm (Ae =+57,9) und einer Amplitude von 4 =-134,3. Das (5)-13
Enantiomer zeigte ein vergleichbar scharfes CD Spektrum mit umgekehrten Vorzeichen der
Cotton Effekte bei 255 nm (Ae =+70,3) und 244 nm (Ae =-54,7) und einer Amplitude von
A=+125,0. Der Vergleich der CD Spektren der derivatisierten 3-Sulfanyl-1-hexanole 12
(Abbildung 13A) mit den entsprechenden Spektren des derivatisierten 1,3-Butandiols 13 (Ab-
bildung 13B) ergab, dass in beiden Fillen die (R)-konfigurierte Verbindung eine negative
Split-CD Kurve und das (S)-Enantiomer ein spiegelbildliches, positives Ergebnis zeigte.
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Abb. 13:  UV- und CD-Spektren der bichromophoren Diester (je zweimal 9-Anthroylrest)
von 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-12, (S)-12 (A) und von 1,3-Butandiol (R)-13,
($)-13 (B).

Die UV- und CD-Spektren der bichromophoren Diester von 2-Sulfanyl-1-hexanol (R) 14 und
(5)-14 und von 1,3-Butandiol (R)-15, (5)-15 sind in Abbildung 14A und 14B dargestellt. Bei
1-O-(9-Anthroyl)-2-S-(9-anthroyl)-2(R)-sulfanyl-1-hexanol (R)-14 resultierte die Kopplung
zwischen den beiden elektrischen Ubergangsdipolmomenten der Chromophoren in einer posi-
tiven Split-CD Kurve mit einem ersten Cotton Effekt bei 256 nm (Ag = +151,3) und einem
zweiten negativen CE bei 244 nm (Ae = -77,2) und einer Amplitude 4 von +228,5. Das Enan-
tiomer (S5)-14 zeigte gegensitzliche Cotton-Effekte bei 256 nm (Ae = -136,0) und 244 nm
(Ae =+73,8) und einer Amplitude 4 von —209,8. Die CD Spektren der entsprechenden deriva-
tisierten Enantiomere der 1,2-Modellverbindung 1,2-Propandiol waren vergleichbar mit einer
negativen Split-CD Kurve fiir das (S)-konfigurierte Enantiomer (S)-15 (Amplitude
A =-201,9) und einer positiven Split-CD Kurve fiir das (R)-konfigurierte Enantiomer (R)-15
(4 =+206,5). Die absoluten Werte der Amplitude der bichromophoren Derivate 14 und 15
reichten von 201,9 bis 228,5 und waren damit weitaus groBler als die Amplituden der bichro-

mophoren Derivate 12 und 13 (4 = 91,9 bis 134,4, Tabelle 2). Dies ist durch den kleineren
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Abstand zwischen den Chromophoren im Falle der 1,2-funktionalisierten Verbindungen 14
und 15 im Vergleich zum Abstand der Chromophoren im Falle der 1,3-funktionalisierten
Verbindungen 12 und 13 zu erkldren. Zusétzlich zu diesem Effekt wird die Amplitude vom
interchromophoren Winkel der interagierenden Chromophoren beeinflusst. In diesem Falle
sind jedoch die interchromophoren Winkel der Verbindungen (S5)-12 und (S)-14 nur

unwesentlich verschieden (30° bis 50°), wie der Abbildung 16A und 16B entnommen werden

kann.
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Abb. 14: UV- und CD-Spektren der bichromophoren Diester (je zweimal 9-Anthroylrest)
von 2-Sulfanyl-1-hexanol (R)-14, (S)-14 (A) und von 1,2-Propandiol (R)-185,
(8)-15 (B).

Die bisher gezeigten Daten belegen, dass die Ein-Schritt-Derivatisierung unter Verwendung
von 9-Anthroat in Verbindung mit der ECCD-Methode eine allgemeine Mikro-Methode zur
Bestimmung der absoluten Konfiguration von sowohl 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanolen als auch
von entsprechenden Dihydroxyverbindungen darstellt. Die Kopplung zwischen den
9-Anthroylresten innerhalb eines bichromophoren Diesters fiihrt zu stark gegensétzlichen
Cotton-Effekten, bei denen die absoluten Werte der Amplituden 4 zwischen 91,9 und 228.5
liegen. Der bevorzugte Drehsinn zwischen den 9-Anthroat-Chromophoren folgt fiir beide

Serien von Verbindungen dem gleichen CD: (i) im Falle von 3-Sulfanyl-1-hexanol 12 und
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1,3-Diol 13 fiihrt die Orientierung gegen den Uhrzeigersinn (negative Chiralitit) der Uber-
gangsdipolmomente der beiden Chromophoren zu (S)-Konfiguration und vice versa (Abbil-
dung 13), (i1) fiir 2-Sulfanyl-1-alkanole und 1,2-Diole ist negative Chiralitit charakteristisch
fiir (R)- und positive Chiralitit fiir (S)-konfigurierte Verbindungen (Abbildung 14).
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Abb. 15:  UV-und CD-Spektren der bichromophoren Diester (einmal 9-Anthroylrest, einmal

2-Anthroylrest) von 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-17, (5)-17.

Wie oben schon erwdhnt, wurde fiir das zentrale 3-Sulfanyl-1-hexanol 6 auch eine ECCD-
Methode entwickelt, bei der zwei verschiedene Chromophore Verwendung fanden. Abbil-
dung 15 verdeutlicht graphisch die Darstellung des CD- und UV-Spektrums der bichro-
mophoren Diester (R)-17 und (S5)-17. (R)-17 zeigte eine positive Split-CD-Kurve mit einem
positiven ersten Cotton-Effekt bei 259 nm (Ae = +98,3) und einem negativen CE bei 248 nm
(Ae = -109,1) und einer Amplitude von 4 = +207,4. Das Enantiomer (S)-17 ergab entspre-
chende spiegelbildliche Werte mit Extrema bei 258 nm (Ae=-104,0) und 249 nm
(Ae =+98,8) und einer Amplitude 4 von —202,8.

Die Ergebnisse zeigen, dass auch diese Art der Derivatisierung eine Zuordnung der Stereo-

chemie von 3-Sulfanyl-1-hexanol 6 und dhnlichen Verbindungen erméglicht. Auffillig war,
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dass die CD Effekte von 17 sich spiegelbildlich zu denen von 12 verhielten; dies stand jedoch
in Ubereinstimmung mit den mittels Computersimulation (MacroModel 5.0) ermittelten Kon-
formationsberechnungen. Die energetisch mdglichst niedrige Konformation von (5)-12, die
durch lokale Energieminimierung und Monte Carlo Konformationssuche erhalten wurde,
zeigte, dass die Orientierung zwischen den Ubergangsdipolmomenten im Uhrzeigersinn (posi-
tive Chiralitdt) mit einem interchromophoren Winkel von ungefihr 30° (Abbildung 16A) ver-
lauft. Dies stimmte mit den erhaltenen positiven CD Kopplungen fiir (S)-12 mit einem positi-
ven ersten CE bei 255 nm iiberein (Abbildung 13A, Tabelle 2). Bei (S)-17 legte das in Langs-
richtung verlaufende Ubergangsdipolmoment der 2- und 9-Anthroylreste eine negative Chira-
litdt fest (Orientierung gegen den Uhrzeigersinn, interchromophorer Winkel ca. 100°; Abbil-
dung 16C), was zu einer negativen experimentellen CD-Kopplung fiihrte.
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Abb. 16: Bevorzugte Konformationen und vorhergesagte Vorzeichen der jeweils ersten
Cotton-Effekte von (S)-12, (S)-14 und (S5)-17, ermittelt durch Computerberech-
nungen mit MacroModel 5.0 (fett gedruckte Linien verdeutlichen die Lage der
Ubergangsdipolmomente).

Die bisher aufgefiihrten Daten beziiglich der CD-Spektren beziehen sich auf Messungen in
Acetonitril. Zusitzlich wurden alle Messungen auch in Hexan als unpolarem Losungsmittel
durchgefiihrt. In Hexan waren die CD Kurven prinzipiell die gleichen, die Werte der Ampli-
tuden waren jedoch im Vergleich zu den Messungen in Acetonitril weitaus kleiner
(z.B. (5)-12 erzeugte in Acetonitril eine Amplitude von 4 = +95,5, in Hexan dagegen eine von
A =+40,7). Die bevorzugte Konformation aller in den Abbildungen 13 bis 15 dargestellten
bichromophoren Diester wurden somit durch die Polaritit des verwendeten Acetonitrils stabi-

lisiert.
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1.2.4.2 Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses von 3-Sulfanyl-1-
hexanol mittels Multidimensionaler Gaschromatographie—Massen-
spektrometrie (MDGC-MS)

Fiir racemisches 3-Sulfanyl-1-hexanol sind Wahrnehmungsschwellenwerte von 17 ng/l in
Wasser und 60 ng/l in wiassrigem Alkohol bestimmt worden (Tominaga et al., 1998). Beide
Enantiomere besitzen intensive Geruchsnoten, das (S)-Enantiomer tendiert dabei eher zu ei-
nem tropisch-fruchtigen, das (R)-Enantiomer zu einem kréauterartigen Geruch (Heusinger und
Mosandl, 1984). Aus diesem Grund spielt nicht nur die Entwicklung von Mdoglichkeiten zur
Bestimmung der Absolutkonfiguration (Weckerle et al., 2001b), sondern auch die Ermittlung
des Verhiltnisses der in einem Aroma enthaltenen Enantiomere solcher chiraler schwefelhal-

tiger Aromastoffe eine wichtige Rolle.
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Abb. 17:  Ermittlung des Enantiomerenverhéltnisses des im Aromaextrakt aus Rucola-
blittern enthaltenen 3-Sulfanyl-1-hexanols; A: HRGC-MS Chromatogramm des
Extraktes, B: Chromatogramm der MS-Detektion der Eluenten der Hauptsdule der
MDGC (Saule # 5, Temperaturprogramm #6).

Das Enantiomerenverhéltnis von 3-Sulfanyl-1-hexanol in den Aromaextrakten aus Rucola-
blittern wurde mittels MDGC-MS bestimmt (Abbildung 17). Die Elutionsreihenfolge der
beiden Enantiomere von 3-Sulfanyl-1-hexanol (R)-6 und (S)-6 wurde anhand der enantiome-
renrein synthetisierten Referenzen ermittelt; das Enantiomerenverhiltnis von 6 im Saft von
Rucola wurde aus dem Verhiltnis der Peakflichen ermittelt, es ergab sich ein Wert von 44 %

(R)-6 zu 56 % (S)-6. Damit ist ein nahezu racemisches Gemisch ermittelt worden. Weber
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stellte in seinen 1996 durchgefiihrten Untersuchungen an Passionsfriichten einen Anteil von
58-78 % (S5)-6 in Abhdngigkeit vom untersuchten Teil der Frucht fest. Solange die Biosynthe-
sewege von 6 nicht bekannt sind, eriibrigt sich eine Diskussion dieses Ergebnisses, das auf-
grund der geringen Selektivitit iiberrascht. In pflanzlichen Geweben finden sich bekanntlich
meist definierte Enantiomerenverhéltnisse mit iiberwiegend hohen Selektivititen (Mosandl,
1998).

1.2.5 Isolierung und Identifizierung der unbekannten schwefelhaltigen

Aromakomponente S24 aus Rucolabliittern

1.2.5.1 Analytik der unbekannten Verbindung S24 mittels ,,on-column®-

Injektion

Um vor der Isolierung der Verbindung S24 zu kliren, dass es sich nicht um ein Artefakt der
durchgefiihrten HRGC-MS-Analytik handelte — eventuell durch die Temperatur im Split-
/Splitless-Injektionssystem (Temperatur 220°C) entstanden — wurde die Probe zusétzlich mit-
tels ,,on-column“-Injektion und anschlieBender HRGC-MS-Analytik untersucht. Bei einer
,on-column“-Injektion wird die Probe direkt mittels einer speziellen Kaniile und einem Ein-
fiihrsystem in die GC-Kapillarsdule {iberfiihrt. Die Verdampfung des Losungsmittels und der
darin enthaltenen Analyten vollzieht sich dann durch das Temperaturprogramm des GC-
Ofens; Peaks von Verbindungen, die in den ersten Minuten der Analyse eluieren, konnen
dadurch etwas an Schédrfe verlieren. Der grofe Vorteil dieser Technik jedoch liegt in der
schonenden Behandlung der Analyten. Jede Verbindung dampft bei Erreichen ihres spezifi-
schen Siedepunktes ab, Abbau- oder Umlagerungsreaktionen durch (iiberhohten) Temperatur-

einfluss werden so vermieden.

In Abbildung 18 ist das Ergebnis dieser Untersuchung (Teilbild B) im Vergleich zur Analytik
mittels Split-Injektion (Teilbild A) graphisch dargestellt; der Elutionsbereich der Verbindung

S24 wurde zur Verdeutlichung vergrof3ert.
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Abb. 18: HRGC-MS-Analytik des XAD-Ethereluates aus Rucolablitter-Presssaft
(Trennsdule #1, Temperaturprogramm #1); A: MS-Chromatogramm, aufgenom-
men mit Split-Injektion (Injektortemperatur 220°C, #1), B: Ausschnitt 30-47 min
aus dem MS-Chromatogramm, aufgenommen mit on-column-Injektion (Injektor
#2 ohne eigene Temperierung, Injektion direkt in die Kapillarsdule).

Wie der Vergleich der beiden in Abbildung 18 aufgefiihrten Teilbilder A und B zeigt, eluier-
ten die Verbindungen S22 und S24 unabhéngig von der Art der Injektion zur gleichen Zeit,
auch die verbreiterte Peakform der Verbindung S24 war in beiden Fillen zu beobachten. Als
Schlussfolgerung ergab sich, dass die Verbindung S24 nicht als Artefakt der durchgefiihrten

Analytik per Split-Injektion anzusehen war, sondern in dieser Form im Aromaextrakt vorlie-

gen musste.

1.2.5.2 Isolierung der unbekannten Verbindung S24

Zur Reinigung der Verbindung S24 aus dem Aromaextrakt wurde eine grofere Menge an
Rucolablittern aufgearbeitet und nach XAD-Adsorption mittels Diethylether extrahiert. Die
Reinigung erfolgte an einer Mikro-Kieselgelsdule mit einem Pentan-Diethylether-Gradienten
und anschlieBender préparativer Diinnschichtchromatographie (Abbildung 19). Das chroma-

tographische Verhalten - die Komponente S24 eluierte erst mit Methanol von der Kieselgel-
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sdule — wies auf eine polare Struktur hin. Insgesamt wurden so 5,4 mg in kristalliner Form

isoliert.

Aromaextrakt

(Et,O-Eluat der XAD-Adsorption)

LCSiO vrdparative Mikro-LC,
¢ 2 praparative SiO, Sdule

Fraktion 12-14

DCSi0, praparative DC an SiO,

v

Bande bei R;= 0,8
S24 (5,4 mg)

Abb. 19:  Schema zur Reinigung der unbekannten schwefelhaltigen Verbindung S24.

1.2.5.3 Strukturaufklirung der unbekannten Verbindung S24

Zur Strukturaufklarung der unbekannten schwefelhaltigen Verbindungen S24 dienten ein- und
zweidimensionale NMR-Spektren und die Untersuchung der Probensubstanz mittels hochauf-
geloster Massenspektrometrie sowie der Vergleich der erhaltenen Daten mit denen eines syn-

thetisierten Strukturanalogons.

Im "C-NMR-Spektrum der Verbindung S24 sind finf Signale detektiert worden, die sich
aufgrund von DEPT-Messungen vier sekundiren (27,5, 27,9, 35,5 und 48,0 ppm) und einem
quartdren Kohlenstoffatom (203,7 ppm) zuordnen lieBen. Die extrem hohe Tieffeldverschie-
bung des quartdren C-Atoms deutete auf die Nachbarschaft mehrerer Heteroatome hin. Die
Struktur eines Thiocyanates oder Isothiocyanates wurde an dieser Stelle ausgeschlossen, da
die C-Atome der funktionellen Gruppe dieser Stoffklassen '*C-Signale im Bereich von 120-
140 ppm zeigen (Breitmaier, 1993). Des Weiteren wurden in HMBC-Messungen jeweils
Kreuzsignale zwischen den Protonen der beiden sekundidren C-Atome bei 35,5 und 48,0 ppm
und dem quartidren C-Atom detektiert. Aus H,H-COSY- und HMQC-Messungen ergab sich
die Anordnung der sekundiren C-Atome in der Reihenfolge 35,5 —27,9 - 27,5 - 48,0 ppm.

Durch Hinweise aus dem bei den HRGC-MS-Messungen erhaltenen Massenspektrum der
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Verbindung S24 auf einen Molekiilionenpeak mit m/z 147,0 wurde die exakte Masse der Un-
bekannten mit 147,0178 bestimmt; dies entspricht der Summenformel CsHoNS,. Aus den
erhaltenen Daten wurde fiir die Verbindung S24 die in Abbildung 20A dargestellte Struktur
von [1,3]-Thiazepan-2-thion ermittelt. Das Vorliegen der Thionfunktion ('*C-Signal von C-2
bei 203,7 ppm) sowie der Aminfunktion ('H-Signal des N-H Protons bei 8,33 ppm) wurde
durch den Vergleich mit Literaturdaten (Friebolin, 1999; Li und Ohtani, 1997) bestitigt. Zu-
sdtzlich wurden die Messergebnisse mit entsprechenden Daten des synthetisierten Struktur-
analogons [1,3]-Thiazinan-2-thion verglichen (Abbildung 20B).

A B
27,9 (m, 2,12) 27,5 (m, 1,83) 20,5 (m, 2,16)
6 5

5
35,3 (t, 2,96) (7 4) 48,0 (t, 3,58) 30,0 (t, 2,98) (5 0 44,2 (t, 3,46)
20@]/ H (5,833) 194}[]/ (5. 8,76)

S S

Unbekannte S24 [1,3]-Thiazinan-2-thion

([1,3]-Thiazepan-2-thion)

Abb. 20: NMR-Daten der Unbekannten S24 (= [1,3]-Thiazepan-2-thion; A) und des synthe-
tisierten Analogons [1,3]-Thiazinan-2-thions (B); Ergebnisse der *C-NMR- und
der "H-NMR-Messungen in Klammern (mit Signaltyp) in ppm.

Das isolierte [1,3]-Thiazepan-2-thion wurde im Rahmen unserer Untersuchungen erstmals
beschrieben. Wenngleich 4-Methylthiobutylglucosinolat formal, d.h. nach Abspaltung der
Methylgruppe, als Vorldufer von S24 betrachtet werden kann, war es mit unserer Versuchs-
anordnung allerdings nicht mdglich, festzustellen, ob das [1,3]-Thiazepan-2-thion als direktes
Spaltprodukt aus Glucoerucin durch Myrosinasehydrolyse hervorgeht. Einen deutlichen Hin-
weis auf die Abspaltung der Methylgruppe erhélt man aufgrund eines bereits beschriebenen
Abbauproduktes des Glucoerucins aus Rucola. Es handelt sich dabei um das von Cerny et al.
(1996) in vergleichsweise groBBer Menge gefundene Bis-(4-isothiocyanatobutyl)-disulfid. Die
Autoren beschrieben als priparativ nicht fassbares Intermediat 4-Sulfanyl-butylisothiocyanat
[H-S-(CH,)4-N=C=S], das in entsprechenden Experimenten durch milde Oxidation in das
Disulfid iiberfiihrbar war (Cerny et al., 1996). Bei unseren Studien konnten wir 4-Sulfanyl-
butylisothiocyanat nicht nachweisen; im Gegensatz zu den Angaben von Cerny ef al. trat das
Dimere nur als Spurenkomponente auf, wodurch die oben genannte Hypothese zur Bildung

der zyklischen Verbindung S24 gestiitzt wird.
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1.3 Analytik von glykosidisch gebundenen Flavonoiden

Gemal der einleitend erlduterten Strategie wurden im Folgenden mit Rucola weitere Studien
durchgefiihrt, die auf die Analytik von (glykosidisch gebundenen) Flavonoiden als potentiell
,bioaktiv* wirksame Verbindungen ausgerichtet waren. Glucosinolate (als weitere ,,funktio-
nelle” Inhaltsstoffe) sind in Rucola bereits ausfiihrlich untersucht worden, so dass dieser
Stoffklasse bei den nachfolgend aufgefiihrten Untersuchungen keine weitere Aufmerksamkeit

gewidmet worden ist.

1.3.1 Allgemeines zu (glykosidisch gebundenen) Flavonoiden

Flavonoide und ihre glykosidisch gebundenen Derivate kommen in Bliitenblattern und Friich-

ten sowie in den griinen Bestandteilen von Pflanzen (v.a. Blitter) vor.

Tab. 3:  Extrema der UV-Spektren einiger (glykosidisch gebundener) Flavonoide (Literatur
siche Bezifferung und Fufinoten).

Flavonoid Maximum 1 Maximum 2
Quercetin' 253 nm 367 nm
Kaempferol' 262 nm 367 nm
Apigenin' 265 nm 335 nm
Quercetin-glykosid'? 255 nm 357 nm
Kaempferol-glykosid'* 262 nm 348 nm
Rutin’ 259 nm 355 nm
Isoquercitrin® 259 nm 355 nm

Kaempferol-3-O-B-D-[2-E-caffeoyl-B-D-glucopyranosyl-

268 nm 230 nm
(1-2)glucopyranosid]-7-O-B-D-glucopyranosid*
253 nm
Quercetin-3-0-B-D-[2-E-feruloyl-B-D-glucopyranosyl- (+ Schulter bei 268 537
+ Schulter be1 nm
(1-2)glucopyranosid]-7-O-B-D-glucopyranosid*
und 290 nm)

" nach Escarpa und Gonzélez (2000); > Struktur des Glykosides nicht niher definiert; ° nach Brolis
et al. (1998); * nach Nielsen et al. (1993).



Analytik von glykosidisch gebundenen Flavonoiden 41

Die Flavonoide lassen sich je nach Struktur des heterocyclischen Ringes C in verschiedene
Klassen einteilen (Abbildung 21). Die gezeigten Grundstrukturen der einzelnen Klassen von
Flavonoiden ermdglichen v.a. durch die unterschiedlichen Substitutionsmuster an den aroma-
tischen Ringen A und B eine Vielzahl an Strukturen, die ihrerseits fiir die charakteristischen
UV-Spektren von Flavonoiden verantwortlich sind (Tabelle 3). Strukturabhédngig ergeben sich
auch Unterschiede im Hinblick auf die Lokalisierung der Verbindungen innerhalb der Kom-
partimente einer Pflanze. Beim griinen Blatt beispielsweise befinden sich die freien Flavonoi-
de iiberwiegend in den dufleren Schichten der Blattoberfliche, wihrend ihre glykosidisch

gebundenen Derivate meist in den Vakuolen und epidermalen Gewebeschichten vorkommen.

Flavone Flavonole

OH 0) OH 0]

HO O "‘\\\\ @

OH
OH O Flavanone OH

OH
®
HO o @
AN
C
Zon

OH Anthocyanidine Isoflavone

Catechine

Abb. 21: Klassifizierung von Flavonoiden in Abhéngigkeit der Struktur des
heterocyclischen C-Ringes (nach Formica und Regelson, 1995).

Flavonoide stellen heute den Ausgangspunkt fiir verschiedene wissenschaftliche Forschungs-
richtungen dar (Harborne und Williams, 2000). Diese setzen dabei hauptsichlich an folgenden
Kriterien an (im Folgenden wird unspezifisch nur von Flavonoiden gesprochen, der Begriff

soll hier freie und glykosidisch gebundene Verbindungen umfassen):
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Schutz vor UV-B-Strahlung in Pflanzen

Ultraviolette Strahlung wird in drei Banden mit verschiedenen Energieniveaus und daraus
resultierender unterschiedlicher 6kologischer Bedeutung eingeteilt, wobei die UV-B-Strah-
lung mit einer Bandbreite von 280-315 nm von besonderer Bedeutung ist. Schutz gegen diese
Art von Strahlung spielt fiir Pflanzen, die dem Sonnenlicht ausgesetzt sind, eine wichtige
Rolle. Neben anderen Faktoren konnte der Flavonoidgehalt in den Blattern durch die Fahig-
keit dieser Verbindungen, Licht in einem Bereich von 280-320 nm zu adsorbieren, dazu bei-
tragen, als UV-Filter zu wirken und beispielsweise die photosynthetisch aktiven Gewebe-
schichten zu schiitzen. So hat man gezeigt, dass unter erhohter UV-B-Einstrahlung der Gehalt
an Flavonoiden in bestimmten Kompartimenten von Pflanzen signifikant zunahm (Skaltsa
et al., 1994; Ormrod et al., 1995; Reuber et al., 1996).

Antimikrobielle Eigenschaften

Die Fahigkeit bestimmter Flavonoide als sog. Phytoalexine zu fungieren, wird von Pflanzen
zur Verhinderung des Wachstums pathogener Keime (z.B. Botrytis-Arten, verschiedene
Stimme von Staphylococcus) ausgenutzt. Man hat gezeigt, dass es bei einem mikrobiellen
Angriff auf Pflanzen zur Akkumulation bestimmter Flavonoide kommen kann. Dariiber hin-
aus wird dementsprechend derzeit auch die Verwendung von Flavonoiden zur Bekdmpfung
fungaler und viraler Keime beim Menschen diskutiert (Grayer und Harborne, 1994; Haragu-
chiet al., 1998; Kim et al., 1998; Stevenson und Haware, 1999).

Interaktionen zwischen Pflanze und Tier

Neben anderen pflanzlichen Polyphenolen spielen Flavonoide eine wichtige Rolle beim
Schutz von Pflanzen vor Insekten. Auch in diesem Bereich ist gezeigt worden, dass einerseits
bestimmte Pflanzen bei Angriffen von Insekten mit einer erhohten Produktion von Flavonoi-
den reagieren und andererseits auch Insekten bzw. deren Larven (in bestimmten Entwick-
lungsstadien) den Verzehr von Blittern aufgrund ihres Gehaltes an gewissen Flavonoiden
vermeiden (Beninger und Abou-Zaid, 1997; Dillon et al., 1997). In einigen Fillen sind Insek-
ten allerdings auch auf die Zufuhr bestimmter Flavonoide mit der Nahrung angewiesen. So
nutzt z.B. das méinnliche adulte Tier des Monarchschmetterlings (Danaus plexippus) die Fla-
vonoide aus Asclepias-Arten als ,,attractant” fiir seinen Sexualpartner (Haribal und Renwick,
1996).
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Funktionalitit im medizinischen und erndhrungswissenschaftlichen Bereich

Im erndhrungswissenschaftlich-medizinischen Bereich hat man damit begonnnen, Flavonoide
hinsichtlich ihrer antioxidativen, Enzym-hemmenden, entziindungshemmenden und antitumo-
ralen Eigenschaften zu studieren sowie ihre hormonell wirksame, antibakterielle, antimutage-
ne und anxiolytische Aktivitét zu untersuchen. Auf einschldgige Literatur zu diesen Bereichen
sei — ohne Anspruch auf Vollstdndigkeit - verwiesen (Dziedzic und Hudson, 1983; Frankel et
al., 1993; Hertog et al., 1993; Tournaire et al., 1993; Hodnick et al., 1994; Williams et al.,
1995; Jankun et al., 1997; Mata et al., 1997; Kitayoka et al., 1998; Wang et al., 1998; Miyase
etal., 1999a).

Flavonoide sind als polyphenolische Verbindungen in Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs
weit verbreitet. Bisher wurden iiber 4000 solcher Verbindungen in Pflanzen der verschiedens-
ten Familien beschrieben (Middleton und Kandaswami, 1994). Eine Aussage iiber die tdglich
mit der Nahrung aufgenommene Menge an Flavonoiden ist schwierig, da die Daten iiber Fla-
vonoid-Gehalte in pflanzlichen Lebensmitteln noch begrenzt sind. Vorldufige Schitzungen
belaufen sich von 23 mg/Tag (Hollman und Katan, 1999) — berechnet als Summe der Agly-
kone Quercetin, Kaempferol, Myricetin, Luteolin und Apigenin — bis zu 115 mg/Tag (Kiih-
nau, 1974). Fiir die Bioverfiigbarkeit von Flavonoiden und deren Glykoside ist jedoch nicht
nur die absolut aufgenommene Menge von Bedeutung, entscheidend ist letztlich, ob und zu
welchem Prozentsatz die Verbindungen resorbiert werden kdnnen. Ging man in der Vergan-
genheit davon aus, dass hierzu nur die Aglykone in Frage kommen (Kiihnau, 1974), so bele-
gen aktuelle Untersuchungen, dass auch glykosidisch gebundene Formen — in Abhéingigkeit
des Substitutionsmusters und der Struktur der Zuckeruntereinheit(en) in unterschiedlichen
Mengen — nach entsprechender Hydrolyse resorbiert werden (Hollman et al., 1995; Hollman
etal., 1997).

Eine essentielle Grundlage fiir derartige Untersuchungen stellt die Isolierung und Charakteri-
sierung von (glykosidisch gebundenen) Flavonoiden aus dem entsprechenden pflanzlichen
Material dar. Beziiglich Rucola liegen erste Informationen zum Flavonoidgehalt von Rahman
et al. vor; die Identifizierung von Isorhamnetin-3-glucosid aus Rucolabléttern stammt bereits
aus dem Jahr 1969.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Blétter von Rucola auf ihren Gehalt an weite-
ren Flavonoiden und/oder deren Glykoside untersucht. Dabei kamen sowohl fiir die Aufarbei-

tung als auch fiir die Isolierung und spektroskopische Charakterisierung einschldgige Metho-
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den der Flavonoidanalytik (HPLC-UV/ELSD, HPLC-MS/MS, ein- und zweidimensionale
NMR-Techniken) zum Einsatz. Der Darstellung der bei unseren Studien erhaltenen Ergebnis-

se ist eine kurze Erldauterung der instrumentell-analytischen Grundlagen vorangestellt.

1.3.2 Instrumentell-analytische Grundlagen

Ubersicht

Grundsitzlich bietet sich fiir die Isolierung, Reinigung und Charakterisierung glykosidisch
gebundener Flavonoide die gleiche Vorgehensweise an, wie sie in den Abschnitten 2.2.2 und
2.2.3 (Teil B, Ergebnisse und Diskussion) ndher erldutert wird. Unterschiede treten v.a. auf-
grund unterschiedlicher chromatographischer Eigenschaften sowohl der Flavonoid-Konjugate
als auch der freien Flavonoide auf. So konnen die Aglykone von Aromastoff-Prekursoren
iiblicherweise mittels Gaschromatographie untersucht werden; bei den Flavonoid-Konjugaten
sind die Aglykone aufgrund ihrer Molekularmasse, Polaritidt und geringen Fliichtigkeit nur
mit der Hochleistunsfliissigchromatographie (HPLC) analysierbar. Lassen sich Aromastoff-
konjugate sowohl direkt via HPLC als auch teilweise nach geeigneter Derivatisierung mittels
Gaschromatographie analysieren, so kommt auch hier fiir Flavonoid-Glykoside nur die Hoch-

leistungsfliissigchromatographie in Betracht.

Flavonoide besitzen aufgrund ihrer Struktur charakteristische UV-Spektren, die teilweise so-
gar eine Einordnung dieser Verbindungen in die verschiedenen Klassen (Flavone, Flavonole,
Flavanone, Isoflavone, Catechine, Anthocyanidine) erlauben. Deswegen stellt die Kopplung
der HPLC an einen Photo-Diodenarray-Detektor eine ideale Moglichkeit dar, schon bei
Screeninguntersuchungen von Rohextrakten die via HPLC chromatographisch getrennten
Verbindungen mit einem UV-Spektrum zu korrelieren und so potentiell in der (komplexen)
Mischung vorhandene Flavonoide herauszufiltern (Nogata et al., 1994; Escarpa und Gonza-
lez, 2000; Mattila et al., 2000; Weckerle et al., 2001a). Die massenspektrometrische Charak-
terisierung von Flavonoid-Glykosiden konzentriert sich auf die Moglichkeiten der Kopplung
der HPLC mit der (Tandem-) Massenspektrometrie. Die Funktionsweise und die Anwen-
dungsmoglichkeiten der HPLC-MS/MS werden im nichsten Abschnitt niher erldutert, die
Moglichkeiten der Kernresonanzspektroskopie (NMR) zur Strukturaufklarung von Naturstof-
fen werden im Kapitel 2.2.2 (Teil B, Ergebnisse und Diskussion) dargestellt.
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Strukturaufkldrung und Charakterisierung

Fiir die Untersuchung polarer nichtfliichtiger Molekiile, die als Mischung in einer wisserigen
Matrix vorliegen (z.B. Naturstoffextrakte), stellt die Kopplung der HPLC mit der Mas-
senspektrometrie ein ideales analytisches Werkzeug dar. Seit mehr als 20 Jahren hat man des-
halb Techniken entwickelt und optimiert, die eine direkte Kopplung der HPLC an die Mas-
senspektrometrie (HPLC-MS) ermdglichen. Das fiir diese Kombination notwenige Kopp-
lungsteil muss in der Lage sein, (i) die in der fliissigen Phase des Eluenten solvatisierten Ana-
lytenmolekiile nahezu gleichzeitig vom Losungsmittel zu befreien, (ii) die Analytenmolekiile
effektiv in die Gasphase zu iiberfiihren und sie fiir die Detektion zu ionisieren und (iii) das
Hochvakuum, das auf der Seite des massenspektrometrischen Detektors anliegt, aufrecht zu
erhalten. Die Entwicklung einer derartigen Kopplung fiihrte {iber das ,,moving belt“-Interface
(McFadden et al., 1976) und das ,,direct liquid introduction®-Interface (Henion, 1978; Apffel
et al. 1983) zu ,particle beam*“-Ionisierung (Willoughby und Browner, 1984) und ,,thermo-
spray“-lonisierung (Blakely et al., 1980) Anfang der achtziger Jahre schlieBlich hat man eine
Strategie entwickelt, bei der die Ionisierung unter Atmosphérendruck (,,atmospheric pressure
ionization“, API) erfolgt. Bei dem letztgenannten und heute routinemaBig eingesetzten Sys-
tem erfolgt die Abtrennung des Losungsmittels sowie die Ionisierung der Analyten auB3erhalb
des Hochvakuums unter dem Druck der Umgebungsatmosphére; zum Einsatz kommt hier die
Elektrosprayionisierung (ESI) und die chemische lonisierung unter Atmosphérendruck (,,at-

mospheric pressure chemical ionization®, APCI).

Im Gegensatz zum ESI-Interface werden die Analyten bei der letztgenannten Methode nach
dem pneumatischen Zerstduben der Probe in einem starken Stickstoffstrom (4-8 1/min) und
dem Passieren eines auf 200-400°C beheizten Glaszylinders (von den gebildeten Mikrotropf-
chen verdampft hier das restliche Losungsmittel) im APClI-Interface aktiv chemisch ionisiert.
Die lonisierung der Probenmolekiile erfolgt indirekt mittels einer Koronarentladungs-
Elektrode, die ihrerseits durch die an ihr anliegende Hochspannung (4-6 kV) ein Stickstoff-
plasma - bestehend aus N,", N, und H,O" Radikalkationen sowie freien Elektronen - er-
zeugt, aus denen schlieBlich H;O -Ionen als eigentliche reaktive Species fiir die chemische
Ionisierung generiert werden (Garcia et al., 1996). Die Analyten werden anschlieBend durch
Protonentransfer, Bildung von Adduktionen oder Ladungsaustauschreaktionen (Niessen und
Tinke, 1995) in Kationen tliberfiihrt. Im Hinblick auf die Kopplung des Interface an die HPLC
toleriert dieses Flussraten bis zu 2 ml/min ohne Probleme. Nachteilig auf die Analyten kénnen

sich Degradationsreaktionen — bedingt durch die hohe Temperatur — auswirken.
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Die Arbeiten zur Elektrospray-lonisierung beruhen auf Untersuchungen aus Arbeitsgruppen
um Hines (Hines, 1966), Dole (Dole et al., 1968), Yamashita (Yamashita und Fenn, 1984a,
1984b) und Aleksandrov (Aleksandrov et al., 1985). Bei dieser Art der lonisierung werden
die aus der Chromatographie-Séule austretenden Eluenten elektrostatisch zerstdubt, wobei ein
Aerosol hochgeladener Tropfchen entsteht. Im weiterentwickelten System von Bruins (Bruins

et al., 1987) wird zusétzlich ein Stickstoffstrom eingesetzt, um diesen Prozess pneumatisch zu

unterstiitzen.
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Abb. 22: Schematischer Aufbau des verwendeten ESI-Interface (nach Iribarne und
Thomson, 1976; Thomson und Iribarne, 1979).

Abbildung 22 zeigt ein Schema des in der vorliegenden Arbeit verwendeten ESI-Interface. In
diesem wird der Prozess der Zerstiubung durch eine Hochspannung (2-6 kV) zwischen der
Probenkapillare und der beheizten Eingangskapillare des Massenspektrometers (dient als Ge-
genelektrode) eingeleitet; das dadurch ausgebildete elektrostatische Feld sorgt fiir eine e-
lektrophoretische Trennung der Ionen in der austretenden Probenldsung. Durch diese elektro-
statische Zerstdubung wird zunéchst ein Aerosol aus hochgeladenen Teilchen gebildet. Durch
die Verdampfung des Losungsmittels kommt es zu einem Anstieg der Ladungsdichte an der
Oberflache der Tropfchen, so dass zu einem bestimmten Zeitpunkt das sog. ,,Rayleigh-Limit*
tiberschritten wird, d.h. die Coulomb’schen AbstoBungskrifte reichen aus, um positiv oder
negativ geladene Ionen (als ,,nackte* Gasphasen—lonen) zu emittieren. Diesem sog. ,,charged
residue*-Prinzip von Dole (Dole et al., 1968) steht das ,,ion evaporation“-Modell von Iribarne
und Thomson gegeniiber (Iribarne und Thomson, 1976; Thomson und Iribarne, 1979). Letzte-
rer Theorie liegt eine direkte feldinduzierte Emission einzelner Ionen aus den Mikrotropfchen
in die Gasphase zu Grunde. Fiir die Analytik mittels eines ESI-Interfaces miissen die Analy-
ten entweder schon geladen im HPLC-Eluat (z.B. Verbindungen mit nucleophilen Gruppen

wie Amine oder Carbonsduren oder Verbindungen mit Heteroatomen, die ein freies Elektro-
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nenpaar besitzen) oder durch Addukt-Bildung mit Komponenten des Losungsmittels (starke

Séuren wie Trifluoressigsdure, fliichtige Puffermedien wie Ammoniumacetat) vorliegen.

Um die durch das ESI- oder APCl-Interface generierten ionisierten Analyten (normalerweise
liefern diese ,,sanften” Ionisierungstechniken Quasimolekiilionen wie [M+H]", [M-HJ,
[M+Ammonium]” oder [M+Acetat-H]) detektieren zu kénnen und weitere strukturelle Aus-
sagen zu erhalten, ist der Einsatz der Tandemmassenspektrometrie erforderlich. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde ein sog. Triple-Stage-Quadrupol-Tandemmassenspektrometer

eingesetzt. Abbildung 23 zeigt schematisch diesen Aufbau.

Tonen-
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Pasgon ~ 0,5-3 mTorr Detektor

Quadrupol-Massenfilter

l—}t

Abb. 23:  Schematischer Aufbau des von uns verwendeten Triple-Stage-Quadrupol-Tandem-
massenspektrometers (nach Yost und Enke, 1978; Busch et al; 1988 Wysocki,
1992).

Es besteht aus drei linear angeordneten Quadrupolfiltern (Q1, Q2, Q3), wobei Quadrupol 1
und Quadrupol 3 als frequenzmodulierte Massenanalysatoren dienen. Der dazwischen liegen-
de Quadrupol, der nur im Hochfrequenzbetrieb (,,rf-only*) arbeitet, fungiert als stark fokussie-
rende, feldfreie StoBkammer mit hoher Transmission, in der ausgewéhlte Prekursor-Ionen
(,,Elternionen*) dort mit einem inerten Sto3gas wie Argon oder Xenon kollidieren, wobei ein
Teil der kinetischen Energie in innere Energie (Schwingungsenergie) umgewandelt wird, was
zu einem unimolekularem Zerfall der aktivierten Prekursorionen in Produktionen (,,Tochteri-
onen®) fithrt (Wysocki, 1992). Dieser als ,,collision induced decomposition” (CID) bezeichne-
te Vorgang wird iiber die kinetische Energie der lonen, die von der Potentialdifferenz zwi-
schen den Quadrupolen Q1 und Q2 abhéngig ist, und den Druck in der StoBkammer kontrol-
liert. Das Ausmal} der Fragmentierung einer gleichartigen Prekursorionenpopulation ist direkt

mit diesen beiden Parametern korreliert (Yost und Enke, 1978; Busch et al., 1988).

Zur Beantwortung verschiedener Fragestellungen kann das Tandemmassenspektrometer in

unterschiedlichen Messarten betrieben werden: (i) ,,Full Scan“-Modus; Q1 und Q3 entspre-
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chen bei abgestelltem Stofgas der Arbeitsweise eines Single-Quadrupol Massenspektrome-
ters; (i) Produktionen Scan-Modus (auch Tochterionen Scan-Modus); in Q1 wird ein Mole-
kiilion selektiert, anschliefend in Q2 mittels StoBaktivierung fragmentiert und die gebildeten
Produktionen werden in Q3 detektiert (Aufnahme von Massenspektren); (iii) Prekursorionen
Scan-Modus (auch Elternionen Scan-Modus), erfasst simtliche Ionen, die nach StoBaktivie-
rung ein charakteristisches Fragmention bilden; (iv) Neutralverlust Modus, erfasst Abspaltun-
gen ungeladener Molekiilbruchstiicke; (v) im ,,Selected Reaction Monitoring* (SRM-Modus)
schlieBlich wird in Q1 ein bestimmtes m/z selektiert, in Q2 fragmentiert und aus den entste-

henden Produktionen wiederum mittels Q3 ein selektives m/z erhalten.

1.3.3 Isolierung und Charakterisierung glykosidisch gebundener Flavo-

noide aus Rucola

1.3.3.1 Herstellung eines Rohextraktes

Die Anreicherung an Zuckereinheiten gebundener Flavonoide erfolgte aus einem Losungsmit-
telextrakt an RP-18 bzw. XAD-2 Material. Zu diesem Zweck wurde eine definierte Menge an
frischen Rucolablittern (Eruca sativa Mill., Provenienz Italien) mit Extraktionslésung
(70 % Methanol-30 %Wasser, v/v) versetzt, im Mixer zerkleinert und wahrend 24 h auf dem
Schiittler extrahiert. Nach Filtration wurde die organische Phase am Rotationsverdampfer
eingeengt, der konzentrierte Riickstand wurde lyophilisiert. Den trockenen Extrakt nahm man
wieder in wenig Wasser auf und applizierte ihn auf eine vorkonditionierte XAD-2-Séule.
Nach Auswaschen polarer Substanzen (z.B. Zucker, Aminosduren, Salze) mit Wasser und
Abtrennung ggf. noch vorhandener Anteile an freien Aromastoffen mit Diethylether wurde
ein Flavonoid-Rohextrakt durch Elution mit Methanol gewonnen. Nach Entfernen des Lo6-

sungsmittels im Vakuum erfolgte Lyophilisierung des Riickstandes.

1.3.3.2 Analytik des Rohextraktes mittels Hochleistunsfliissigchromato-
graphie mit Photo-Diodenarray Detektion (HPLC-DAD)

Wie oben erwihnt, stellt die Hochleistungsfliissigchromatographie in Verbindung mit einem

Photodiodenarray-Detektor eine elegante Mdglichkeit dar, einen Rohextrakt in einem Schritt
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auf seinen Gehalt an Flavonoiden hin zu iiberpriifen, da sowohl die komplexe Mischung auf-
getrennt wird als auch die UV-Spektren der detektierten Verbindungen aufgenommen werden.
Aufgrund unterschiedlicher chemischer Strukturen (Abbildung 21) zeigen Flavonoide charak-
teristische UV-Spektren (Tabelle 3) und lassen sich mit dieser analytischen Methode schon in
einem ersten Screening von anderen Verbindungen unterscheiden. Abbildung 24 zeigt das bei

254 nm registrierte HPLC-DAD-Chromatogramm des aus Rucolabléttern gewonnenen Roh-

extraktes.
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Abb. 24: HPLC-DAD-Chromatogramm des aus Rucolabléttern gewonnenen Rohextraktes
(analytische RP-18 Siule; Analyt. Gradient #7; Abbildung zeigt die Spur bei
254 nm).

Wie aus Abbildung 24 ersichtlich ist, beschriankte sich die mittels HPLC-DAD (bei 254 nm)
detektierte Zusammensetzung des Rohextraktes im Wesentlichen auf drei Hauptverbindungen
(Peaks bei R; 11,5, 13,1 und 14,3 min), die ungefdhr im gleichen Mengenverhiltnis zueinan-
der vorlagen. In Tabelle 4 sind die Extrema der UV-Spektren dieser drei Verbindungen aufge-
fiihrt.

Beim Vergleich dieser Daten mit entsprechenden Literaturangaben (Tabelle 3) stellte sich
heraus, (i) dass es sich bei den drei detektierten Hauptkomponenten Ruel, Ruc2 und Rue3
um Strukturen handelte, die mit denen von Flavonoiden aufgrund der beiden bei héherer Wel-
lenlénge liegenden Maxima tibereinstimmten, und (ii) dass es sich wahrscheinlich nicht um
freie, sondern um glykosilierte Flavonoide handelte, sowie (iii) dass im Falle von Ruc2 und

Ruc3 vermutlich zusétzlich eine Acylierung im Molekiil vorliegen diirfte.
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Tab.4:  Extrema der UV-Spektren der mittels HPLC-DAD im Rohextrakt bei 254 nm
detektierten Hauptkomponenten (Abbildung 24).

Verbindung (Bezeichnung) Maximum I~ Schulter =~ Maximum 2 Maximum 3
Rt 11,5 min (Rucl) 214 nm 248 nm 266 nm 338 nm
Rt 13,1 min (Ruc2) 212 nm 241 nm 272 nm 330 nm
Rt 14,3 min (Ruc3) 224 nm 242 nm 273 nm 330 nm
1.3.3.3 Fraktionierung und Reinigung mittels ,,reversed phase‘“- Chromato-
graphie

Die Reinigung des Rohextraktes erfolgte an ,,reversed phase* RP-18 Material mittels priapara-
tiver LC-Auftrennung (““RP-18g). Ausgehend von dem Methanol-Eluat des durch Adsorp-
tion an XAD-2 erhaltenen Extraktes sind die drei mittels HPLC-DAD detektierten (potentiell
glykosidisch gebundenen) Flavonoide in einem Schritt in ausreichender Reinheit isoliert wor-
den (Abbildung 25).

Rohextrakt

(MeOH-Eluat der XAD-
Adsorptionschromatographie)

T

praparative LC,
/ LcRi’-ISR Wﬁgtive RP-18 Siule
Fraktion 48-52 Fraktion 61-62 Fraktion 67-68
(25,2 mg) Rucl (15,4 mg) Ruc2 (11,6 mg) Ruc3
Abb. 25: Schema zur chromatographischen Reinigung von Ruel, Ruc2 und Ruc3.

Die drei Substanzen konnten in einem einzigen chromatographischen Reinigungsschritt in
ausreichender Reinheit (Kontrolle mittels Rechromatographie an HPLC-DAD) und ver-
gleichsweise groBer Ausbeute (11,6-25,2 mg) erhalten werden. Die Charakterisierung erfolge

mittels Tandemmassenspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie.
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1.3.34 Bestimmung des Zuckeranteils mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (HRGC-MS)

Zur Identifizierung der in den isolierten Flavonoiden zu erwartenden Zuckereinheiten mittels
HRGC-MS wurden Aliquote der isolierten reinen Verbindungen zunéchst einer Saurehydro-
lyse unterworfen. Nach Neutralisieren der Losungen wurden die Zuckereinheiten mit Natri-
umbordeuterid reduziert. Dadurch wurden die Aldehyd- bzw. Keto-funktionen der freigesetz-
ten Zuckereinheiten zu den entsprechenden Hydroxyfunktionen reduziert, aus den Aldosen
bzw. Ketosen entstanden Polyole. Durch Reduktion mit deuteriertem Natriumborhydrid wur-
de die Position im Zuckermolekiil, die die Aldehyd- bzw. Ketofunktion trug, selektiv markiert
und konnte so spiter im Massenspektrum wieder zugeordnet werden. Im Anschluss an die
Reduktion wurden die erhaltenen Polyole acetyliert, um die Verbindungen der HRGC-MS

zuginglich zu machen.

Neben den isolierten Verbindungen Rucl, Ruc2 und Rue3 sind nach der beschriebenen
Vorgehensweise auch Referenz-Monosaccharide (B-D-Glucose, B-D-Galactose, B-D-Arabi-
nose, B-D-Fructose) umgesetzt worden. Aus dem Vergleich der Retentionszeiten und der
Massenspektren der Referenzen mit denen der aus den isolierten glykosilierten Flavonoiden
freigesetzten Zuckereinheiten zeigte sich, dass in den drei isolierten Verbindungen Glucose-
einheiten enthalten waren. Dieses Ergebnis stand in Einklang mit den bei der HPLC-DAD-
Analytik erhaltenen Resultaten, bei der anhand des Vergleichs der UV-Spektren schon eine
Glykosilierung zu erwarten war. Die Methodik lieB3 allerdings keine Aussage tiber die Anzahl

der Glucose-Untereinheiten im jeweiligen Molekiil zu.

1.3.3.5 Charakterisierung der Glykoside mittels Hochleistungsfliissig-
chromatographie-Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie
(HPLC-ESI-MS/MS) und Infrarotspektroskopie

Zur Charakterisierung der intakten Flavonoide wurde die Tandemmassenspektrometrie in
Verbindung mit der HPLC und der Elektrosprayionisierung (ESI) im positiven Detektions-
modus herangezogen. Diese Technik hat man bereits in der Vergangenheit erfolgreich zur
Charakterisierung von (glykosilierten) Flavonoiden eingesetzt (Brolis et al., 1998; Cuyckens
et al., 2000). Zur chromatographischen Auftrennung des Rohextraktes an einer RP-18-Saule

wurde ein Losungsmittelsystem aus Wasser (0,05 % Trifluoressigsdure) und Acetonitril
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(0,05 % Trifluoressigsdure) verwendet. Wie Abbildung 26A verdeutlicht, ist mit dieser Art
der Analytik ein mit der HPLC-DAD-Analyse vergleichbares Chromatogramm erhalten wor-
den (vgl. dazu Abbildung 24).
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Abb. 26: HPLC-ESI-MS Chromatogramm des Rucolablatt-Rohextraktes an einer RP-18
Sdule [FlieBmittelsystem Wasser (0,05 % Trifluoressigsdure) und Acetonitril (0,05
% Trifluoressigsdure), ESI pos, Full Scan Modus, Gradient #1]; A: RIC
(reconstructed ion chromatogram), B-D: Ionenspuren m/z 789,2, 994,3 und 1201,3
(jeweils Hauptsignale der Massenspektren der drei Verbindungen).

In Abbildung 26 sind weiterhin die drei lonenspuren m/z 789,2, 994,3 und 1201,3 dargestellt,
die aus den Massenspektren der drei Hauptverbindungen mit den Retentionszeiten 7,9, 9,2
und 10,2 min hervorgehen. Um weitere strukturelle Informationen iiber die drei isolierten
Flavonoide zu erhalten, wurden auf der Grundlage der drei Prekursorionen m/z 789,2, 994,3
und 1201,3 durch Fragmentierung mit Argon (Kollisionsenergie -15 bis -20 eV, 2 mTorr Ar-
gon) die Produktionenspektren aufgenommen. In Tabelle 5 sind die Fragmente der erhaltenen
Produktionenspektren sowie deren Zuordnung zu den einzelnen strukturellen Untereinheiten
der Verbindungen Rucl bis Rue3 zusammengestellt. Aufgefiihrt sind auch die mas-
senspektrometrischen Daten des bereits in Rucola beschriebenen Isorhamnetin-3-glucosids
(Rahmen ef al., 1969), das wegen der geringen Menge im Vergleich zu den drei Hauptflavo-

noiden von uns jedoch nicht isoliert worden ist.
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Tab.5:  Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Fragmente der Produktionenspektren von
Rucl, Ruc2, Ruc3 und dem auch im Rucola-Rohextrakt detektierten
Isorhamnetin-3-glucosid.

m/z Rucl? Ruc2’ Ruc3’ Isorhamnetin-

Exakte Masse 788.20 Exakte Masse 994.26 Exakte Masse 1200.32  glucosid™®

1201 %) %) [M*+ H] %)
1039 %) %) [M*— Hex" + H]" %)
995 %) [M*+ H]" - %)
789 [M*+H]" - - %)
671 - [M*—2x Hex"+H]" [M*-2xHex™-Acyl*+H]" %)
627 [M*—1xHex"+H]" - - %)
479 - - - [M*+H]"
465 [M*—2xHex"+H]" - - -
369 - - [G™+S*+H]" -
317 - - - [A°+H]
303 [A°+H] [A°+H] [AS+H] [A-CH,+H]"
207 - [Acyl®+H]" [Acyl® +H] -

163 [Hex"+H]" [Hex”+H]" [Hex"+H]" [G”+H]"

* Kollisionsenergie —15 eV (2 mTorr Argon); ¥ m/z 789,2, 994,3 und 1201,3 Kollisionsenergie —20 eV
(2 mTorr Argon);* M = Gesamtmolekiil; ° G = Hexose abziiglich H,O ; © Hexose abziiglich H,O;
©A=Aglykon (Rucl-3: Flavonol; Isorhamnetin-glucosid: 3’-methoxy-quercetin); ¢ Acyl = Acyl-
Einheit abziiglich H,O; © beschrieben von Rahman ez al. (1969), jedoch ohne spektroskopische Daten.

Die Produktionenspektren der isolierten Flavonoide zeigten in allen drei Féllen Quasimole-
kiilionen [M+H]", die jeweils einen Unterschied von 206 Masseneinheiten aufwiesen. Des
Weiteren wurde jeweils ein Fragment mit m/z 163 (entspricht einer protonierten Hexose-
Einheit abziiglich des Verlusts eines Molekiils HO) und eines mit m/z 303 (entspricht z. B.
einer protonierten Einheit des Flavonols Quercetin) detektiert. Aufgrund der oben erwéhnten
Extrema in den UV-Spektren deutete sich zudem fiir die Verbindungen Ruc2 und Ruc3 eine
Acyl-Untereinheit im Molekiil an. Das Fragment mit m/z 207 in den Produktionenspektren
von Rue2 und Rue3 wurde einer solchen Einheit zugeordnet; es konnte sich beispielsweise
um Sinapinsdure (m/z 207 entspricht der protonierten Acyleinheit abziiglich des Verlusts ei-
nes Molekiils H,O) handeln.

Aus der mittels HPLC-MS ermittelten Molekiilmasse und den Fragmenten aus den Produkt-
ionenspektren der Verbindungen Rucl-3 lieBen sich zu diesem Zeitpunkt folgende Schluss-

folgerungen ziehen: (i) bei dem Flavonoid handelt es sich aufgrund der Molekularmasse um
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ein Flavonol, (i) das Flavonoidgrundgeriist der drei Verbindungen ist in allen drei Féllen mit
jeweils drei Hexose-Untereinheiten glykosiliert und (iii) die Verbindungen Ruc2 und Ruc3
enthalten zusdtzlich eine bzw. zwei Acyluntereinheiten. Zur Verdeutlichung zeigt Abbil-

dung 27 das Produktionenspektrum der Verbindung Rue3.
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Abb. 27:  Produktionenspektrum der Verbindung Rue3 (HPLC-MS/MS, ESI positiv,
Prekursorion m/z 1201,3, 2 mTorr Argon, -20 eV, Losungsmittelsystem Wasser
(0,05 % Trifluoressigsdure) und Acetonitril (0,05 % Trifluoressigsdure), ,,loop*-
Injektion); * M = Gesamtmolekiil; © G = Hexose abziiglich H,O ; ¢ A = Aglykon
(Flavonol); ¢ Acyl = Acyl-Einheit abziiglich H,O.

Zusitzliche Information tliber die Untereinheiten der drei isolierten glykosidisch gebundenen
Flavonoide wurde durch die Aufnahme von Infrarot-Spektren erhalten. Alle drei Verbindun-
gen zeigten intensive Signale bei 3400 cm™ (O-H) und bei 1645 cm™ (o,p-ungesittigte
C=0-Einheit), die auf eine Flavonol-dhnliche Struktur hindeuteten, wie sie beispielsweise bei
Quercetin vorliegt (Li ef al., 1998). Die zusitzlichen Signale bei 1700 cm™ fiir Ruc2 bzw. bei
1680 und 1700 cm™ fiir Ruc3 wiesen auf die Acyl-Untereinheit(en) in den Molekiilen hin.
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1.3.3.6 Charakterisierung der intakten Glykoside mittels ein- und zweidi-

mensionaler Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur vollstandigen Strukturaufklarung der Verbindungen Ruecl, Ruc2 und Rue3 wurden ab-
schlieBend verschiedene ein- und zweidimensionale NMR-Messungen (DEPT, sel-COSY,
sel-TOCSY, HSQC, HMBC) durchgefiihrt, mit deren Hilfe eine vollstindige Zuordnung der
BC- und der 'H-Signale méglich war (Tabelle 6). Fiir die drei isolierten glykosidisch gebun-

denen Flavonoide wurden die in Abbildung 28 dargestellten Strukturen ermittelt.

HO
0
B OH
OH
HO
HO
Rucl Ruc2 Ruc3
OH R H
o 1 Q Q
R, H H Q*

Abb. 28:  Strukturelle Zusammensetzung der Verbindungen Rucl, Ruc2 und Ruec3; die
Positionsbezeichnungen beziehen sich auf die in Tabelle 6 aufgefiihrten Zuord-
nungen fiir die °C- und "H- chemischen Verschiebungen.

Im Tieffeld-Bereich des "H-NMR-Spektrums von Rucl sind zwei verschiedene Spin-Systeme
identifiziert worden, ein Duplett-Paar bei 6,44 (1H, d, Jmetw = 2,0 Hz) und eines bei
6,21 (1H, d, Jimeta = 2,0 Hz), die auf einen 1,2,3,5-tetra-substituierten aromatischen Ring
(iberwiegend mit Sauerstoff-Funktionen) hindeuteten. Die Protonen-Signale bei
8,08 (1H, d, Jmeta = 2,2 Hz), 7,89 (1H, dd) beziehungsweise 7,37 (1H, d, Joitho = 8,6 Hz) bilden
ein separates Spin-System, die auf das Vorhandensein eines 1,2,4-tri-substituierten aromati-
schen Ringes hinweisen. Im Hochfeld-Bereich des 'H-NMR-Spektrums traten drei voneinan-
der getrennte Dupletts bei 5,28 (1H, d, 7,6 Hz), 5,02 (1H, d, 7,6 Hz) bzw. 4,99 (1H, d, 7,3 Hz)
sowie stark iiberlappende Signale im Bereich von 3,95-3,15 (18H, m) hervor. Fiir die Zuord-
nung dieser Signale stellte die Messung mittels selektivem 1D TOCSY die Methode der Wahl
dar (Stott et al., 1995); es wurden damit die Strukturen der Zuckeruntereinheiten als drei

B-Glucose-Einheiten identifiziert. Die "*C-NMR-Signale des Aglykons (180-94 ppm) bestan-
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den aus 15 Signalen, von denen 5 einer =CH — Einheit, 9 zu quaterniren sp” C-Atomen und
einer konjugierten C=0 Funktion (179,6 ppm) zugeordnet wurden. Anhand eines Vergleichs
der *C-chemischen Verschiebungen von Rucl mit Literaturdaten von Flavonol-Glykosiden
(Breitmaier und Voelter, 1987) wurde die Flavonoid-Unterheit der Verbindung dem Flavonol

Quercetin zugeordnet.

Die Verkniipfungen der drei Monosaccharid-Einheiten mit dem Flavonol wurden auf der
Grundlage von HMBC Signalen, die die Fernkopplungen zwischen *C und 'H Signalen auf-
zeigen, ermittelt. Das anomere Proton C1 mit der groBten chemischen Verschiebung
(C1: 6 =5,28) korrelierte mit C-3 (136,2) und zeigte somit die Verkniipfung der ersten Gluco-
se-Einheit iiber die Position 1 des Zuckers mit dem Kohlenstoffatom C-3 des Quercetins an.
Das intensive Korrelationssignal des anomeren Protons B1 (6 = 5,02) mit C-4’ (151,8) und
das HMBC — Korrelationssignal zwischen Al (4,99) und C-3’ (148,3) bewiesen die Position

der verkniipften zwei weiteren Zuckereinheiten an Position C-3’ und C-4’ der Quercetin-

Hydroxyfunktionen.
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Abb. 29:  Selektives 1D-TOCSY-Spektrum der Verbindung Ruc2 unter Einstrahlung auf das
Proton Al; A: "H-Spektrum, B-D: TOCSY-Messungen mit ansteigendem Tpiy; die

Bezeichnung der Signale bezieht sich auf die in Abb. 28 angegebenen Positionen
innerhalb des Molekiils.

Die 'H- und C-NMR-Spektren der Verbindungen Ruc2 und Ruc3 zeigten vergleichbare

Signale, hinzu kamen hier noch zusétzliche fiir eine bzw. zwei Sinapoyl-Untereinheiten. Der
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hohe Wert der Kopplungskonstanten Jy.qn-p von 15,9 Hz bewies die (E)-Konfiguration der
Doppelbindung. Die chemischen Verschiebungen der Protonen der Monosaccharid-Einheit
zeigten eine starke Abschirmung an den Positionen, an denen die Sinapinsdure mit der Gluco-
se-Einheit verkniipft ist. Aus diesem Grunde war die Unterscheidung der einzelnen Monosac-
charid-Untereinheiten von erheblicher Bedeutung. Eine Serie von selektiven 1D-TOCSY-
Experimenten (Abbildung 29) mit der Verbindung Ruc2 mit unterschiedlichen ti—Zeiten
bewies die erwidhnte Tieffeldverschiebung an den Methylen-Protonen A6a und A6b. Des
Weiteren waren intensive Korrelationssignale im HMBC-Spektrum zwischen diesen Protonen
und dem Kohlenstoffatom der Ester C=O—Funktion zu beobachten, was die Verkniipfung der
Saure an Position 6 der Zuckeruntereinheit A belegte. Analog dazu wurde fiir die Verbindung
Ruc3 die Verkniipfung der zweiten Sinapoyl-Einheit iiber Position 2 der Zuckeruntereinheit

C festgelegt.

Mit Hilfe der durchgefiihrten NMR-Messungen wurden die aus Rucolablittern isolierten gly-
kosidisch gebundenen Flavonoide als Quercetin-3,3°,4’-tri-O-3-D-glucopyranosid (Rucl),
Quercetin-3’-(6-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3,4’-di-O-B-D-glucopyranosid (Ruc2) und
Quercetin-3-(2-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3’-(6-sinapoyl-O-f-D-glucopyranosyl)-4’-
O-B-D-glucopyranosid (Ruc3) identifiziert.

Tab. 6:  Zuordnung der °C- und der 'H-chemischen Verschiebungen sowie der HMBC-
Signale fiir die isolierten Verbindungen Ruecl, Ruc2 und Ruc3; die Bezeichnung
der einzelnen Positionen innerhalb der Molekiile ist aus den Strukturen in Abb. 28

zu ersehen.
Rucl Ruc2 Ruc3
'H “c wHWMBC 'H "“c HMBC 'H BcC HMBC
2 157,8 156,7 155,6
3 136,2 136,4 136,2
4 179,6 179,2 178,6
5 158,6 158,0 157,7
6 6,44 94,9 C-5; C-8; 6,28 94,8 C-5; C-7, 6,09 94,6 C-5; C-8; C-10
C-10 C-8
7 166,1 166,0 165,6
8 6,21 100,0 C-6;C-7; 6,10 100,0 C-6; C-9 5,96 99,8 C-6; C-9; C-10
C-9; C-10
9 163,1 162,8 162,7
10 105,9 106,3 105,9
I 126,9 126,5 126,7
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Rucl Ruc2 Ruc3
'H “c w®uMBC 'H "c HMBC 'H "c HMBC
2 8,08 1225 C-2;C-3; 811 1229 C-2;C-3; 8,08 1208 C-2; C-3;
C-4’; C-6’ C-4’; C-6’ C-4’; C-6’
3’ 1483 147,6 1483
4 151,8 151,8 150,9
5 7,37 1190 C-1’;C-3; 0 7,33 1186 C-1’;C-3’; 0 7,31 119,1 C-1’; C-37%
c4 c4 c-4
6’ 7,89  126,8 c4 7,94  126,7 C-2;C-2’; | 7,73 125,8 C-2; C-2; C-
c-4 4
Al 4,99 104,6 c-3 491 103,8 c-3 4,98 103,4 Cc-3
A2 3,55 75,2 3,58 74,9 3,60 75,0
A3 3,52 77,7 3,53 77,9 3,58 77,9
A4 341 71,3 3,39 72,2 3,38 72,4
AS 341 78,4 3,68 75,9 3,86 75,9
Aba 3,90 62,5 4,51 64,8 Q-CO 4,79 64,7 Q-CO
A6b 3,74 4,43 Q-CO 4,18 AS
Bl 502 1033 c-4 503 1029 c-4 504 1031 Cc-4
B2 3,56 75,0 3,56 74,9 B1 3,57 74,9
B3 3,50 77,0 3,50 77,7 B2; B4 3,50 77,8
B4 3,42 71,3 3,41 71,3 3,44 71,3
BS5 3,45 78,4 3,47 78,4 3,44 78,4
B6a 3,91 62,5 3,90 62,5 3,90 62,5
B6b 3,72 3,72 3,73
Cl1 5,28 104,0 C-3 5,17 1043 C-3 5,72 100,2 C-3
C2 3,48 75,6 3,47 75,8 4,85 76,5 C1; Q*-CO
C3 341 78,0 3,40 71,7 3,54 76,5
C4 3,32 71,3 3,32 71,3 342 71,5
C5 3,19 78,4 3,17 78,4 3,38 79,1
C6a 3,67 62,5 3,66 62,5 3,85 62,5
C6b 3,52 3,52 3,71
Q-CO 169,0 168,7
-oL 6,07 1154 126,1 6,10 115,6 Q-1
Q-p 731 1471 Q-a; 729 1467  Q-o; Q-2,6;
Q-2,6; Q-CO
Q-CO
Q-1 126,1 126,1
Q-2,6 6,47 1063 Q-1;Q4; 642 1062  Q-B;Q-26;
Q-p; Q-35 Q-1;Q-3,5;
Q-4
Q-3,5 149,1 148,9
Q-4 139,4 139,2
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Rucl Ruc2 Ruc3
'H "c HMBC | 'H “c HMBC | 'H "cC HMBC
Q-3.5- 3,72 56,6 3,72 56,5 Q-3,5
OMe
Q*-CO 167,7
Q*-a 6,08 1153 Q*-1
Q*-B 738 1473 Q*-a, Q*-2.6,
Q*-CO
Q*-1 126,5
Q*-2,6 6,72 1068  Q*P; Q*4;Q*
1; Q*-2,6;
Q*-3,5;
Q*-3,5 149,3
Q*-4 139,5
Q*-3,5- 3,85 568 Q*-3,5
OMe

Im Gegensatz zu anderen glykosidisch gebundenen Flavonoiden, bei denen die Zuckereinhei-
ten an die Positionen C-3, C-7 des Flavonoids (Barakat et al., 1991; Nielsen et al., 1993; Glu-
choft-Fiasson et al., 1997), C-3 (Ferreres et al., 1995) und C-4’ (Saleh et al., 1972) gekniipft
sind, zeigen die hier isolierten Quercetin-triglucoside ein ungewohnliches Verkniipfungsmus-
ter tiber die Position C-3, C-3” und C-4’ des Aglykons. Eine solches Muster hat man lediglich
fiir Rhamnetin-triglucoside aus Pyrola Spezies beschrieben (Averett und Bohm, 1986). Eben-
falls auBergewdhnlich ist die Verkniipfung der zweiten Sinapoyl-Einheit bei der Verbindung
Ruc3 iiber die Position 2 der Zuckereinheit C. Die in der Literatur beschriebenen acylierten
Flavonoid-Glykoside weisen in der Regel iiber Position 6 der Zuckeruntereinheit die Verbin-

dung zur entsprechenden Saure auf (Williams und Harborne, 1988; Ferreres et al., 1995).

Da sich in entsprechenden Untersuchungen herausgestellt hat, dass sowohl die Bioverfligbar-
keit als auch die Bioaktivitit von glykosilierten (und acylierten) Flavonoiden (Hollman und
Katan, 1999; Harborne und Williams, 2000) abhingig ist von (i) der Klasse des Flavonoids
und (ii) von der Art und Weise der Verkniipfung von gebundenen Flavonoiden, stellt die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Identifizierung von drei neuen acylierten Quercetin-tri-
O-B-D-glucosiden (Weckerle et al., 2001a) eine neue, wichtige Information fiir weitere Un-

tersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen derartiger Verbindungen dar.
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2 Untersuchungen an Rohkaffee

Wie einleitend ausgefiihrt wurde, bestehen aufgrund intensiver Forschungsaktivititen auf dem
Gebiet der glykosidisch und anderweitig ,,gebundenen Aromastoffe nur noch wenige Mog-
lichkeiten, mit pflanzlichem Material Neuland zu betreten. Eine solche ,,Liicke* besteht iiber-
raschenderweise hinsichtlich der Kaffeepflanze. Wir haben uns dementsprechend Rohkaffee
gewidmet, zumal sich in Vorversuchen herausgestellt hatte, dass in griinen Kaffeebohnen

durchaus ein gewisses Potential gebundener Aromastoffe enthalten ist.

2.1 Die Kaffeepflanze

Die Pflanzengattung Coffea, die zur Familie der Rotegewéchse (Rubiaceae) gehort, ist der
Oberbegriff fiir alle Kaffeearten, die zahlreich sowohl in Strauch- als auch in Baumform vor-
kommen. Obwohl es unter diesen Arten mehrere mit coffeinhaltigen Samen gibt, spielen fiir
die Erzeugung von Kaffee im wesentlichen nur Coffea arabica L. (Varietiten typica, bour-
bon, maragogips, mocca), Coffea canephora (Varietiten robusta, typica, uganda, quillon)
und Coffea liberica eine Rolle. Die Anteile fiir die weltweite Erzeugung von Kaffee entfallen
mit 70-75 % auf C. arabica, mit 20-25 % auf C. canephora und mit 1-3 % auf C. liberica.
Verteilt auf die Kontinente entspricht dies Produktionsanteilen von 47 % fiir Stidamerika (vor
allem Brasilien, Kolumbien und Mexiko), 21 % fiir Afrika (vor allem Kenia, Elfenbeinkiiste,
Uganda), 19 % fiir Zentralamerika (vor allem Mexiko), 12 % fiir Asien und von ca. 1 % fiir
Ozeanien. Die weltweite Gesamtproduktion an Rohkaffee lag in den 90er Jahren zwischen 92
und 107 Millionen Einheiten pro Jahr (1 Einheit entspricht einem Sack zu 60 kg) (Kaffee-
Digest 1, dt. Kaffeeverband, 1999; Kaffee-Text, dt. Kaffeeverband, 2/90).

Der Kaffeebaum, der zur Erleichterung der Ernte meist strauchartig auf eine Hohe von
2-2,5 m gestutzt wird, besitzt lederartige immergriine Blitter und weille Bliiten, aus denen
sich kirschendhnliche Steinfriichte mit festem, wei3gelblichen Fruchtfleisch von ca. 1,5 cm
Durchmesser entwickeln. Im Inneren der Frucht befinden sich meist zwei mit ihren abgeflach-
ten Seiten aneinanderliegende Steinkerne. Unter der Steinschale befindet sich die Samenscha-

le, das sogenannte Silberhdutchen, die das Endosperm (genutzter Teil der Frucht) umschlief3t.
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Die Kaffeepflanze stellt an die Anbauvoraussetzungen hohe Anspriiche, fiir ertragreichen
Anbau miissen Temperatur, Wasser, Wind, Sonnenschein und Bodenzusammensetzung opti-
mal aufeinander abgestimmt sein. Kaffee gedeiht aufgrund seiner Frostempfindlichkeit - die
mittlere Jahrestemperatur sollte zwischen 15-25°C liegen - nur in den Tropen bis ca. 28° siid-
lich und nérdlich des Aquators. Beim Niederschlag kommt es nicht nur auf die absolute Was-
sermenge an (jahrlicher Niederschlagsbedarf von C. arabica ca. 500-1500 mm, von C.
canephora und liberica ca. 2000 mm), sondern auch auf die zeitliche Verteilung und den
Grad der Luftfeuchtigkeit. Die Bodenbeschaffenheit in den verschiedenen Anbauléndern ist
hochst unterschiedlich, optimal ist ein humusreicher, lockerer Boden mit einem
Grundwasserspiegel unter 3,5 m Tiefe. Im Bezug auf die geographische Hohenlage bevorzugt
C. arabica Lagen zwischen 600 und 1200 m, C. canephora Zwischenlagen (300-600 m), und

C. liberica ist auch fiir Niederungen geeignet.

An die Reifezeit der Kaffeefriichte (8-12 Monate) und die Ernte, die in der Regel per Hand
durchgefiihrt wird, schlieBt sich die Aufbereitung der Kirschen nach dem sog. ,,nassen* oder
Htrockenen® Verfahren an. Bei letzterem Verfahren werden die Bohnen nach dem Eintrocknen
an der Sonne mit Schidlmaschinen vom getrockneten Fruchtfleisch, von der Pergamenthaut
und moglichst auch vom Silberhdutchen befreit. Bei der aufwendigeren ,,nassen” Aufberei-
tung (fiir die meisten Arabica-Sorten iiblich) wird in einem ersten Arbeitsgang der Grofteil
des Fruchtfleisches durch Abquetschen entfernt, der an den Samen anhaftende Rest wird
durch pektinolytische Enzyme und Mikroorganismen soweit abgebaut und gelockert, dass
auch dieser Teil des Fruchtfleisches durch Abwaschen entfernt werden kann. Daran schlief3t
sich ein Trocknungs- und Schilgang wie beim ,,trockenen Verfahren an. (Franke, 1992; Be-
litz, et al., 2001; Kaffee-Digest 1, dt. Kaffeeverband, 1999; Kaffee-Text, dt. Kaffeeverband,
2/90). Die Qualitdtsbeurteilung von Rohkaffee erfolgt anhand bestimmter Kriterien: Sensori-
sche Priifung (Geruch und Geschmack), GroBe, Form, Farbe, Hirte und Schnitt der Bohnen
(Spiller, 1984).

Beim Rostvorgang, der in die vier Phasen Trocknung, Entwicklung, Zersetzung und Vollrds-
tung eingeteilt ist, erfahren die griinen Kaffeebohnen Verdnderungen hinsichtlich ihres
makroskopischen Erscheinungsbildes (Volumenzunahme, Struktur- und Farbveridnderungen,
Gewichtsminderung, Wasserverlust) sowie der Qualitit und Quantitét der Inhaltsstoffe (Aus-
bildung des Rdstaromas, das sich aus tiber 800 fliichtigen Komponenten zusammensetzt).
Technisch gesehen wird zwischen Kontakt- und Konvektionsrostung unterschieden (Spiller,
1984).
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2.2 Analytik von gebundenen Aromastoffen

2.2.1 An Zuckereinheiten gebundene Aromastoffe

In den letzten Jahren zeigten Untersuchungen verschiedener Arbeitskreise, dass in Bléttern,
Friichten und anderen Pflanzenteilen eine Vielzahl gebundener Aromastoftvorldufer enthalten
sind (Engel und Tressl, 1983; Strauss et al., 1987; Winterhalter und Schreier, 1988b; Schwab
et al., 1990; Krammer et al.,, 1991; Pabst et al., 1991a, 1991b; Wintoch et al., 1991;
Guo et al., 1994). Dabei handelt es sich in der Regel um Verbindungen, bei denen das Agly-
kon iiber eine Hydroxyfunktion glykosidisch an die entsprechende Zuckereinheit gebunden
ist, bei der es sich meist um Mono- oder Disaccharideinheiten handelt. In wenigen Fillen hat
man aber auch Aromastoffprekursoren gefunden, bei denen das Aglykon mit einer Carboxyl-
einheit liber eine Esterbindung an einen Zucker gebunden ist, wie z.B. bei 2,6-Dimethyl-6-
hydroxyocta-2,7-diensdure-glucoseester (Winterhalter et al., 1997; Bonnldnder et al., 1998;
Miyase et al., 1999b).

Trotz der hohen industriellen Bedeutung von Kaffee und intensiver Forschungsarbeiten
(Czerny und Grosch, 2000; Mayer und Grosch, 2001; Clarke und Vitzthum, 2001) sind in
Rohkaffee bisher nur Diterpen-Glykoside beschrieben, bei denen die Aglykone nicht zu den
fliichtigen Aromastoffen gehdren (Richter et al., 1977; Richter und Spiteller, 1978; Maier und
Wewetzer, 1978; Richter und Spiteller, 1979).

2.2.2 Instrumentell-analytische Grundlagen

Ubersicht

Aromastoffprekursoren, bei denen das Aglykon glykosidisch oder iiber eine Esterbindung an
den Zuckeranteil gebunden ist - sie werden im folgenden kurz als Prekursoren bezeichnet -
sind aufgrund ihrer Struktur wasserldslich, nichtfliichtig und unter bestimmten Bedingungen
labil. Wéhrend glykosidisch gebundene Vorldufer sdurelabil sind, konnen Aglykone, die {iber
eine Esterbindung an den Zucker gebunden sind, sowohl in saurem als auch in alkalischem
Milieu hydrolysiert werden. Die Sdurehydrolyse solcher Ester ist — wie die Veresterung — eine
Gleichgewichtsreaktion, wogegen die alkalische Hydrolyse infolge der Bildung des Carboxy-

lat-Anions praktisch irreversibel verlduft. Aus diesem Grund erfordert die Isolierung solcher
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Verbindungen aus einer komplex zusammengesetzten Matrix wie einem Pflanzengewebe eine
aufwendige und im Bezug auf dulere Einfliisse (z.B. Temperatur, pH-Wert) schonende Vor-
gehensweise. Abbildung 30 zeigt als Ubersicht ein allgemeines Schema zur Isolierung und

Identifizierung gebundener Prekursoren, das im folgenden kurz erldutert werden soll.

(pflanzliche) Matrix
l Extraktion
Losungsmittelextrakt
l RP-18, XAD-2
(Glycosid-) Rohextrakt
derivatisiert nativ
HRGC-FID Hydrolysen LC, SEC, HPLC-UV
HRGC-MS (derivatisiert) prép HPLC, HPLC-ELSD
HRGC-FTIR cee HPLC-MS/MS
derivatisiert ' nativ
Zwischenfraktionen
HPLC
MLCCC
DC
Reinsubstanz
Charakterisierung nativ und/oder derivatisiert Hydrolyse
NMR chiroptische MS FTIR  HRGC-FID
Methoden MS/MS HRGC-MS

HRGC-FTIR

Abb. 30: Schema zur Analytik von gebundenen Aromastoffprekursoren (Glykoside,
Vorldufer mit Esterbindung) (nach Winterhalter und Skouroumounis, 1997a).
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Isolierung und Extraktion

Die Isolierung der intakten gebundenen Prekursoren aus pflanzlichem Material erfolgt durch
Extraktion mit polaren Losungsmitteln wie z.B. Wasser, Methanol, Ethanol oder Aceton
(Egloft, 1982). Um bei der Aufarbeitung Hydrolysen durch Sdure- oder Basenkatalyse bzw.
durch endogen vorhandene Enzyme zu verhindern, sollte bei neutralem pH-Wert unter En-
zyminhibierung gearbeitet werden. Neben der inhibierenden Wirkung von Glucono-d-lacton
auf B-Glucosidasen (Heyworth und Walker, 1962; Hartmann-Schreier, 1987) erzielt man auch

durch den Zusatz von Methanol eine sehr wirksame Enzyminhibierung (Schreier, 1984).

Da die so erhaltenen Extrakte in der Regel komplexe Zusammensetzung aufweisen, schlief3t
sich an die Extraktion ein erster Reinigungsschritt an. Die damit einhergehende Anreicherung
der gebundenen Aromastoffprekursoren erfolgt im allgemeinen durch Festphasenextraktion
an Umkehrphasen oder Polystyrolharzen (XAD-2) (Williams et al., 1982; Gunata et al.,
1985). Die Prekursoren werden dabei iiber ihren unpolaren Aglykonanteil adsorbiert, stérende
unpolare ,,freie” Aromastoffe und polare Begleitstoffe (Zucker, Aminoséduren, Salze) werden
durch Behandlung mit Diethylether und Wasser effektiv abgetrennt; die Elution der Prekurso-

ren erfolgt anschlieBend mit Methanol.

Reinigung der Vorldufer

Die so resultierenden Rohextrakte konnen jetzt auf verschiedene Weise gereinigt werden.
Einerseits besteht die Moglichkeit, die Prekursoren vor weiteren chromatographischen Schrit-
ten mittels Peracetylierung, Persilylierung oder Permethylierung zu derivatisieren (Bishop,
1964; Dutton, 1973 und 1974). Andererseits konnen die Prekursoren aber auch direkt in nati-
vem Zustand durch den kombinierten Einsatz verschiedenster Trenntechniken weiter aufge-
trennt werden. Hierzu gehoren fliissigchromatographische Methoden wie die klassische Séu-
lenchromatographie (LC) an verschiedenen stationdren Phasen (Kieselgel, Aluminiumoxid),
die adsorptive Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (SEC) und die préparative
Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC) an modifizierten Kieselgelen (RP-8, RP-18, CN,
DIOL).

In den letzten Jahren gewannen auch verteilungschromatographische Techniken zur Reini-
gung von polaren Prekursoren, die auf dem System der Gegenstrom-Verteilungs-
chromatographie (,,Countercurrent Chromatographie®, CCC) beruhen, an Bedeutung. Dabei

werden die Einzelkomponenten einer Mischung aufgrund unterschiedlicher Verteilung zwi-
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schen zwei nicht mischbaren Fliissigkeitsphasen entsprechend dem Nernst'schen Verteilungs-
satz und dem Prinzip der multiplikativen Verteilung nach Craig aufgetrennt (Conway, 1990;
Thiébaut und Rosset, 1993; Marston und Hostettmann, 1994; Winterhalter et al., 1998). Man
unterscheidet bei den Countercurrent-Techniken nach ihrer Funktionsweise — zur Mischung
und Entmischung des Zweiphasen-Losungsmittelsystem - zwischen hydrostatischen (Ausnut-
zung der Schwerkraft) und hydrodynamischen (Ausnutzung der Zentrifugalkraft) Verfahren.
Zu ersteren zédhlt man die ,,Droplet Countercurrent Chromatography* (DCCC) und die ,,Rota-
tion Locular Partition Chromatography*“ (RLCCC), zu letzteren die ,,High Performance
Centrifugal Partition Chromatography* (HPCPC) und die ,,Multilayer Coil Countercurrent
Chromatography* (MLCCC). Die neueren Entwicklungen im Bereich der Gegenstrom-
Verteilungschromatographie konzentrieren sich sowohl auf ,,high speed* Trennungen als auch

auf Isolierung von Verbindungen im Gramm-MalBstab (Degenhardt und Winterhalter, 2001).

Strukturaufkldrung und Charakterisierung

Die anschlieBende Strukturaufkldrung der so teilweise oder vollstindig gereinigten Prekurso-
ren kann wiederum auf unterschiedliche Weise erfolgen. Durch geeignete Derivatisierungs-
verfahren (siehe oben) konnen die nichtfliichtigen, polaren Prekursoren der Kapillargaschro-
matographie (HRGC) zugénglich gemacht und durch Kopplung mit empfindlichen und selek-
tiven Detektionsmethoden (z.B. Massenspektrometrie) charakterisiert werden. Daneben lassen
sich die Prekursoren aber auch in nativem Zustand mittels Hochleistungsfliissigchroma-
tographie (HPLC) und entsprechender Detektion [Ultraviolett (UV), ,Electric Light Scatte-
ring Detector” (ELSD), Tandemmassenspektrometrie (MS/MS)] analysiert werden. Neben der
Tandemmassenspektrometrie (MS/MS), deren analytische Mdglichkeiten in Kapitel 1.3.2
(Teil B, Ergebnisse und Diskussion) schon dargelegt worden sind, kommt der Detektion mit-
tels ELSD fiir Routinemessungen — in der optimalen Ausstattung noch in Serienschaltung mit

einem UV-Detektor — besondere Bedeutung zu.

Im Folgenden soll die Funktionsweise des ,,Electric Light Scattering Detektors* (ELSD) kurz
erldutert werden. Im ELSD wird der Séduleneffluent in einer Venturidiise durch Zufiihrung
eines Gasstroms verspriiht, in der sich anschlieBenden Vernebelungskammer werden grof3e
Tropfen abgeschieden, und das aus kleineren Tropfen bestehende Aerosol gelangt in das be-
heizte Verdampferrohr. Dort wird das Losungsmittel verdampft und die als Mikropartikel
vorliegenden Analytmolekiile werden vom Gasstrom in die Detektionskammer transportiert
und mit polychromatischem Licht bestrahlt. Die Intensitét des entstehenden Streulichts wird

mit Hilfe eines Photomultipliers in einem Winkel von 45° bis 120° gemessen. Dieser Detektor
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spielt zur universellen, unspezifischen Detektion von hohersiedenden Verbindungen, die z.B.
Zuckereinheiten beinhalten (wie die hier zu analysierenden Prekursoren), eine wichtige Rolle.
Der Brechungsindexdetektor (RI) als Alternative zum ELSD scheidet oft wegen seiner zu
geringen Empfindlichkeit und der Inkompatibilitit mit FlieBmittelgradienten fiir komplexe

Trennaufgaben aus.

Durch Freisetzung der Aglykone mittels Sdure- oder Enzymzusatz lassen sich sowohl das
Aglykon als auch die Zuckereinheit nochmals getrennt voneinander analysieren, um bei-
spielsweise Aufschluss iiber die Konfiguration eines chiralen Aglykons mittels multidimensi-
onaler Gaschromatographie (MDGC) zu erhalten. Bei diesen Methoden ist jeweils erforder-
lich, die erhaltenen Analysenergebnisse mit den Daten entsprechender Referenzverbindungen

abzugleichen, d.h. ggf. durch die Synthese authentischer Referenzen abzusichern.

Eindeutige Aussagen iiber die Struktur einer isolierten oder synthetisierten Verbindung er-
langt man schlieBlich nur durch spektroskopische Untersuchungen, wobei hier neben der
Tandemmassenspektrometrie vor allem der 'H- und "C-Kernresonzspektroskopie ('H-,
BC-NMR) besondere Bedeutung zukommt. Neben den eindimensionalen MeBmethoden ste-
hen zweidimensionale Techniken (HMQC, HMBC, COSY) sowie spezielle Methoden wie
TOCSY-Experimente zur Verfligung, um die genaue Konstitution einer Verbindung zu ermit-
teln. Die Moglichkeiten, die die Kernresonanzspektroskopie speziell zur Identifizierung von
Prekursoren, bei denen das Aglykon an eine Zuckereinheit gebundenen ist, bereitstellt, sind in

Tabelle 7 zusammengefasst.

Von besonderer Bedeutung fiir die Strukturaufkldrung von glykosidisch gebundenen Vorlédu-
fern ist neben den COSY-Methoden (‘H,'H- und 'H,"C- korrelierte Messungen) und der
NOE-Differenzspektroskopie (Anderung der Intensititen bei Entkopplungsexperimenten,
liefert Aussagen zu stereochemischen Eigenschaften von Molekiilen) der sog. Glykosilierung-
seffekt. Eine Glykosilierung wirkt sich auf die chemische Verschiebung bestimmter
BC-NMR-Signale des Aglykons sowie des Zuckerrestes aus: Normalerweise erfahren die
Resonanzen derjenigen Kohlenstoffatome, welche an der glykosidischen Bindung direkt be-
teiligt sind, eine Tieffeldverschiebung, wihrend gleichzeitig die benachbarten Kohlenstoft-
atome in geringerem Male hochfeldverschoben werden. Die Tieffeldverschiebung des
O-glykosidisch gebundenen Kohlenstoffatoms des Aglykons bewegt sich zwischen 7 und
10 ppm (Kasai et al., 1977; Mizutani et al., 1980; Paulsen et al., 1985). Das Ausmal der Tief-
feldverschiebung des Zucker-Kohlenstoffatoms ist von der Struktur des Aglykons abhingig

und nimmt normalerweise in der Reihenfolge primérer, sekundérer und tertidrer Alkohol ab
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(Gorin und Mazurek, 1976; Kasai et al., 1977; Kasai et al. 1979; Mizutani et al., 1980). Die
Glykosilierung einer Zucker-Hydroxygruppe macht sich in entsprechenden Verschiebungen

bemerkbar.

Tab.7:  Zusammenstellung ein- und zweidimensionaler NMR Methoden und ihre
Aussagefahigkeit im Hinblick auf Strukturinformation bei der Identifizierung von
an Zuckereinheiten gebundenen Aromastoffen (nach Pawan, 1992, veridndert).

Strukturinformation NMR Methode

Anzahl der Zuckereinheiten - Integriertes 1D "H-NMR-Spektrum
- C NMR-Spektrum
-2D 'H-'H-COSY*
-2D 'H-"C-CcoSsY*

Konstitution der Monosaccharide - Chemische Verschiebungen im 'H- und "C-NMR

- Vicinale Kopplungskonstanten im 'H-NMR

-2D COSY
- TOCSY" Experimente
- 'H-"C cosy
Konfiguration am anomeren - Chem. Verschiebungen + Kopplungskonst. im "H-NMR
C-Atom - Chem. Verschiebungen im "*C, *C-"H-Kopplungskonst.
- NOE‘-Messungen
Art der Verkniipfung, Position - Chemische Verschiebungen im'H- und “C-NMR
von Seitengruppen - NOE-Messungen

- Long-range Messungen

¥ COSY = Correlated spectroscopy; ° TOCSY = Total correlation spectroscopy; © NOE = Nuclear
Overhauser effect (enhancement).

Bei phenolischen Verbindungen fiihrt eine Glykosilierung normalerweise zu einer Hochfeld-
verschiebung des ipso-Kohlenstoffatoms, wiahrend die Resonanzen der Kohlenstoffatome in
ortho- und para-Stellung zum glykosilierten Kohlenstoffatom zu tieferem Feld verschoben
werden (Agrawal und Bansal, 1989). Durch den Vergleich der Verschiebungen im *C-NMR-
Spektrum eines Glykosids mit denen des freien Aglykons bzw. Zuckers lassen sich sowohl
die Verkniipfungsstelle zwischen Aglykon und Zuckereinheit als auch diejenigen zwischen

eventuell vorhandenen Zuckeruntereinheiten (z.B. bei Disaccharidglykosiden) bestimmen.

Neben dem Glykosilierungseffekt spielen fiir die Bestimmung der Konfiguration am anome-
ren Kohlenstoffatom auch die vicinalen H,H-Kopplungskonstanten Jiy, die neben Substi-

tuenteneinfliissen im Wesentlichen vom Molekiilbau abhéngen, eine wichtige Rolle. So besit-
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zen die Kopplungskonstanten Jjpon von trans-diaxialen Protonen H-1,xia/H-24xia1 in Pyrano-
sen Werte zwischen 6,9 und 8,3 Hz (B-D-Glucose, B-D-Xylose, B-D-Galactose und o-L-Ara-
binopyranose), wihrend Kopplungen der anomeren Formen H-1iquatoriat/ H-2axial bel Werten
zwischen 3,5 und 3,8 Hz und diejenigen der anomeren Formen H-1axia/H-2:quatorial bel Werten
zwischen 1,1 und 1,2 Hz liegen. Die Kopplungskonstanten von benachbarten didquatorialen
Protonen H-1iquatoria H-2quatorial betragen ungefdhr 2,0 Hz (a-L-Rhamnose, a-L-Mannopyra-
nose) (Massiot et al., 1990).

223 Isolierung von Zucker-gebundenen Aromavorstufen aus Rohkaffee

2.2.3.1 Aglykon-Analytik mittels Simultaner Destillation-Extraktion (SDE)

Um einen Uberblick iiber die in Rohkaffee enthaltenen gebundenen Aromaprekursoren zu
erhalten, wurde mittels zweistufiger Simultaner Destillation-Extraktion (SDE) und anschlie-
ender Analytik der erhaltenen Extrakte mittels HRGC-MS zwischen den originér ,,frei” vor-
handenen Aromastoffen und den infolge Saurekatalyse freigesetzten unterschieden. Dazu
wurde eine definierte Menge an geschroteten griinen Bohnen (Provenienz Athiopien K1) in
der ersten Stufe der SDE bei pH 7,0 / 110°C fiir zwei Stunden (originir ,,frei” vorhandene
Aromastoffe) und anschliefend in der zweiten Stufe der SDE bei pH 2,5 / 110°C fiir weitere
zwei Stunden (durch Saurekatalyse freigesetzte Aromakomponenten) in einer modifizierten
Likens-Nickerson Apparatur (Schultz et al., 1977) extrahiert. Abbildung 31 zeigt das Ergeb-
nis der HRGC-MS-Analytik der erhaltenen Extrakte im Vergleich.

Im Gegensatz zu Arbeiten, die in den vergangenen Jahren in unserem Arbeitskreis an diversen
Friichten und Blattern durchgefiihrt worden sind und sich ebenfalls mit der Isolierung und
Identifizierung von Aromastoffprekursoren beschéftigen (z.B. Aromastoff-Glykokonjugate in
Papaya- und Quittenfriichten, Winterhalter, 1988a; Glykokonjugate von Aromastoffen in
Himbeeren, Pabst, 1991; Aromastoff-Glykokonjugate in Brombeeren, Humpf, 1992), waren
bei der HRGC-MS-Analyse eines SDE-Extraktes (nach Freisetzung der gebundenen Kompo-

nenten durch Sdurekatalyse) aus Rohkaffee nur relativ wenige Verbindungen zu detektieren.
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Abb. 31: HRGC-MS Chromatogramme von SDE-Extrakten aus Rohkaffee; A: Extrakt 1.
Stufe (bei pH 7,0) zeigt die originir vorhandenen Aromakomponenten; B: Extrakt
2. Stufe (bei pH 2,5) zeigt die infolge Sdurebehandlung freigesetzten Aromastofte;
IS = Interner Standard (2-Heptanon) zur halbquantitativen Auswertung; Identifi-
zierung mittels Referenzmassenspektren und linearen Retentionsindices. Kapillar-
sdule HRGC-MS #1, Temperaturprogramm HRGC-MS #1.

Neben dem Erhitzungsprodukt Furfural (Entstehung z.B. durch Einwirkung von Sédure und
Temperatur auf Pentosen, Ames et al., 2001) wurden aus der Reihe der Terpene die Monoter-
penalkohole Linalool und a-Terpineol sowie die beiden furanoiden Linalooloxide (£- und Z-),
aus der Gruppe der Cisz-norisoprenoiden Verbindungen B-Damascenon und schlielich die
kurzkettigen Sauren Essigsdure, 3-Methylbuttersdure und 3-Methyl-2-butensidure nachgewie-

sen.

Fiir die detektierten Linalooloxide bzw. fiir a-Terpineol sind glykosidisch gebundene Formen
u.a. in schwarzem Pfeffer (Menon et al., 2001), Trauben (Oliveira et al., 2000) und Piment
(Kikuzaki et al., 2000) beschrieben. Die beiden freigesetzten Aglykone E- und Z-Linalooloxid
konnen aber auch sekundédr aus dem von Williams et al. (1980) erstmals beschriebenen
Hotrienol gebildet werden. Beim Erhitzen von Hotrienol entstehen ausschlieBlich die furanoi-

den Linalooloxide. Als weiterer Vorldufer wird das instabile 6,8-Epoxylinalool diskutiert
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(Winterhalter, 1988a), aus dem allerdings auch die pyranoiden Linalooloxide entstehen kon-
nen. Hinsichtlich des Auftretens von a-Terpineol ist zu beriicksichtigen, dass diese Verbin-

dung unter dem Einfluss von Sédure aus Linalool (sdurekatalysierte Umlagerung) entstehen
kann (Winterhalter, 1988a).

Daneben sind als Minorkompomonenten Geraniol, Nerol und 2-Phenylethanol festgestellt
worden; diese Aglykone wurden jedoch wegen ihrer geringen Konzentration in den weiteren
Studien nicht bertlicksichtigt. Auch 4-Vinylguajacol, das als Produkt des Phenylpropanstoff-
wechsels anzusehen ist und unter den gegebenen Analysenbedingungen wahrscheinlich durch
Decarboxylierung im Injektor des Gaschromatographen aus Ferulasdure entstanden ist (Ko-
vacik et al., 1969), wurde in die Untersuchungen liber Aromastoffvorldufer nicht miteinbezo-
gen, da — wie aus der Abbildung ersichtlich ist - sich die Konzentration des ,.freien*
4-Vinylguajacols (bzw. Ferulasdure) nur unwesentlich von der des freigesetzten Anteils unter-
schied.

Fiir die Untersuchungen Zucker-gebundener Aromastoffvorldufer in Rohkaffee sind schlieB3-
lich von uns Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-butenséure ausgewéhlt worden.
Linalool-Glykoside sind in der Natur weit verbreitet (Stahl-Biskup, 1987). Auch in unserem
Arbeitskreis sind bereits Mono- und Disaccharidglykoside von Linalool z.B. in der Lulofrucht
(Solanum vertissimum D.) und in Himbeeren (Rubus ideaus L.) nachgewiesen worden (Suarez
et al., 1991; Pabst et al., 1991a). Beziiglich der beiden genannten Cs-Séduren sind keine Aro-
mastoff-Prekursoren beschrieben, bei denen die Sduren funktionell an ein Mono-, Di- oder

Oligosaccharid gebunden sind.

2.2.3.2 Herstellung eines Rohextraktes

Die Anreicherung der an Zuckereinheiten gebundenen Aromastoffvorldufer aus einem Lo-
sungsmittelextrakt erfolgt iiblicherweise an RP-18 oder XAD-2 Material. Dementsprechend
wurde eine definierte Menge mit einer Schrotmiihle zerkleinerter griiner Kaffeebohnen (Pro-
venienz Athiopien K1) nach dem Entfetten mit Petrolether (Sdp. 30-50°C) zweimal hinterein-
ander wihrend 24 h mit einer aus 70 % Methanol und 30 %Wasser (v/v) bestehenden Extrak-
tionslosung behandelt. Die Suspension zeigte einen pH-Wert von 6 bis 6,5, auf eine zusitzli-
che Enzyminhibierung wurde deshalb verzichtet. Nach Abtrennen des Extraktes durch Filtra-

tion wurde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt; die verbleibenden Riickstande wurden
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mittels Lyophilisation vollstdndig vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Pulver ist mit
wenig Wasser wieder aufgenommen worden; die Losung wurde auf eine vorkonditionierte
XAD-2-Sdule aufgebracht. Nach dem Auswaschen von polaren Substanzen (z.B. Zucker,
Aminoséuren, Salze) mit Wasser sowie anschlieBender Diethyletherextraktion zur Entfernung
verbliebener Anteile an freien Aromastoffen wurde ein (Glykosid-)Rohextrakt durch Elution
mit Methanol gewonnen. Nach Abtrennen des Ldsungsmittels mittels Rotationsverdampfer

erfolgte Lyophilisierung.

2.2.33 Enzymatische Hydrolyse

Um die mittels SDE erhaltenen Ergebnisse im Hinblick auf die Bindungsart der Vorldufer
ndher zu untersuchen, wurden mit verschiedenen Enzympraparaten Hydrolysen durchgefiihrt.
Aus fritheren Arbeiten unseres Arbeitskreises (Pabst, 1991; Humpf, 1992; Roscher, 1998) und
anderen Studien (Gunata et al., 1985; 1988; 1990) geht hervor, dass nicht alle Enzyme Pre-
kursoren, bei denen der Nichtzuckeranteil {iber eine glykosidische oder eine Esterbindung mit
der Zuckereinheit verkniipft ist, in gleichem Ausmal} hydrolysieren. Aus der Art des verwen-
deten Enzymsystems konnen im Ubrigen auch Riickschliisse auf die Art der Verkniipfung

zwischen Aglykon und Zuckereinheit gezogen werden.

Verwendet wurden einerseits Enzympriparate, die im Wesentlichen nur eine Aktivitit auf-
wiesen (a-Mannosidase, B-Glucosidase, B-Galactosidase, B-Glucuronidase; Tabelle 8) und
andererseits technische Enzymmischungen (Rohapect® VRF, MB, D5L, 10L, B1L, MA, PL;
Tabelle 8). Bei diesen Rohapect®-Mischungen handelt es sich um Pektinasen, die bei der
kommerziellen Fruchtsaftherstellung zur Kldarung von Séften verwendet werden und — je nach
Art der Mischung — neben pektinolytischen Aktivititen diverse, nicht ndher spezifizierte ,,Ne-
benaktivititen“ (z.B. Glucosidasen, Esterasen) besitzen. Solche Rohapect®-Mischungen wur-
den in der Vergangenheit schon mehrfach erfolgreich in unserem Arbeitskreis zur Spaltung
von Glykosiden verwendet (Pabst et al., 1991b; Humpf, 1992; Roscher, 1998).
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Tab.8:  Enzyme und Enzymmischungen zur enzymatischen Hydrolyse gebundener
Prekursoren in Rohkaffe und die flir ausgewihlte freigesetzte Aromastoffe mittels
HRGC-MS-Analytik erhaltenen Ergebnisse.

Enzympriparat Bedingungen Linalool® 3-Methylbutansidure® 3-Methyl-2-butensiure®

a-Mannosidase ~ PP°pH 5,5 + - -
B-Galactosidase ~ PP" pH 5,5 - + +
B-Glucosidase PP® pH 7,0 - ++ ++
B-Glucuronidase pp® pH 5,5 - ++ ++
RHP* MB PP° pH 5,5 - ++ +
RHP* VRF PP’ pH 5,5 ++ et +Ht
RHP* D5L PP° pH 5,5 + + T
RHP* 10L PP"pH 5,5 + ++ +
RHP* BIL PP’ pH 5,5 + —t ++
RHP* MA PP° pH 5,5 - + r
RHP* PL PP"pH 5,5 + + ]

“ RHP = Rohapect®; ° PP = Phosphatpuffer; ¢ Konzentrationsbereiche pro 100 mg pulverisiertem
(Glykosid-) Rohextrakt (halbquantitative Abschitzung iiber internen Standard 2-Heptanon ohne Be-
riicksichtigung von Responsefaktoren): -=nicht detektiert, +=10-25png, ++=25-50pg,
+++=>50 pg.

Fiir die enzymatische Hydrolyse wurde eine definierte Menge des lyophilisierten (Glykosid-)
Rohextraktes in einem dem jeweiligen Enzymsystem angepassten Puffersystem mit dem En-
zym versetzt. Nach Zeit- und Temperatur-definierter Inkubation erfolgte die Extraktion mit
nachfolgender HRGC-MS-Analyse der freigesetzten Aromastoffe. Tabelle 8 gibt einen Uber-
blick tliber die verwendeten Enzympriparate und die Ergebnisse der HRGC-MS-Analytik der
Diethyletherextrakte (halbquantitative Auswertung, fiir die ,,Zielkomponenten* Linalool,

3-Methylbutanséure, 3-Methyl-2-butensiure).

Wie die Zusammenstellung in Tabelle 8 zeigt, ergaben sich Unterschiede im Hinblick auf die
enzymatisch-hydrolytische Freisetzung der Zielkomponenten Linalool, 3-Methylbutansédure
und 3-Methyl-2-butensdure. Als besonders geeignet erwies sich Rohapect® VRF; dieses En-
zympriparat ist deshalb im Verlauf der weiteren Reinigungsschritte zur Kontrolle der einzel-

nen Fraktionen verwendet worden.
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2.2.34 Vorfraktionierung des Rohextraktes mittels ,,Countercurrent
Chromatographie*“ (MLCCC) und diskontinuierlicher Kieselgel-
Saulenchromatographie (LC-RP18)

Fiir eine erste Reinigung des (Glykosid-) Rohextraktes standen mehrere Mdglichkeiten zur
Verfligung. Zunéchst wurden die Vorreinigung mittels MLCCC und die diskontinuierliche
Chromatographie an Kieselgel parallel durchgefiihrt und miteinander verglichen. Bei der
MLCCC ist von Vorteil, dass die zu trennenden Komponenten nur mit Losungsmittel und
Teflon in Berithrung kommen, d.h. potentielle Artefaktbildung durch Kontakt mit Glas- oder
metallischen Oberflachen vermieden wird. Aufgrund fehlender adsorptiver Effekte lauft die
MLCCC nahezu verlustfrei ab, da am Ende der Chromatographie auf der stationidren Phase
(Flissigkeit) befindliche Substanzen leicht wiedergewonnen werden konnen. Dagegen zeich-
net sich die Sdulenchromatographie dadurch aus, dass bei entsprechend groBen Glassdulen
einem Up-scaling nahezu keine Grenzen gesetzt sind, wodurch in einem Arbeitsgang eine

groBe Menge einer komplexen Mischung aufgereinigt werden kann.

Eine Vorfraktionierung des (Glykosid-) Rohextraktes (verwendet wurden 3 g) und Abtren-
nung eines Grofteils storender Begleitsubstanzen wurde mit dem Einsatz der prédparativen
MLCCC mit dem Losungsmittelsystem Chloroform—Methanol-Wasser erreicht. Auf den Ein-
satz eines UV-Detektors wurde verzichtet, da die Zielsubstanzen nicht im UV-Bereich detek-
tierbar waren. Die Uberpriifung der gesammelten Fraktionen erfolgte off-line mittels HPLC-
UV/ELSD an einer Umkehrphase (das Gerdt war mit der Kombination UV und ELSD ausges-
tattet, im Folgenden wird deshalb diese Versuchsanordnung in der Formulierung beibehalten).
Fraktionen, die gleiche Komponenten beinhalteten, wurden vereinigt, das Losungsmittel wur-
de im Vakuum entfernt, der Riickstand lyophilisiert. AnschlieBend sind die lyophilisierten
Extrakte mittels enzymatischer Hydrolyse und HRGC-MS untersucht worden. Abbildung 32
zeigt, in welchen Fraktionen der MLCCC die Vorldufer der interessierenden Aromastoffe

enthalten waren.



74 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen an Rohkaffee

p—
S
S
()

1 @ Linalool
M 3-Methyl-2-butensdure

B 3-Methylbutansdure B
: 'I
Fo6

F7-8 FO9-11 F12-14 F15-20 F21-35 F36-63 F 64-80
Fraktionen der MLCCC

p—
()
1

ug/100 mg lyophilisierter Extrakt

Abb. 32:  Verteilung der Vorldufer von Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-
butensdure in den Fraktionen der MLCCC; die Graphik zeigt das Ergebnis der
Analytik der Extrakte aus den enzymatischen Umsetzungen mittels HRGC-MS;
insgesamt wurden 150 Fraktionen (zu je 20 ml) gesammelt.

Parallel zur Vorfraktionierung des (Glykosid-) Rohextraktes mittels MLCCC erfolgte eine
LC-Reinigung im préparativen Maf3stab an Kieselgel. Dazu wurden 30 g des lyophilisierten
(Glykosid-) Rohextraktes (10-fache Menge im Vergleich zur MLCCC) mit einer definierten
Menge an trockenem Kieselgel vermischt und auf eine schon vorbereitete Kieselgelsdule (tro-
cken, nicht angeschldmmt) aufgegeben. Danach erfolgte diskontinuierlich die Elution mit
einem Losungsmittelgradienten (Hexan—Chloroform-Dichlormethan-Ethylacetat-Methanol—
Wasser) von unpolar nach polar. Auch hier wurden die gesammelten Fraktionen mittels
HPLC-UV/ELSD analysiert, Fraktionen mit vergleichbarer Komponentenverteilung wurden

vereinigt, das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand lyophilisiert.

AnschlieBend untersuchte man die Extrakte mittels enzymatischer Hydrolyse und HRGC-MS.
Abbildung 33 zeigt, in welchen Fraktionen der diskontinuierlichen Kieselgelfraktionierung

die Vorlaufer der interessierenden Aromastoffe enthalten waren.
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Abb. 33:  Verteilung der Vorldufer von Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-
butensdure in den Fraktionen der diskontinuierlichen Kieselgelfraktionierung; die
Graphik zeigt das Ergebnis der Analytik der Extrakte aus den enzymatischen
Umsetzungen mittels HRGC-MS; insgesamt wurden 37 Fraktionen (zu je 250 ml)
gesammelt.

Wie die Abbildungen 32 und 33 zeigen, sind sowohl mit der MLCCC als auch mit der diskon-
tinuierlichen Fraktionierung an Kieselgel Fraktionen erhalten worden, in denen Vorldufer von
Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-butenséure angereichert waren. Wahrend bei
der MLCCC die Elution des/der Linaloolprekursors(en) im Vergleich zu den Prekursoren der
beiden Cs-Sduren nach spéteren Fraktionen hin verschoben war, eluierten die Linaloolvorlau-

fer bei der Kieselgelfraktionierung in den vorderen Fraktionen.

Insgesamt ist jedoch bei keiner der beiden Varianten eine ausreichende Trennung der Prekur-
soren der drei Zielaromastoffe erzielt worden. Trotzdem gelang es, einen gro3en Teil storen-
der Begleitsubstanzen wie Coffein, Chlorogenséuren und Farbstoffe abzutrennen. Da die fiir
die MLCCC verwendete Suspension des (Glykosid-) Rohextraktes eine sehr viskose und
klebrige Konsistenz aufwies, lieBen sich trotz Verwendung der priparativen Anlage nur 3 g
des Rohextraktes in einem Durchgang (Dauer 8 h) auftrennen. Bei der diskontinuierlichen
Kieselgelfraktionierung (Dauer 10 h) hingegen wurden in einem Ansatz 30 g des Rohextrak-
tes gereinigt. Ausgehend von den vereinigten Fraktionen F28-29 (Kieselgelfraktionierung)

sind dann weitere Reinigungsschritte durchgefiihrt worden.

Da mit den beiden ersten Vorreinigungsschritten die Prekursoren der Zielverbindungen Lina-

lool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-butensdure zwar von stérenden Begleitsubstanzen
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abgetrennt worden sind, die Trennung der einzelnen Vorldufer jedoch nur unvollstindig er-
folgt war, wurde im Anschluss an die Reinigung mittels Kieselgel eine ,reversed phase®
Chromatographie im priaparativen Mal3stab an RP-18 Material durchgefiihrt. Auch bei diesem
Analysenschritt wurden die gesammelten Fraktionen mittels HPLC-UV/ELSD analysiert,
Fraktionen mit vergleichbarer Komponentenverteilung wurden vereinigt, das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand lyophilisiert. Anschlieend sind die Extrakte mit-
tels enzymatischer Hydrolyse und HRGC-MS untersucht worden. Abbildung 34 zeigt, in wel-

chen Fraktionen die Vorlaufer der interessierenden Aromastoffe enthalten waren.
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1000 1 :
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F26-33 F34-37 F38-42 F43-383 F49-72 F73-77 F78-88
Fraktionen der ersten RP-18 Aufreinigung

ng/100 mg lyophilisierter
Extrakt

Abb. 34:  Verteilung der Vorldufer von Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-
butensiure in den Fraktionen der LC-RP-18 (““RP-18) Chromatographie; die
Graphik zeigt das Ergebnis der Analytik der Extrakte aus den enzymatischen
Umsetzungen mittels HRGC-MS; insgesamt wurden hier 145 Fraktionen
gesammelt.

Wie aus Abbildung 34 hervorgeht, ist mit dem ersten Reinigungsschritt an RP-18 Material
eine Trennung zwischen dem/den Linalool-Prekursor(en) und denen der Cs-Sduren erzielt
worden. Fiir die weiteren Reinigungsschritte wurde an dieser Stelle fiir den/die Linalool-
Prekursor(en) die Fraktion 73-77 (151 mg), fir den-/diejenigen der 3-Methylbutansdure die
Fraktion 34-37 (144 mg) und fiir den/die Vorldufer der 3-Methyl-2-butensdure die Fraktion
38-42 (121 mg) ausgewdhlt.
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2.2.3.5 Entwicklung geeigneter Bedingungen zur Analyse von Aromastoff-
prekursoren mittels (HPLC-) Tandemmassenspektrometrie anhand

von synthetisiertem Linalyl-B-D-glucopyranosid

Die HPLC in Kopplung mit der Tandemmassenspektrometrie stellt ein analytisches Werkzeug
dar, mit dem polare Strukturen — wie die hier zu charakterisierenden Prekursoren — in nativem
Zustand analysiert werden konnen (siehe auch Kapitel 1.3.2, Teil B Ergebnisse und Diskussi-
on). Neben der HRGC-MS-Analytik des (Glykosid-) Rohextraktes und der lyophilisierten
Fraktionen nach enzymatischer Freisetzung der Aglykone sollte auch die HPLC-MS/MS ein-
gesetzt werden, um schon im Verlauf der Reinigungsschritte einerseits die Prekursoren in den
Extrakten zu lokalisieren und andererseits Informationen iiber die strukturelle Zusammenset-
zung der Vorldufer zu gewinnen. Wie oben erwéhnt, stehen dabei verschiedene lonisations-

techniken (ESI negativ, ESI positiv, APCI) zur Verfligung.

Als Referenzverbindung fiir die Entwicklung geeigneter Analysenparameter bei der
HPLC-MS/MS wurde Linalyl-fB-D-glucopyranosid ausgewihlt, das im Rahmen dieser Arbeit
synthetisiert wurde. Neben der Orthoester-Methode (Paulsen, 1982), die zur Synthese der
Glykoside von Steroid- und Triterpenalkoholen benutzt wird, der Oxyzolin-Methode (L¢é-
Nguyén, 1984), die trans-Glucosamide liefert, und der Methode nach Rosemund (Horster,
1979), die Phenolglucoside bildet, wird hauptsidchlich die Koenigs-Knorr-Methode (Koenigs
und Knorr, 1901; Ishag et al., 1985; Paulsen ef al., 1985) zur Synthese von B-D-Glucosiden

angewendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Referenzglucosid nach einer abgewandelten Koenigs-
Knorr-Methode synthetisiert (Abbildung 34). Als Edukt diente kommerziell erhiltliches
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid (a-D-Acetobromglucose). Die Acetylreste
dienen dabei als Schutzfunktion, um das Aglykon Linalool selektiv am C; des Pyranrings zu
binden. Nach Wulff und Rohle (1974) ist bei den peracetylierten 1-Brom-halogenosen die
Nachbarbeziehung der 2-Acyloxy-Gruppe mit dem C,; fiir die stereoselektive Bildung von 3-
D-Glucosiden aus a-D-Acetobromglucose verantwortlich. Die Reaktion wurde in Gegenwart
des halogenbindenden Katalysators Silberoxid im wasserfreien Medium (Chloroform) durch-
geflihrt. Die Entacetylierung des gebildeten 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranids fand
durch Einwirkung einer Natriummethanolat-Lsung statt. Unter diesen Bedingungen sind die

Acetale stabil, die Esterbindungen kénnen aber hydrolysiert werden.
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Abb. 34: Synthese von Linalyl-O-B-D-glucopyranosid. A: Umsetzung von a-D-Aceto-
romglucose mit Linalool in Anweseneinheit des halogenbindenden Katalysators
Silberoxid; B: Entacetylierung des Glucosids unter Aufrechterhaltung der
Acetalbindung.

Das so synthetisierte Linalyl-O-p-D-glucopyranosid wurde zur Entwicklung und Optimierung
von Analysenbedingungen fiir die Tandemmassenspektrometrie verwendet. Verglichen wur-
den einerseits die lonisation mittels Elektrospray (ESI) / positive Detektion und die Ionisation
mittels ESI / negative Detektion als auch in beiden Modi die Verwendung von den FlieBmit-
telsystemen Wasser—Acetonitril und Wasser (5 mM Ammoniumacetat NH4OAc)—Acetonitril
(5 mM NH4OAc). Als optimal fiir die Produktionen-Experimente erwies sich die Kombinati-
on aus ESI mit negativer Detektion und einem FlieBmittelsystem — bestehend aus Wasser
(5 mM NH4OAc) und Acetonitril (5 mM NH4OAc) - bei einer Stoenergie von 17 eV zur
Aufnahme des Tochterionenspektrums (Abbildung 35).



Analytik von glykosidisch gebundenen Aromastoffen 79

315.3
100 -
] [M-HJ
[M+AcOH-HT

80 _ 375.3
§
8 [Acetat-H] -154
'3 607 594
Q J
g
2 40 1
Tz _ [Glucose-H,O-HJ

20 1 161.1

0 - . A.,A.‘A...A.J.A.“,Q.l......‘,.........,

100 200 300 400

Abb. 35: ESI-Tochterionenspektrum von Linalyl-O-B-D-glucopyranosid; Aufnahme im ESI
negativ Modus, Prekursorion m/z 375,3; Kollisionsenergie 17e¢V (1,8 mTorr
Argon), FlieBmittelsystem Wasser (5 mM NH4OAc)-Acetonitril (5 mM
NH4OAc), ,,Loop*“-Injektion; M = Molekiilionenpeak.

Wie das Massenspektrum von Linalyl-O-B-D-glucopyranosid zeigt, ist unter den angegebenen
Bedingungen im ,,Full scan“-Modus ein Signal bei m/z 375,3 detektiert worden, das als Ace-
tat-Addukt des intakten Molekiils anzusehen ist. Dieses Addukt wurde als Prekursorion fiir
die Tochterionen-Experimente benutzt; es zeigten sich dann bei einer Kollisionsenergie von
17 eV Argon unter Abspaltung der Acetateinheit das deprotonierte Molekiilion m/z 315,3
(Molekularmasse des Glucosids 316,4 g/mol), bei m/z 161,1 die dehydratisierte und deproto-
nierte Glucoseeinheit und bei m/z 59,4 die Acetateinheit aus dem Losungsmittelsystem.
Gleichzeitig wurde als Neutralverlust die Abspaltung der Linalool-Einheit (Verlust von
m/z 154, entsprechend der Molekularmasse von Linalool mit 154,15 g/mol) beobachtet. Die
verwendeten Analysenbedingungen lieferten somit folgende Aussagen iiber das Glucosid:
(1) im Full Scan Modus kann das Acetat-Addukt des intakten Molekiils detektiert werden,
(i1) im Produktion-Scan Modus werden unter Anwendung einer bestimmten Kollisionsenergie
das deprotonierte Molekiil sowie die fragmentierte Zuckereinheit erfasst, und (iii) im Tochte-

rionen-Modus wird die Abspaltung des Aglykons als Neutralverlust beobachtet.

Die (HPLC)-Tandemmassenspektrometrie wurde unter den beschriebenen Bedingungen im
folgenden sowohl wihrend der einzelnen Reinigungsschritte der Prekursoren als auch zur

Strukturaufklarung der gereinigten Aromastoffvorlaufer eingesetzt.
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224 Isolierung und Identifizierung von zwei glykosidisch gebundenen

Linalool-Prekursoren

2241 Fraktionierung und Reinigung mittels ,,reversed phase*“-Chromato-

graphie

Die weitere Reinigung der bei der ““RP-18; erhaltenen Fraktion 73-77 wurde mittels pripara-
tiver HPLC an RP-8—Material (einmal préaparative Sdule) und RP-18—Material (zunéchst pré-
parative Saule, danach analytische Saule) durchgefiihrt (Abbildung 36). In Vorversuchen ist
jeweils ermittelt worden, mit welcher der zur Verfiigung stehenden Sdulen (RP-8, RP-18,
DIOL préparativ, RP-18, DIOL oder CN analytisch) sich eine maximale Auflosung der in den
einzelnen Fraktionen enthaltenen Komponenten erzielen lieB. Grundsitzlich war an dieser
Stelle das RP-Material den DIOL- und CN-Phasen vorzuziehen.

Fraktion 73-77 (151 mg) aus LCRP-18

praparative HPLC,

HPLC
RP-8 priparative RP-8 Sdule

v
Fraktion 13 (11 mg)

préparative HPLC,

HPLC
RP-18, prdparative RP-18 Siule

Fraktion 1 (4,2 mg)

prdparative HPLC,

HPLCRP.-18,, analytische RP-18 Sdule

Fraktion 1 (0,9 mg) AK1 Fraktion 2 (0,8 mg) AK2

Abb. 36: Schema der Reinigungsschritte zur Isolierung von Linalool-Prekursoren durch
Kombination verschiedener ,,reversed phase‘“—Chromatographieschritte.

Auf jeder Reinigungsstufe wurden die erhaltenen Fraktionen mittels HPLC-UV/ELSD kon-
trolliert, Fraktionen mit vergleichbarer Zusammensetzung wurden vereinigt, das Losungsmit-
tel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand lyophilisiert. AnschlieBend erfolgte die

HRGC-MS-Kontrolle nach enzymatischer Aglykon-Freisetzung.
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Nach Reinigung von F 73-77 aus ““RP-18 mittels einer priparativen RP-8 HPLC-Séule
("PL°RP-8) wurde eine Fraktion (F 13) erhalten, in der bei der Rechromatographie an einer
analytischen RP-18 Sdule (HPLC) nur eine Verbindung detektiert wurde (Abbildung 37, Peak
bei Ry = 32,3 min), die keine UV-Aktivitét bei 254 nm zeigte und somit als potentieller Vor-
laufer von Linalool eingestuft wurde. Die zeitliche Verschiebung der beiden Detektorsignale
zueinander verdeutlicht den Aufbau des verwendeten HPLC-UV/ELSD Systems. Die beiden
Detektoren sind in Reihe geschaltet (1. Detektor UV-Spektralphotometer, 2. Detektor ,,Elect-
ric Light Scattering Detector), so dass die Verbindungen vom ELSD zeitlich gering verzo-
gert detektiert werden. Die Kontrolle des Extraktes mittels enzymatischer Hydrolyse und
nachfolgender HRGC-MS-Analytik bestitigte die Freisetzung von Linalool aus der gereinig-

ten Fraktion.
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Abb. 37:  Rechromatographie der Fraktion F 13 aus """“RP-8 an einer analytischen RP-18
Saule (Analyt. Gradient #3) mittels HPLC-UV-ELSD; Signal bei 32,3 min konnte
nur mit ELSD detektiert werden, zeigte bei 254 nm also keine UV-Aktivitit und
wurde als potentieller Vorldufer von Linalool eingestuft.

Auch die Fraktion F1 (enthilt Verbindung mit R, = 32,3 min aus ""-“RP-8) aus ""-“RP-18,
wurde mit einem sehr ,,flachen Wasser—Acetonitril-Gradienten (Analyt. Gradient #4) rechro-
matographiert. Es zeigte sich, dass bei der Reinigung an RP-8 Material zwei Verbindungen
coeluierten (Abbildung 38), die erst in diesem Schritt getrennt werden konnten. Aufgrund der
geringen Menge, die von F1 in ""““RP-18; isoliert werden konnte, wurde die endgiiltige Rei-
nigung der potentiellen Vorldufer von Linalool im analytischen Mafstab durchgefiihrt. Man
erhielt so 0,9 mg von Fraktion 1 (= AK1) und 0,8 mg von Fraktion 2 (= AK2). Die Charakte-
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risierung der isolierten Vorldufer erfolgte anhand von Messungen mittels Tandemmas-

senspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie.
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Abb. 38: Rechromatographie der Fraktion F1 aus HPLCRP-18; an einer analytischen RP-18
Sdule (Analyt. Gradient #4) mittels HPLC-UV/ELSD; Signale bei 36,1 und
36,4 min konnten nur mit ELSD detektiert werden, zeigten bei 254 nm also keine
UV-Aktivitiat und wurden als potentielle Vorldufer von Linalool eingestuft.

2.2.4.2 Enantiomerenanalytik von glykosidisch gebundenem Linalool mit-
tels Multidimensionaler Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(MDGC-MS)

Die Enantiomerenanalytik von in den beiden Prekursoren gebundenem Linalool erfolgte nach
enzymatischer Hydrolyse der Fraktion F1 aus ""““RP-18; mittels MDGC-MS. Als achirale
Vorséule diente eine polare Polyethylenglykolphase (DBWAX, Sdulennummer #3), als chira-
le Phase zur Auftrennung der Enantiomere wurde eine modifizierte Cyclodextrinphase
(Trennsdule #4) verwendet. Das MDGC-System wurde zur Detektion der Eluenten der zwei-
ten Sdule mit dem Massenspektrometer gekoppelt, wodurch die Identitét der detektierten Ver-
bindungen strukturselektiv zugeordnet werden konnte. Abbildung 39 zeigt die mas-
senspektrometrischen Chromatogramme der Referenz (racemische Mischung aus R- und S-
Linalool) und des Losungsmittelextraktes aus der enzymatischen Umsetzung. Die Elutions-

reihenfolge wurde anhand von enantiomerenreinen Referenzen mit (R) vor (S) bestimmt.
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Abb. 39: MDGC-MS Chromatogramme (iibereinanderliegend) der racemischen Referenz
von Linalool und des Extraktes aus der enzymatischen Umsetzung von Fraktion
F1 aus "P"“RP-18; (Spur ist schwarz unterlegt); als chirale Phase wurde eine
modifizierte Cyclodextrinphase verwendet (Sdule #4, Temperaturprogramm #5);
das Enantiomerenverhéltnis fiir das freigesetzte Linalool wurde mit 4 % R- und
96 % S-Enantiomer bestimmt.

Wie Abbildung 39 zeigt, wurde aus der Fraktion F1 der ""““RP-18; fast ausschlieBlich
S-Linalool durch enzymatische Hydrolyse freigesetzt. Der geringe Anteil an R-Enantiomer
(4 %) ist durch Umlagerung des S-Enantiomers (96 %) zu erkldren, bedingt durch den
schwach sauren pH-Wert (5,5) wéhrend der enzymatischen Umsetzung (Dauer 24 h) (Kreis
et al., 1993). Da in der Fraktion F1 der """“RP-18; die beiden Linalool-Prekursoren nahezu
zu gleichen Teilen vorlagen (siche auch Abbildung 38), wurde beiden Vorldufer die Konfigu-

ration der Linalooleinheit mit (S) zugeordnet.

2.243 Charakterisierung der intakten Glykoside mittels Hochleistungs-
fliissigchromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (HPLC-
ESI-MS/MS)

Zur Charakterisierung der isolierten intakten Glykokonjugate von Linalool wurde die Mas-
senspektrometrie in Verbindung mit der HPLC und der Elektrosprayionisierung (ESI) im

negativen Detektionsmodus herangezogen. Zur chromatographischen Auftrennung der Frakti-
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on F 13 aus ""““RP-8 wurde ein Losungsmittelsystem aus Wasser (5 mM NH4OAc) und Ace-
tonitril (5 mM NH4OAc) an einer RP-18-Séule verwendet. Wie Abbildung 40B verdeutlicht,
ist auf diese Weise ein der HPLC-UV/ELSD Analytik vergleichbares Chromatogramm erhal-
ten worden (vgl. dazu Abbildung 37, ELSD-Chromatogramm). Die mittels ELSD detektierten
Verbindungen lieBen sich unter den verwendeten Bedingungen gut ionisieren und detektieren.
Zusitzlich wurde noch die Information des Massenspektrums erhalten. Das mit Abstand be-
herrschende Signal des Massenspektrums der Linaloolprekursoren (auch hier Coelution,
R¢=21,1 min) war m/z 507,2.
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Abb. 40: HPLC-ESI-MS Chromatogramm der Fraktion F 13 aus ""““RP-8 an einer RP-18
Sdule [FlieBmittelsystem Wasser (5 mM NH4OAc) und Acetonitril (5 mM
NH4OAc), ESI neg, Full Scan Modus, Gradient 2]; B: RIC (reconstructed ion
chromatogram), A: Ionenspur m/z 507,2, das Hauptsignal des Massenspektrums
der koeluierenden Linaloolprekursoren bei R; 21,1 min.

In Anlehnung an die Methodenentwicklung zur Charakterisierung von Aromastoftkonjugaten
mittels Tandemmassenspektrometrie mit der synthetisierten Referenzverbindung Linalyl-O-[3-
D-glucopyranosid wurde von dem Prekursorion m/z 507,2 ein Produktionenspektrum aufge-
nommen. Im Gegensatz zur Referenzverbindung (17 eV zur Erzeugung des Produktio-
nenspektrums) musste mit hoherer Kollisionsenergie (30 eV) gearbeitet werden, um eine ver-
gleichbare Fragmentierung des/der Molekiile zu erhalten. Abbildung 41 zeigt das Produktio-

nenspektrum des Prekursorions m/z 507,2. Das Produktionen Scan—Experiment wurde neben
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der Fraktion F 13 aus "P"*“RP-8 auch mit den beiden Fraktionen F 1 und F 2 aus HPLCRP-18u
durchgefiihrt; es zeigte sich, dass beide Linaloolprekursoren ein nahezu identisches Produkti-

onenspektrum lieferten (Abbildung 41, gezeigt ist das Produktionenspektrum der Fraktion F 1
aus """“RP-18y;)
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Abb. 41:  Produktionenspektrum der Verbindung aus Fraktion F 1 aus ""““RP-18y; (HPLC-
MS/MS, ESI negativ, Prekursorion m/z 507,2, CID 1,8 mTorr Argon, 30 eV,
Losungsmittelsystem Wasser (5 mM NH4OAc) und Acetonitril (5 mM NH4OAc),
loop-Injektion); AcOH = Essigsdure, M = Molekiilionenpeak.

Das erzeugte Produktionenspektrum entsprach im Bereich von m/z 20 bis m/z 320 demjenigen
der synthetisierten Referenzverbindung Linalyl-O-B-D-glucopyranosid, zusétzlich war das
Acetat-Addukt des Molekiilions bei m/z 507,2 und der Quasimolekiilionenpeak [M-H] bei
m/z 447,4 zu erkennen. Wie bei der Referenzverbindung war auch hier die Abspaltung einer
Einheit von —154 zu beobachten; dies entspricht einer Linalooleinheit im Molekiil. Der Ver-
lust von 132 Masseneinheiten wurde auf eine zusétzliche Zuckeruntereinheit im Molekiil zu-
riickgefiihrt, es entsprach einer zusétzlichen Pentose-Untereinheit. Demnach setzten sich bei-
de Linalool-Prekursoren aus dem Monoterpenalkohol und einem Disaccharid — bestehend aus
einer Hexose und einer Pentose — zusammen. Da beide Linalool-Prekursoren sehr dhnliche
chromatographische und massenspektrometrische Eigenschaften zeigten, waren die Unter-
schiede in beiden Molekiilen in der Konfiguration der Zuckeruntereinheiten zu suchen. Weite-

re strukturelle Aufklarung lieferte die Kernresonanzspektroskopie.
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2244 Charakterisierung der intakten Glykoside mittels ein- und zweidi-

mensionaler Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Aus den experimentellen Daten der Tandemmassenspektrometrie liel sich der strukturelle
Grundkorper der isolierten Linalylglykoside ermitteln. Demnach bestand die Zuckereinheit
von AK1 und AK2 aus zwei Monosacchariden (jeweils eine Hexose und eine Pentose). Zur
vollstindigen Strukturaufkldrung wurden sowohl mit den freien Glykosiden AK1 und AK2
als auch mit den peracetylierten Derivaten AK1,. und AK2,. ein- und zweidimensionale
NMR-Experimente durchgefiihrt. In Tabelle 8 und 9 sind die Ergebnisse der 'H- und der
PC-Messungen im Vergleich zu ausgewihlten Literaturdaten dargestellt; die Zuordnung der
Signale erfolgte mit Hilfe von COSY, HMQC, HMBC und sel-1D TOCSY Experimenten.

Die 'H sowie die °C NMR Spektren der beiden Terpen-Glykoside AK1 und AK2 zeigten
Ubereinstimmung in den Resonanzen der Aglykone sowie der Hexose-Einheit, welche als
Glucose identifiziert wurde (Tabellen 8 und 9). Fiir beide Untereinheiten (Linalool, Hexose)
sind die oben beschriebenen Glykosilierungseffekte beobachtet worden. Im Vergleich zu un-
substituierten Glucoseresten wiesen die C-6’-Resonanz des Zuckers eine signifikante Tief-
feldverschiebung auf, wihrend gleichzeitig das C-5-Signal zu hoherem Feld verschoben war.
Hieraus folgte, dass die terminalen Pentosereste mit dem Glucose-Kohlenstoffatom C-6’ ver-
kniipft waren. Gleichzeitig waren die Signale der Protonen 6a’ und 6b’ zu héherem Feld im
Vergleich zu einer an dieser Position underivatisierten Glucose verschoben (Glykosilierung-
seffekte). Der Vergleich der Daten von freiem und gebundenem Linalool in AK1 und AK2
zeigte eine Tieffeldverschiebung der Resonanzen an den C-Atomen C-3, welche mit dem
Zucker verbunden waren (jeweils 79,0 ppm) und Hochfeldverschiebung der benachbarten C-
Atome C-2 (143,4 bzw. 143,3 ppm fiir AK1 bzw. AK2; freies Linalool: 146,3 ppm), C-4 (je-
weils 41,0 ppm fir AK1 bzw. AK2; freies Linalool: 43,41 ppm) und C-10 (22,8 bzw.
22,6 ppm fiir AK1 bzw. AK2; freies Linalool: 27,6 ppm). Die Entschirmung von Kohlen-
stoffatom C-3 setzte sich auch hier {liber die konjugierte Doppelbindung zu C-1 fort und
machte sich in einer Tieffeldverschiebung der Resonanz von C-Atom C-1 (114,7 bzw.
114,6 ppm fiir AK1 bzw. AK2; freies Linalool: 112,01 ppm) bemerkbar.
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A Glucose-Einheit (Einstrahlung auf 4,56 ppm)
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Abb. 42: TOCSY Experimente zur Zuordnung der Protonensignale der Verbindung AK1,;
A: Einstrahlung auf 4 4.56 ppm mit Tpix 60 und 150 ms (H-1 Proton der Glucose-
Einheit); B: Einstrahlung auf § 4.48 ppm mit Tyix 60 und 150 ms (H-1 Proton der
Arabinose-Einheit);

Die Zuordnung der Protonensignale der jeweiligen Zuckereinheiten erfolgte anhand von
sel-1D TOCSY Messungen durch Einstrahlung bei der Verbindung AKI1,. auf 4,56 ppm
(Tmix 60 und 150 ms) sowie auf 4,48 ppm (Tyix 60 und 150 ms) und bei der Verbindung AK2
auf 4,13 ppm (Tmix 120 ms) sowie auf 4,82 ppm (Tix 120 ms). Abbildung 42 verdeutlicht die

Zuordnung der Protonenresonanzen am Beispiel der Verbindung AK1,,.
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Die B-Konfiguration der Glucosereste in AK1 und AK2 folgte aus den Kopplungskonstanten
Jura (8,0 bzw. 7,9 Hz) der anomeren Protonen im 'H-NMR-Spektrum (Tabelle 8). Die
Struktur einer Glucoseeinheit wurde durch die Kopplungskonstanten J,3-, J3> 4> und Jg 5> mit
9,5 bis 9,8 Hz der acetylierten Verbindungen AK1,, bzw. J> 3, J3 4 und Jg 5> mit 9,0 Hz bei
AK?2 bestitigt.

Tab. 8: "H-NMR-Daten der freien und acetylierten Glykoside AK1 und AK2 bzw. AKl1,,
sowie Linalyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-O-a-L-arabinofuranosid und
Linalyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-O--D-apiofuranosid.

Protonen AK1 AK1,, Referenz® AK2 Referenz’
Aglykon
Leis 514 (1,5, 11,00  526(d;1,0;10,9)  511(dd;1,1; 514(1,5;11,0) 5,19(d; 10,5)
10,9)
Lirans 5,19 (1,5;17,0)  520(d;1,0;17,5) 5,14(dd; 1,2;17,8)  5,19(1,5;  5,26(d; 18,0)
17,5)
2 587 (11,0;17,0) 5,72 (dd ; 10,9; 5,77 (dd; 10,9; 587 (11,0, 5,85 (dd; 10,5;
17,5) 17,7) 17,5) 18,0)
4 1,48 1,53 (s) 1,57 1,48 1,64 (m)
5 1,95 1,95 (m) 2,15 (m) 1,95 1,99 (m)
6 5,07 5,03 (t) 5,1 (m) 5,07 5,18 (m)
8 1,62 1,66 (s) 1,65 (s) 1,62 1,67 (s)
9 1,54 1,57 (s) 1,59 (s) 1,54 1,59 (s)
10 1,27 1,34 (s) 1,39 (s) 1,26 1,36 (s)
Glucose
1’ 4,15 CJy-»- 8,0) 4,56 CJy-5- 8,1) 4,52 (d; 7,6) 413 CJy2r 7,90  4,5(d; 7,9)
2 2,93 Clr3~9,0)  4.95C)r39.8) 5,34 (7,7) 2,93 CJr39,0)  3.2(t; 8.4)
3 3,09 Clya~9,0) 5,16 Cy 4 9.5) 5,39 (8,7) 3,07 CJrs 9,0) 3,4 (t; 8,9)
4 3,04 Clps~9,0)  487CJps 9,5 5,09 (dd; 8,9;10,0) 2,95(CJys59,0) 3,34 (t; 9,0)
5 3,17 CJs g0 6,2; 3,61 3,37 (ddd; 1,9; 7,0; 3,10 CJs g 3,49 (m)
s e 1,7) 10,6) 1,7)
6’a 3,46 (Jeaen 11,1) 3,58 (dd; 1,7; 3,84 (dd; 1,9; 10,6) 3,35 (Jgass 3,35 (m)
“Jsasn 10,5) 11,1)
6’b 3,85 Jgaen 10,0)  3,81(dd; 7,2; 3,46 (dd; 7,0;10,6) 3,78 (Jsaes 3,78 (m)
*Jsasp 10,5) 11,1)
Arabinose-einheit Apiose-einheit
17 421 CJymn-62) 4,48 (d;°Jy-5 6,8) 4,28 (d; 6,7) 4,82 CJya- 5,06 (d; 3,0)
2,8)
2 3,35 5,15 (3 92)  5,55(dd; 6,7;9,1) 3,70 3,95 (d; 3,0)
3 3,63 5,02 Clsmy-9,2) 5,16 (dd; 3,5; 9,1) - -

47 3,36 525 Clisa 2,0, 523(1,9;3,5) - -




Analytik von glykosidisch gebundenen Aromastoffen 89

Protonen AK1 AK1,, Referenz’ AK2 Referenz’

s 3,7)

472 ; . . 3,57 (Jimags 3,86 (2d; 10,2)

9,3)

4’b - - - 3,84 4,03 (2d; 10,2)

57a 3,33 3,60 (dd; 2,0; 2,93 (dd; 1,8; 12,8) 3,33 3,64 (s)
Jsa50p 13,0)

57b 3,65 4,02(dd; 3,7, 3,67 (dd; 3.5; 12,8) 3,33 3,64 (s)
JS”a,S”b 1390)

Acetylreste - 1,99; 2,01; 2,03; 1,58; 1,62; 1,67, - -

2,04; 2,06; 2,13 1,74; 1,78; 1,81

* peracetyliertes Linalyl-3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1-6)-B-D-glucopyranosid, gemessen in C¢Dg bei
400 MHz (Pabst, 1991); ° Linalyl-3-O-B-D-apiofuranosyl-(1-6)-p-D-glucopyranosid, gemessen in
CD;0D bei 360 MHz (Mbairaroua ef al., 1994).

Die Anordnung der Untereinheiten der beiden Linalyldisaccharide in der jeweiligen Reihen-
folge Aglykon—Hexose—Pentose wurde durch HMBC-Messungen ermittelt. So waren bei
AK1 und AK2 (ebenso wie bei den acetylieren Derivaten) intensive Kreuzsignale zwischen
den anomeren Protonen H-1" der Glucoseuntereinheiten (4,15 bzw. 4,13 ppm) und den Koh-
lenstoffatomen C-3 der Linalyleinheiten (jeweils 79,0 ppm) sowie zwischen den anomeren
Protonen H-1"" der Pentose-Einheiten (4,21 bzw. 4,82 ppm) und den entsprechenden Kohlen-
stoffatomen C-6’ der Glucoseeinheiten (68,0 bzw. 67,8 ppm) zu beobachten.

Tab. 9: BC NMR-Daten der Glykoside AK1, AK1l,. und AK2 im Vergleich mit

Literaturdaten.
C-Atome AK1 AK1,, Referenz” AK2 Referenz® Referenz®
Aglykon

1 114,7 116,5 115,88 114,6 117,00 116,3
2 143,4 141,6 144,36 143,3 142,40 141,6
3 79,0 80,70 81,53 79,0 82,30 80,7
4 41,1 42,0 42,7 41,1 40,90 41,8
5 22,1 222 23,65 22,1 22,60 22,5
6 124,6 124,1 125,70 124,6 125,20 124,1
7 130,4 131,8 132,14 130,4 134,30 131,7
8 25,4 25,7 25,83 25,4 25,60 25,6
9 17,5 17,6 17,71 17,5 17,70 17,6
10 22,8 23,3 23,28 22,6 23,00 23,1

Glucose-Einheit
1’ 98,0 96,0 ('Jey 161) 99,56 98,0 98,00 96,0
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C-Atome AK1 AKl1,, Referenz’ AK2 Referenz”  Referenz
2’ 73,5 71,4 75,17 73,5 74,00 71,5
3 76,8 73,0 78,08 76,8 76,60 73,0
4 70,1 69,2 72,30 70,3 70,70 69,4
5 75,2 73,1 76,37 75,2 75,20 73,2
6’ 68,0 67,6 69,38 67,8 68,60 67,0
Arabinose-Einheit Apiose-Einheit
1 102,9 100,4 104,84 109,2 109,80 106,1
("Jen 161)
2”7 72,3 69,0 71,67 76,0 77,50 76,2
37 70,4 70,2 74,06 78,8 80,10 84,0
4 66,9 67,5 69,23 73,2 74,30 72,5
5”7 64,3 63,0 66,30 63,3 64,40 63,1
Acetylrest - Acetylrest
CH; - 20,5-20,9 - - - 20,4-21,0
-0-C=0 - 161,1-170,3 - - - 161,3-170,5

* Linalyl-3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1-6)-3-D-glucopyranosid, gemessen in D,O bei 50 MHz (Pabst,
1991); ° Linalyl-3-O-B-D-apiofuranosyl-(1-6)-B-D-glucopyranosid, gemessen in D,O bei 360 MHz
(Mbairaroua et al., 1994); © peracetyliertes Linalyl-3-O-B-D-apiofuranosyl-(1-6)-B-D-glucopyranosid,
gemessen in CDCI; bei 360 MHz (Mbairaroua et al., 1994).

Unterschiede in den NMR-Daten zwischen AK1 und AK2 traten hinsichtlich der Werte fiir
die Pentose-Untereinheiten auf. Fiir AK1 konnte anhand der °C NMR Daten der Pentose-
Einheit die pyranoide Form einer Arabinose abgeleitet werden. Die Bestimmung der vicinalen
Kopplungskonstanten in der Arabinose-Einheit konnten nur mit Hilfe des acetylierten Deriva-
tes bestimmt werden, in der freien Pentoseeinheit kam es zu starken Kopplungen. Das Vorlie-
gen einer Pyranose wurde neben den *C-Signalen von AK1 auch durch die Kopplungskon-
stanten von AKI1,, bestitigt mit Ji»p3» =9,2 Hz (axiale Stellung) und Ju3» pa» = 3,6 Hz
(dquatoriale Stellung). Die L-Konfiguration der Pentose wurde durch den Vergleich mit Lite-
raturdaten ermittelt (Mizutani ef al., 1980; Pabst 1991a; Watanabe ef al., 1994). Die Kopp-
lungskonstante Ji.;» .2 (6,8 Hz) der Arabinopyranose wies im 'H-NMR-Spektrum von
AK1,, mit einem Wert von 6,8 Hz auf eine diaxiale Stellung der Protonen H-1"" und H-2”’
hin, ein zusétzlicher Vergleich mit Literaturdaten (Tabelle 10) bestitigte das Vorhandensein

einer a.-Konfiguration am anomeren C-Atom des Cs Zuckers (Mizutani et al., 1980).
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Tab. 10: 'H-NMR-Daten der Protons H-1 der Zuckereinheit verschiedener Methylarabino-
side (nach Joseleau et al., 1977).

Verbindung H-1 [ppm] Kopplungskonstante Jy; y, [Hz]
Methyl-a-L-arabinofuranose 491 1,8
Methyl-B-L-arabinofuranose 4,86 4,5
Methyl-a-L-arabinopyranose 4,26 7,5
Methyl-B-L-arabinopyranose 4,83 2,8

Fir die Pentoseeinheit in AK2 wurde strukturell eine B-D-Apiofuranose (3-C-Hydroxy-
methyl-D-glycero-tetrose) ermittelt. Bei der terminalen Apiose betrug die Kopplungskonstan-
te zwischen dem anomeren Proton H-1"" und H-2"’ 3.]1,,,2,, = 2,8 Hz, die Kopplungskonstante
2J4”a,4nb ergab einen Wert von 9,3 Hz. Ein Vergleich mit entsprechenden Literaturdaten (Ta-

belle 8 und 9) bestitigte die Auswertung.

R,0
R,0

AK1: R, = H; AK1,, R, = CH,;CO

AK2: R, = H; AK2,. R, = CH;CO

H3C8 9CH3

Abb. 43: Strukturen der isolierten Verbindungen AK1 [3(S)-Linalyl-3-O-B-D-gluco-
pyranosyl-(1-6)-a-L-arabinofuranosid] und AK2 [3(S)-Linalyl-3-O-B-D-gluco-
pyranosyl-(1-6)-B-D-apiofuranosid] und der entsprechenden acetylierten Derivate
AK1,, und AK2,.
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Fiir die beiden aus Rohkaffee isolierten Linalyldisaccharide wurden somit die Strukturen als
3(S)-Linalyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-a-L-arabinofuranosid fiir AK1 und 3(S)-Linalyl-
3-0-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-B-D-apiofuranosid fiir AK2 ermittelt (Abbildung 43).

Das Linalyldisaccharid AK1 ist in dieser Form u.a. bereits beschrieben in Gardenia jasminoi-
des (Watanabe et al., 1994), Bupleurum falcatum (Ono et al., 1999), Passionsfriichten (Chas-
sagne et al., 1996) und Wein (Voirin et al., 1992; Marino et al., 1995). Auch der Monoter-
penvorldaufer AK2 ist als Inhaltsstoff von Pluchea indica (Uchiyama et al., 1989) und Wein
dokumentiert (Voirin et al., 1992; Marino et al., 1995). Die beiden isolierten Disaccharide
kommen also verteilt iiber verschiedene Pflanzengattungen in der beschriebenen Form vor. Im
Hinblick auf Aromastoffvorldufer in Rohkaffee stellt die Strukturermittlung der Verbindun-
gen AK1 und AK2 neben den unten aufgefiihrten weiteren drei Prekursoren jedoch einen
wichtigen Schritt zur Aufkldrung von Vorstufen dar, aus denen im Verlauf der Kaffeeverar-

beitung wichtige Aromastoffe entstehen konnen.

225 Isolierung und Identifizierung von Prekursoren von 3-Methylbutan-

sdure und 3-Methyl-2-butensaure

2.2.5.1 Fraktionierung und Reinigung mittels ,,reversed-phase“-Chromato-

graphie

Die Reinigung der Vorldufer von 3-Methylbutansiure erfolgte an ,,reversed phase“-RP-18
Material mittels praparativer HPLC. Ausgehend von der Fraktion 34-37 aus dem ersten ,,re-
versed phase*“-Schritt (““RP-18) sind zwei gebundene Vorldufer der Sdure in einem Schritt in

ausreichender Reinheit isoliert worden (Abbildung 44).

Fraktion 34-37 (144 mg) aus 'CRP-18

praparative HPLC,
prdparative RP-18 Siule

HPLCRP_I SIII

Fraktion 1 (7,0 mg) AK3 Fraktion 3 (2,5 mg) AK4

Abb. 44: Reinigung der Prekursoren von 3-Methylbutansdure an RP-18-Material.
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Obwohl die Verbindungen in den Fraktionen F1 und F3 bei der Reinigung mittels préparati-
ver HPLC an einer RP-18-Séule ("""“RP-18yy) chromatographisch nicht vollstindig getrennt
werden konnten, wurden die beiden potentiellen Vorldufer der 3-Methylbutansdure durch die
beim Aufsammeln der Verbindungen sehr schmalen Cut-Bereiche in ausreichender Reinheit

erhalten.

Abbildung 45 zeigt die Rechromatographie einer Mischung der gereinigten Verbindungen
AK3 und AK4 an einer analytischen RP-18-Siule, aufgetrennt mit einem sehr ,,langsamen*
Gradienten (Analyt. Gradient #4). Das Chromatographieverhalten der beiden Vorldufer lie3
den Riickschluss zu, dass sich die Strukturen der beiden Prekursoren weitgehend gleichen.

Die Charakterisierung erfolgte mittels Tandemmassenspektrometrie und Kernresonanz-

spektroskopie.
20 7
20,3

151 Prekursor der 20,8
— 3-Methylbutansidure
Z 10 AK3
K= Prekursor der
= 3-Methylbutansiure
5 5 —— ELSD-Signal AK4
=
= UV-Slgnal

0 -
_p\.\r\__r\\ A \l~ TN VN eyl A-\unl_w.-\.p-*-»-v-p-v\.,-e\—\ \-\-:-Hl-w - 0 Al 4
15 17 19 21 23 25
-5 - Retentionszeit [min]

Abb. 45: Rechromatographie einer Mischung der Fraktion F1 und F3 aus HPLCRP-ISIH an
einer analytischen RP-18 Sdule (Analyt. Gradient #4) mittels HPLC-UV/ELSD;
Signale bei 20,3 und 20,8 min konnten nur mit ELSD detektiert werden, zeigten
bei 254 nm also keine UV-Aktivitit und wurden als potentieller Vorlaufer (AK3
und AK4) von 3-Methylbutansaure eingestuft.
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Die Reinigung des Vorldufers der 3-Methyl-2-butensdure erfolgte ausgehend von Fraktion
F38-42 aus ““RP-18 ebenfalls an RP-18 Material. Um den Prekursor in ausreichender Rein-
heit zu gewinnen, mussten zwei chromatographische Schritte — ein priparativer (" "“RP-18yy)
und ein analytischer (""*“RP-18y) — nacheinander durchgefiihrt werden (Abbildung 46).

Fraktion 38-42 (121 mg) aus “CRP-18

prdparative HPLC,

HPLC
RP-18,y, priparative RP-18 Scule

Fraktion 3 (8,5 mg)

HPLC préparative HPLC,
RP-18y , analytische RP-18 Séule

Fraktion 1 (1,2 mg) AKS

Abb. 46: Zweistufige Reinigung des Prekursors von 3-Methyl-2-butensdure an RP-18-
Material.

Ausgehend von 121 mg (von Fraktion F 38-42) wurden auf diese Weise 1,2 mg an reinem
Vorldufer gewonnen. Der zunehmende Reinheitsgrad des Prekursors ist in Abbildung 47 an-
hand der HPLC-UV/ELSD—Chromatogramme dargestellt (aus Griinden der Ubersichtlichkeit
ist jeweils nur das ELSD-Signal abgebildet).

Stellte der potentielle Prekursor in F 38-42 (Abbildung 47A) noch eine Minorkomponente
dar, so wurde die Verbindung in Fraktion 3 der HPLCRP-18,v schon als Hauptkomponente
nachgewiesen (Abbildung 47B) und schlieBlich im analytischen Maf3stab vollstdndig gerei-
nigt (Abbildung 47C). Da fiir die einzelnen Stufen der Reinigung die Wasser—Acetonitril-

Gradienten jeweils neu optimiert wurde, kam es zu Verschiebungen der Retentionszeit.
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Darstellung des zunehmenden Reinheitsgrades des Prekursors von 3-Methyl-2-
butensdure im Verlauf der Reinigung an RP-18-Material, dargestellt anhand der
HPLC-ELSD-Chromatogramme; die Verschiebungen in der Retentionszeit des
Vorldufers sind durch die Verwendung verschiedener, fiir die jeweiligen
Reinigungsschritte optimierter Wasser—Acetonitril-Gradienten zu erkléren.

Charakterisierung der intakten Ester mittels Hochleistungsfliissig-

chromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (HPLC-ESI-

MS/MS)

Wiéhrend der Reinigung der Konjugate von 3-Methylbutansdure wurde versucht, mittels
HPLC-ESI-MS und -MS/MS Verbindungen zu detektieren, die bei der Fragmentierung einen

Verlust von 102 Masseneinheiten (entspechend der Molekularmasse von 3-Methylbutanséure)
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zeigten. In Abbildung 48 sind die Produktionenspektren der Fraktionen F 1 (Bild A) und F 2

(Bild B) aus ""““RP-18;;, dargestellt, die beide nach Anwendung einer Kollisionsenergie von
20 eV erhalten worden sind.
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Abb. 48: Produktionenspektren der Verbindungen aus Fraktion F 1 (AK3, A) und F3
(AK4, B) aus """“RP-18;;; (HPLC-MS/MS, ESI negativ, Prekursorion m/z 455,3
in A, m/z 485,2 in B, CID 1,8 mTorr Argon, 20 eV, Losungsmittelsystem Wasser
(5§ mM NH4OAc) und Acetonitril (5 mM NH4OAc), ,loop“-Injektion); AcOH =
Essigsdure, M = jeweiliger Molekiilionenpeak.

Im Gegensatz zur nahezu identischen Fragmentierung der beiden Linaloolprekursoren im
Tochterionen-Modus zeigten die beiden Konjugate von 3-Methylbutansédure sowohl Unter-
schiede hinsichtlich der Molekularmasse (AK3 Quasimolekiilionenpeak bei m/z 394,9, AK4
Quasimolekiilionenpeak bei m/z 424,8) als auch in Bezug auf Qualitit und Intensitit des
Fragmentierungsmusters (Abbildung 48). Fiir beide Verbindungen konnte wieder ein Acetat-

Addukt bei m/z 455,3 (AK3) bzw. m/z 485,2 (AK4) detektiert werden, wobei nach Abspal-
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tung der Acetat-Einheit (bei jeweils 20 eV) die Intensitdt des Quasimolekiilions von AK3 mit
12 % und diejenige von m/z 485,2 (AK4) mit 100 % Intensitit zu beobachten war. Des Weite-
ren tauchte im Produktionenspektrum von AK4 ein Signal bei m/z 340,9 auf, das moglicher-
weise als Ammonium-Addukt einer Disaccharideinheit anzusehen war. Der
Quasimolekiilionenpeak der freien Sdure mit m/z 101,3 war mit einer Intensitit von 8 %
(AK3) bzw. 15 % (AK4) zu beobachten.

Im Falle der beiden Konjugate der Sduren handelte es sich — wie bei den Linalool-Prekur-
soren — bei den Zuckereinheiten wahrscheinlich um Disaccharide. Fiir AK4 war - wie auch
bei der synthetisierten Referenzverbindung und bei den beiden Linalool-Prekursoren - ein
Signal bei m/z 161,4 detektierbar. Der Unterschied in den beiden Konjugaten der 3-Methyl-
butansdure hinsichtlich der Molekularmasse von 30 g/mol wurde der Einheit HCOH zuge-
rechnet. Dies kann damit erkldrt werden, dass es sich bei der zweiten Untereinheit des
Zuckerteils (erster Teil jeweils Hexose) beider Konjugate im Falle von AK3 um eine Pentose
und im Falle von AK4 um eine Hexose handelte. Wie auch bei den beiden Linalool-
Prekursoren lieferten die folgenden Ergebnisse der Kernresonanzspektroskopie weitere Auf-

schlusse.
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Abb. 49:  Produktionenspektrum der Verbindung aus Fraktion F 1 (AKS5) aus ""““RP-18y
(HPLC-MS/MS, ESI negativ, Prekursorion m/z 453,3 CID 1,8 mTorr Argon,
20 eV, Losungsmittelsystem Wasser (5 mM NH4OAc) und Acetonitril (5 mM
NH4OAc), ,,loop*“-Injektion); AcOH = Essigsaure, M = Molekiilionenpeak.
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Zur Charakterisierung des Konjugates der 3-Methyl-2-butensédure wurde ebenfalls die Tan-
demmassenspektrometrie in Verbindung mit der ESI-lonisierung und Detektion im negativen
Modus herangezogen. Schon wéhrend der Reinigung des Vorldufers wurde versucht, mittels
der Kopplung aus ESI-MS und HPLC aus den entsprechenden Extrakten Verbindungen her-
auszufiltern, die bei nachgeschalteten Tochterionen - Experimenten den Verlust von 100 Mas-
seneinheiten (entsprechend der Molekularmasse von 3-Methyl-2-butensdure) zeigten. In
Abbildung 49 ist das Produktionenspektrum eines Tochterionen-Experimentes aus Fraktion
F 1 aus "P*“RP-18y dargestellt; eingesetzt wurde hierbei — wie bei den beiden Konjugaten der

3-Methylbutansdure — eine Kollisionsenergie von 20 eV.

Ausgehend vom Prekursorion m/z 453,3 (Acetat-Addukt) sind im Produktionenspektrum das
Quasimolekiilion m/z 392,9, die deprotonierte und von der Séure abgespaltene Zuckereinheit
des Konjugates mit m/z 292,2 sowie das Ammonium-Addukt der Zuckereinheit mit m/z 310,9
beobachtet worden. Das Produktionenspektrum war nahezu deckungsgleich mit demjenigen
des isolierten Konjugates der 3-Methylbutansdure, abgesehen von den um zwei Einheiten
differierenden Quasimolekiilionen [M-H] (m/z 394,9 bei Vorldufer von 3-Methylbutansdure,
m/z392,9 bei Konjugat von 3-Methyl-2-butensédure) und den entsprechenden Acetat-
Addukten [M+AcOH-H] (m/z 455,3 bei Vorldufer von 3-Methylbutansiure, m/z 453,3 bei
Konjugat von 3-Methyl-2-butensédure). Diese Differenzen entsprechen exakt der Differenz der
Molekularmasse von 3-Methylbutansdure (102,13 g/mol) der von 3-Methyl-2-butenséure
(100,12 g/mol). Zu diesem Zeitpunkt der Analyse war es offensichtlich, dass es sich bei den
Konjugaten AK3 und AKS jeweils um dieselbe Zuckereinheit — bestehend aus einer Hexose
und einer Pentose - handelte. Zur weiteren Ermittlung der exakten Struktur des Konjugates

AKS wurde ebenfalls die Kernresonanzspektroskopie herangezogen.

2.2.5.3 Charakterisierung der intakten Ester mittels ein- und zweidimen-

sionaler Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Aus den experimentellen Daten der Tandemmassenspektrometrie lieen sich die strukturellen
Grundkorper der isolierten Zuckerester ermitteln. Demnach bestanden die Zuckereinheiten
von AK3, AK4 und AKS aus zwei Monosacchariden (jeweils eine Hexose und eine Pentose
im Falle von AK3 und AKS, zwei Hexoseeinheiten im Falle von AK4). Zur vollstdndigen
Strukturaufklarung wurden ein- und zweidimensionale NMR-Experimente durchgefiihrt. In

den Tabellen 11 und 12 sind die Ergebnisse der 'H- und der >C- Messungen im Vergleich zu
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ausgewdhlten Literaturdaten dargestellt; die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe von
COSY, HMQC, HMBC, und sel-1D TOCSY Experimenten (zusétzlich NOE-Messungen bei
AKS).

Die detektierten Tieffeldverschiebungen der Signale im 'H-NMR-Spektren fiir die anomeren
Protonen der Glucoseeinheiten von AK3 und AKS5 (5,34 bzw. 5,36 ppm) im Vergleich zu
denjenigen von AK2 und AK3 mit glykosidischen Bindungen (4,15 bzw. 4,13 ppm) deuteten
auf eine Esterbindung hin (Loveys and Millborrow, 1981). Im Falle von AK4 zeigten die
Protonen 6’a und 6’b der Glucose mit 4,24 bzw. 4,01 ppm ebenfalls eine Verschiebung zu
tieferem Feld, verglichen mit den beiden Protonen an Position 6 einer freien Glucoseeinheit
(3,83 bzw. 3,65 ppm). Dies wies auf eine Veresterung der Glucoseeinheit von AK4 in Positi-
on 6 hin. Im Hinblick auf die Acyleinheiten der drei Zuckerester waren die 'H- und *C-Daten
von AK3 und AK4 weitgehend iibereinstimmend, die Werte von AK5 im "C-NMR der
C=0-Einheit mit 164,2 ppm, des C-2 Atoms mit 115,1 ppm und des C-3 Atoms mit
159,2 ppm bestitigten das Vorhandensein einer o,3-ungeséttigten Struktur (Kalinowski et al.,
1984).

Tab. 11: 'H-NMR-Daten der Ester AK3, AK5 und AK4 im Vergleich zu Literaturdaten.

Protonen AK3 AKS AK4 Referenz’
Acyleinheit ~ 3-Methylbutanoyl  3-Methyl-2-butenoyl  3-Methylbutanoyl Octanoyl
2 2,24 (d; 7,0) 5,72 (s) 2,19 (m) 2,4-2,6 (m)
3 2,00 (m) - 1,99 (m) 1,5-1,7 (m)
4 0,90 (d; 7,0)° 1,91 (s) 0,90 (d; 6,7)° 1,2
5 0,91 (d; 7,0)° 2,13 (s) 0,90 (d; 6,7)°
6 - -
7 - - 1,4 (m)
8 - - 0,7-1 (m)
Glucose-Einheit
1’ 5,34 (Ji-a 8,2) 5,36 (d; J;» 8,4) 5,17 5,34 (d)
2’ 3,09 (J2:5- ~9,0) 3,05 (J2:53- ~9,0) 3,20 (Ji-2» 3,7; Jr5 3,49 (dd; Ji-2 3,7; J20 50 9,8)
9,7)
3 3,23 (J3 4~ 9,0) 3,23 (J3 4~ 9,0) 3,48 3,71 (t)
4 3,06 (Js 5 ~9,0) 3,11 (Jg 5 ~9,0) 3,06 (J5: 4 9,7) 3,38 (t; J3 40 9,8)
5 3,36 3,37 3,90 3,95-4,04 (m)
6’a 3,81 (dd; 2,0; Jgusn 3,83 (dd; 1,05 Jsu6m 4,24 (Js5 64 5,0) 4,20 (dd; Js 60 5,25 S a6
10,0) 10,0) 12,1)
6’b 3,38 (dd; Jsu6 3,39 (dd;5,0; Jsu6 4,01 (Js 6 6,0) 4,37 (dd; Js ¢ 5,2)
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Protonen AK3 AKS5 AK4 Referenz®
10,0) 10,0)
Apiose-Einheit Fructose-Einheit

1” 4,80 (d; 3,0) 4,79 (d; 3,1) - -
lab”’ - 3,38 (m) 3,57-3,63 (m)
2” 3,75 (d; 3,0) 3,75 (d; 3,1) - -

37 - 3,88 (d) 4,16 (d)

4 - 3,73 (t; J3-4 8,0) 3,97 (t; S5 4 8,8)

47a 3,83 (d; Jiaap 9.2) 3,84 (d; Jyvasry 9,3) - -
4”b 3,57 (d; Jaaa 9.2) 3,57 (d; Jyvasry 9,3) - -
5 - - 3,58 (m; Jy 5 8.0) 3,79-3,88 (m)
572 332(d; Jsass 11,3) 3,35 (d; Jsasos 11,6) - -
5°b 3,30 (d; Jsvass 11,3) 3,38 (d; Jsasen 11,6) - -
6”ab - 3,55 (m) 3,72-3,79 (m)

? 6-O-Octanoylsaccharose, gemessen in D,O bei 300 MHz (Thevent et al., 1999); ° Signale ver-
tauschbar.

Die '"H-NMR Daten von AKS5 zeigten zwei Singuletts bei 1,91 und 2,13 ppm der an der Dop-
pelbindung der Sdure befindlichen Methylgruppen sowie das Singulett eines olefinischen
Protons mit 5,72 ppm. Zusitzlich war ein schwacher NOE-Effekt zwischen H-2 und H-4 zu
beobachten. Diese Daten stimmten somit mit der mittels HRGC-MS ermittelten Struktur fiir
den Sdureanteil (3-Methyl-2-butensédure) in diesem Prekursor iiberein. Die Verkniipfung der
Séure iiber die 1-Position der Glucose wurde durch ein deutliches HMBC-Signal zwischen
dem Proton H-1" (5,36 ppm; d; Ji-»> 8,4 Hz) und dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der Séure
bestitigt. Fiir die Bestimmung der Zuckereinheit gilt das in Kapitel 2.2.3.4 beziiglich der 3-D-
Glucopyranosyl-B-D-apiofuranosid-Einheit Beschriebene. Die 'H- und BC-Daten des Zucker-
anteils dieser Verbindung stimmen - mit Ausnahme der Werte fiir das anomere C-Atom der

Glucose - mit denen von AK2 tiberein.

Tab. 12:  >C-NMR-Daten der Ester AK3, AK5 und AK4 im Vergleich zu Literaturdaten.

C-Atome AK3 AKS AK4 Referenz’

Acyl- 3-Methylbutanoyl 3-Methyl-2-butenoyl 3-Methylbutanoyl ~ Acyl-Einheit Octanoyl
einheit
C=0 171,1 164,2 172,3 177,1

2 42,5 115,1 42,3 34,1

3 25,0 159,2 25,1 31,4

4 22,2 27,0 22,1° 28,6

5 22,2 20,1 22,1° 28,4
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C-Atome AK3 AKS5 AK4 Referenz’
6 - - - 24,7
7 - - - 22,4
8 - - - 13,7

Glucose-Einheit
I 93,9 93,5 91,5 92,3
2’ 72,4 72,3 71,5 71,4
3 76,3 76,4 72,7 72,7
4 69,7 69,7 70,1 70,0
5’ 76,2 76,2 70,0 70,7
6’ 67,3 67,4 62,4 61,8
Apiose-Einheit Fructose-Einheit
1”7 109,1 109,1 62,2 63,1
2” 75,8 75,7 103,9 104,1
37 78,8 78,8 76,9 76,7
4> 73,3 73,2 74,5 74,5
57 63,1 63,0 82,7 81,9
6 - - 62,6 63,6

* 6-O-Octanoylsaccharose, gemessen in D,O bei 75 MHz (Thevent et al., 1999); ® Signale vertausch-
bar.

Da die Séurereste der beiden Prekursoren AK3 und AK4 im Vergleich zu AKS eine gesittigte
Alkylkette aufweisen, sind die Werte der Carbonylkohlenstoffatome mit 171,1 bzw.
172,3 ppm im Vergleich zu 164,2 ppm von AKS zu tieferem Feld verschoben. Durch die
Symmetrie waren bei AK3 und AK4 die Signale der diastereotopen Protonen H-4 und H-5
(0,90 bzw. 0,91 ppm bei AK3, 0,90 und 0,90 ppm bei AK4) an den beiden terminalen Me-
thylgruppen praktisch isochron. Auch fiir AK3 und AK4 wurde durch intensive HMBC-
Kreuzsignale zwischen den Protonen von AK3 H-1" (5,34 ppm) bzw. von AK4 H-6’a
(4,24 ppm) und H-6’b (4,01 ppm) und den Carbonylkohlenstoffatomen (171,1 bzw.
172,3 ppm) jeweils die Verkniipfung zwischen der Sdure und der Glucose in Position 1 bei
AK3 und Position 6 bei AK4 bestétigt. Bei AK4 war durch die Veresterung der Glucose an
Position 6’ weiterhin eine starke Tieffeldverschiebung von C-6’ und eine Hochfeldverschie-
bung von C-5 zu beobachten, was in Einklang zu Beobachtungen von Yoshimoto et al.
(1980) steht.

Fiir die Bestimmung der Zuckereinheit von AK3 gilt das in Kapitel 2.2.3.4 im Bezug auf die
B-D-Glucopyranosyl-B-D-apiofuranosid-Einheit Beschriebene. Die 'H- und "*C- Daten des
Zuckeranteils dieser Verbindung stimmen mit denen von AK2 (und AKS) iiberein, mit Aus-

nahme der Werte fiir das anomere C-Atom der Glucose. Die Zuckereinheit von AK4 zeigte in
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ihren NMR-Werten Ubereinstimmung mit Literaturdaten von Acyl-6-O-Saccharose (Tabel-
le 11 und 12). Die Kopplungskonstante J;- »- der Glucoseeinheit mit 3,7 Hz bestdtigte das Vor-
liegen einer o-Konfiguration. Mit Hilfe von TOCSY Experimenten (Einstrahlung auf
5,17 ppm, Tmix 120 ms; Einstrahlung auf 3,73 ppm, Tmix 120 ms) lieBen sich die Signale der
Protonenresonanzen der Glucose- und der Fructoseeinheit zuordnen. Im HMBC Experiment
wurde ein deutliches Signal zischen H-1" und C-2’’ detektiert, die Kopplungskonstanten J» 3,
Jy 4 und Jp 5> mit je 9,7 Hz sowie J3» 4 und Js» 5> mit je 8,0 Hz bestdtigten die diaxiale An-

ordnung der entsprechenden Protonen.

Somit wurden die Vorldufer AK3, AK4 und AKS als (3-Methylbutanoyl)-1-O-B-D-
glucopyranosyl-p-D-apiofuranosid, (3-Methylbutanoyl)-6-O-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-3-D-
fructofuranosid und als (3-Methyl-2-butenoyl)-O-B-D-glucopyranosyl-B-D-apiofuranosid
identifiziert. In Abbildung 50 sind die Strukturen der drei Prekursoren dargestellt.

O

H
4"'{" OH ?H r—O,
AK3 HYy—f gt

AK4

AKS

Abb. 50: Strukturen der isolierten Zuckerester (3-Methylbutanoyl)-1-O-B-D-glucopyrano-
syl-B-D-apiofuranosid AK3, (3-Methylbutanoyl)-6-O-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-
B-D-fructofuranosid AK4 und (3-Methyl-2-butenoyl)-O-p-D-glucopyranosyl-f-D-
apiofuranosid AKS.
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Wie oben schon erwihnt, hat man bisher nur wenige Aromastoffprekursoren beschrieben, bei
denen das Aglykon mit einer Carboxyleinheit iiber eine Esterbindung an einen Zucker gebun-
den ist, wie z.B. beim 2,6-Dimethyl-6-hydroxyocta-2,7-diensdure-glucoseester (Winterhalter
et al., 1997b; Bonnlénder et al., 1998; Miyase et al, 1999b). Auch Saccharoseester sind als
Bestandteile der Glykolipidfraktion in Oberflachenlipiden der Blatter von Petunia hybrida
bekannt (Ohya et al., 1996). Hierbei taucht auch die 3-Methylbutanséure als Acylrest auf,
allerdings sind die Zuckereinheiten mehrfach bzw. peracyliert. Beziiglich 3-Methyl-2-
butensdure sind in Bupleurum falcatum und Vitis vinifera Glykoside beschrieben, in denen die
reduzierte Form der Sdure, das Isopentenol, als Aglykon an B-D-Glucopyranosyl-f-D-
apiofuranose gebunden ist (Ono ef al., 1999 ; Baltenweck-Guyot et al., 1997). Die im Verlauf
der vorliegenden Arbeit isolierten Aromastoffprekursoren in Form der acylierten Disaccharide
(3-Methylbutanoyl)-1-O-B-D-glucopyranosyl-p-D-apiofuranosid AK3, (3-Methylbutanoyl)-6-
O-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-fructofuranosid AK4 und (3-Methyl-2-butenoyl)-O-B-D-
glucopyranosyl-B-D-apiofuranosid AKS sind nach dem aktuellen Stand der Literatur noch

nicht gefunden worden.
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2.3 Untersuchungen zur Herkunft von Rohkaffee mittels Isotopen-

verhaltnis-Massenspektrometrie (IRMS) von Coffein

In der Einleitung ist darauf hingewiesen worden, das unter den aktuellen Fragestellungen
lebensmittelchemischer Forschung, die sich mittels instrumenteller Analytik bearbeiten las-
sen, zunehmend Probleme der Herkunftsbestimmung von Lebensmitteln bzw. deren Inhalts-
stoffe zu nennen sind. Aufgrund neuer technischer Entwicklungen haben hierzu Methoden der
Analyse stabiler Isotope an Bedeutung gewonnen. Wir nutzten die uns zur Verfiigung stehen-
den Moglichkeiten neuester Isotopenanalytik und versuchten, anhand einer Multielementana-
lyse von Coffein aus Rohkaffee unterschiedlicher Herkunft einen Beitrag zu dieser aktuellen
Forschungsentwicklung zu leisten. Das Vorgehen und die erzielten Ergebnisse sind in den

nachfolgenden Abschnitten zusammengestellt.

2.3.1 Herkunftsanalytik mittels Isotopenverhiltnisbestimmung

Isotope unterscheiden sich nur in der Anzahl an Neutronen. Sie lassen sich einteilen in stabile
und instabile (radioaktive) Isotope (Hoefs, 1973). Die Elemente Wasserstoff, Kohlenstoff und
Sauerstoff liegen als Mischungen von zwei oder mehreren Isotopen vor, die relativen Héaufig-
keiten [Atom-%] ihrer stabilen Isotope sind in Tabelle 13 aufgefiihrt (Way et al., 1950; Nier,
1950; Garlick, 1969). Die Anteile sind als globale Mittelwerte zu verstehen, deren aktuelle
genaue Anteile sich durch Isotopieeffekte und Isotopenfraktionierungsprozesse ergeben (siche

unten).

Die schweren Isotope bewegen sich im Gegensatz zu den leichten Hauptisotopen in einem
Bereich von 1 Atom-% oder weniger. Von den drei stabilen Sauerstoff-Isotopen (Tabelle 13)
wird aufgrund der groBeren Massendifferenz und Hiufigkeit des '*O-Isotops das '*0/'°O-
Verhiltnis fiir Sauerstoff-Isotopenverhéltnis-Messungen genutzt. Um die sehr kleinen Diffe-
renzen der Isotopenzusammensetzung auf geeignete Art ausdriicken zu konnen, liegt die Be-
sonderheit von Isotopenverhéltnis-Bestimmungen in relativen Angaben. Bei der sog.

,»O-Notierung® wird das Isotopenverhéltnis der Probe mit dem eines weltweiten Standards

Probe

verglichen: 9§, . in %0:( —IJXIOOO. So konnen Variationen in der zweiten und

Standard

dritten Dezimalstelle angezeigt werden. Das Isotopenverhéltnis R reprédsentiert den Quotien-
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ten der Konzentration des schweren im Vergleich zum leichten Isotop sowohl des Standards

Gehalt schweres 15010
als auch der Probe (R = Geb lts hweres P . z. B. 2H/'H, *C/"2C oder *0/'°O (Fritz und Fon-
eha

leichtes Isotop

tes, 1980). Die Isotopenverhidltnisse der gebriduchlichen internationalen Isotopenstandards
reprisentieren die Nullpunkte der entsprechenden 5-Skalen. Je positiver bzw. weniger negativ
ein 0-Wert ist, desto reicher ist die Substanz an schwerem Isotop, ein negativer Wert zeigt

eine Abreicherung des selteneren Isotops im Vergleich zum leichteren Hauptisotop an.

Tab. 13:  Vorkommen der stabilen Isotope der Elemente Wasserstoff, Kohlenstoff und
Sauerstoff in der Natur (Way ef al., 1950; Nier, 1950; Garlick, 1969).

Element Isotop Isotopenhdufigkeit [Atom-%] relative Isotopenmasse
Wasserstoff 'H 99,9844 1,007825
’H (D) 0,0156 2,014102
Kohlenstoff 12C 98,8900 12,000000
e 1,1100 13,003355
Sauerstoff '°0 99,7630 15,994915
0 0,0375 16,999130
e 0,1995 17,999159

Einheitliche Standards fiir Analysen stabiler Isotope sind wichtig, um Ergebnisse verschiede-
ner Laboratorien vergleichen zu kdnnen. Die Internationale Atomenergiebehdrde in Wien
(IAEA) und das Nationale Institut fiir Standards in den USA (NBS) koordinieren die Vorbe-
reitung, Kalibrierung und Verteilung international anerkannter Standards (Fritz und Fontes,
1980). Der allgemein anerkannte Standard fiir Kohlenstoff ist PDB (Pee Dee Belemnite), ein
fossiles Calciumcarbonat aus dem Skelett der Belemnitella americana der Pee Dee Formation
in South Carolina (USA) bzw. das "C/'’C-Isotopenverhiltnis des CO,-Gases
(Rpps: 0,0112372), das durch Reaktion dieses zerkleinerten Carbonats mit 100 %iger Phos-
phorsdure bei 25,2°C erhalten wird (Craig, 1957). Fiir Sauerstoff wird ebenfalls PDB als
Standard eingesetzt, mittlerweile gebrduchlicher ist allerdings V-SMOW (Vienna Standard
Mean Ocean Water), Umrechnungen untereinander sind moglich (Craig, 1957). V-SMOW ist
ein Wasserstandard, dessen Isotopenzusammensetzung mit einem '*0/'°O-Verhiltnis von
2,0052-107 (Baertschi, 1976) sehr nahe an der des Ozeanwassers mit konstanter Isotopenzu-
sammensetzung liegt (Dansgaard, 1964). Dieser Standard wird durch Mischen von destillier-
tem Ozeanwasser mit kleinen Anteilen anderer Wiasser von der IAEA kiinstlich und definiert
hergestellt. Neben V-SMOW vertreibt die IAEA noch weitere '*O-Standards, wie z.B.
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NBS-1, SLAP (Standard Light Antarctic Precipitation) und GISP (Greenland Ice Sheet Prezi-
pitation). Fiir Wasserstoff-Messungen kommen nur Wasser-Standards zum Einsatz, deren
Isotopenverhiltnisse absolut bestimmt sind (Craig, 1961b; Gonfiantini, 1978). Das “H/'H-
Isotopenverhéltnis von V-SMOW wurde z.B. mit 0,15576-10'3 determiniert (Hageman et al.,
1970), und ist als Nullpunkt der d-Skalierung etabliert. In Tabelle 14 sind die international
anerkannten Standards fiir Isotopenverhiltnis-Messungen der Elemente Wasserstoff, Kohlen-

stoff und Sauerstoff zusammengefasst.

Tab. 14: International anerkannte Standards fiir Isotopenverhéltnis-Messungen der Ele-
mente Wasserstoff, Kohlenstoff und Sauerstoff (Craig, 1961b; Hageman et al.,
1970; Confiantini, 1978; Fritz und Fontes, 1980).

Isotopen- Standard
verhéltnis  Verbindung internationaler Name Abkiirzung R-Wert"
’H/'H H,O (Vienna) Standard Mean Ocean Water (V-)SMOW 0,00015576
v Standard Light Antarctic Precipitation SLAP 0,00008902
v Greenland Ice Sheet Precipitation GISP -
Be/e CaCO; (Vienna) Pee Dee Belemnite (V-)PDB 0,01123720
80/'°0 H,O (Vienna) Standard Mean Ocean Water (V-)SMOW 0,00200520
’s Standard Light Antarctic Precipitation SLAP --
v Greenland Ice Sheet Precipitation GISP -
CaCoO; (Vienna) Pee Dee Belemnite (V-)PDB --

 Definition R-Wert siehe oben.

Isotopieeffekte und Isotopenfraktionierungen fiihren zu charakteristischen Isotopengehalten
und —mustern in natiirlichen und synthetischen organischen Verbindungen. Somit kénnen die
individuellen Isotopenverhiltnisse zur Herkunftsanalytik verwendet werden. Isotopieeffekte
entstehen aufgrund von Unterschieden in den physikalischen und chemischen Eigenschaften
von isotopisch verschiedenen Verbindungen gleicher Struktur (Isotopomere). Es wird zwi-
schen thermodynamischen und kinetischen Isotopieeffekten unterschieden. Erstere bilden sich
iiber Gleichgewichte heraus, Letztere werden durch die unterschiedlichen Reaktionsraten der
unterschiedlichen Isotopenspezies hervorgerufen (Hoefs, 1973; Fritz und Fontes, 1980; Wink-
ler, 1984; Schmidt et al., 1998). Unter Isotopenfraktionierung versteht man die Verteilung
von Isotopen zwischen zwei Substanzen mit verschiedenen Isotopenverhiltnissen, z.B. be-

dingt durch physiko-chemische Prozesse wie Verdunstung und Kondensation (Hoefs, 1973).
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Die priméren Quellen jeglichen Kohlenstoffs in biologischem Material sind das CO; der At-
mosphire mit einem &'"*Cppg-Wert zwischen -6,4 und -7,3 %o (abhingig vom Grad der Indust-
rialisierung) und das Hydrogencarbonat (HCO5") der Hydrosphére, das aufgrund eines ther-
modynamischen Isotopieeffekts beim Losen von CO; mit einem 8'3Cppp-Wert von ungefahr
0 %o etwas angereicherter ist (Craig, 1957; Keeling, 1961; Deuser und Hunt, 1969; Keeling et
al., 1979; Deines, 1980). Wéhrend der Photosynthese kommt es beim Einbau von CO; in or-
ganisches Material zur biochemischen Diskriminierung von >CO,, so dass alle Pflanzen im
Vergleich zu ihrer anorganischen Kohlenstoffquelle an '>C abgereichert sind (negative &-
Werte). Das Ausmal} der Diskriminierung ist abhdngig vom Photosyntheseweg. Cs-Pflanzen
(sog. isotopisch ,,leichte* Pflanzen) weisen 813CPDB—Werte zwischen -34 und -24 %o auf, Cy4-
Pflanzen (sog. isotopisch ,,schwere* Pflanzen) zwischen -16 und -10 %o.. Werden Cs- und Cs-
Pflanzen, die unter gleichen Umweltbedingungen wachsen, verglichen, dann ergibt sich eine
durchschnittliche Differenz von 12 bis 14 %o im Kohlenstoff-Isotopengehalt. Die geringere
Isotopenfraktionierung von C4-Pflanzen im Vergleich zu Cs-Pflanzen liegt v.a. an verschieden
starken Isotopendiskriminierungen der beteiligten Enzyme. Im dritten, selteneren Photosyn-
theseweg, dem Crassulaceen-Sdurestoffwechsel (Crassulacean Acid Metabolism, CAM) erge-
ben sich ' C-Abreicherungen mit 8'*Cppp-Werten von -30 bis -12 %o, also zwischen denen der
Cs- und Cy-Pflanzen (Wickman, 1952; Bender, 1971; Smith, 1971; De Niro und Epstein,
1978; O’Leary, 1981; Winkler, 1984).

Wihrend des Sekundédrmetabolismus treten weiterhin Isotopieeffekte auf, v.a. bei der Pyruvat-
Dehydrogenase-Reaktion, einer zentralen Reaktion ausgehend von den priméren Assimilati-
onsprodukten (Kohlenhydraten). Deswegen sind in allen drei Pflanzentypen die Kohlenhydra-
te als Primdrprodukte des pflanzlichen Stoffwechsels die ,,schwersten” Verbindungen, die
sekundiren Pflanzenprodukte sind als Folge kinetischer Isotopieeffekte im Sekundidrmetabo-
lismus mehr oder weniger abgereichert an '>C (Abbildung 51). Fiir Proteine betrigt die Abrei-
cherung an °C 2 %, fiir Lipide sogar 5 bis 10 %o, da Acetyl-CoA ein fiir die Lipidsynthese
erforderliches C,-Intermediat ist (Abbildung 51) (Abelson und Hoering, 1961; Whelan et al.,
1970; De Niro und Epstein, 1977; Melzer und Schmidt, 1987).
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. Carbonate |
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—————— —
C,-Pflanzen C,-Pflanzen
— —
CAM-Pflanzen
Landtiere
I I I I
-50 -40 -30 -20 -10 0 +10

813CPDB [%0]

Abb. 51: Schwankungsbreite der 8 Cppp-Werte des in der Natur vorkommenden
Kohlenstoffs. Dargestellt sind sowohl die anorganischen Quellen, als auch das sich
daraus ergebende biologische und fossile Material (Winkler, 1984).

Der Kreislauf des Wassers spielt fiir die Verteilung von Wasserstoff und Sauerstoff auf der
Erde eine wichtige Rolle. Im Wasserkreislauf korrelieren die Isotopenfraktionierungen von
Wasserstoff mit denen des Sauerstoffs (Friedman, 1953; Brenninkmeijer et al., 1982; Yakir et
al., 1990). Die Isotopenverhéltnisse von Deuterium und schwerem Sauerstoff im Wasser auf
der ganzen Welt weisen einen linearen Zusammenhang zueinander in Form von
8"H =8 8"%0 + 10 auf (Friedman, 1953; Craig, 1961a). Dies bezieht sich auf die sogenann-
ten meteorologischen bzw. natiirlichen Wiésser, d.h. Fliisse, Seen, Regen, Schnee, Gletscher,
die den meteorologischen Kreislauf (Verdunstung, Kondensation, Niederschlag) durchlaufen
haben (Epstein und Mayeda, 1953; Hoefs, 1973).

Ozeanwasser weist eine konstante Isotopenzusammensetzung auf (Variation von <1 %o fiir
Wasserstoff; 0,1 %o filir Sauerstoff). Fiir natiirliches Wasser ergeben sich systematische geo-
graphische Isotopen-Variationen von 400 %o auf der &°H-Skala und von 80 %o auf der
8'80-Skala, abhingig von klimatischen und anderen okologischen Faktoren, hauptsichlich
durch thermodynamische Isotopieeffekte bei Verdunstungs- und Kondensationsvorgéngen
hervorgerufen (Epstein und Mayeda, 1953; Hoefs, 1973). Den grof3ten Anteil daran haben die
unterschiedlichen Dampfdriicke p der fiinf verschiedenen Isotopomere von Wasser:
p (H,'°0) > p (HD'®0) > p (H,'*0) > p (HD'®0O) > p (D,'*0). Unter dem Einfluss der Sonne
verdunstet in Kiistennihe Meerwasser, wobei bevorzugt die leichten Wassermolekiile
("H bzw. '°0) in die Gasphase iiberwechseln, so dass Wasserdampf im Vergleich zur fliissi-
gen Phase immer drmer ist an schweren Isotopen (*H und "*0) (Gilfilian, 1934). Die Isoto-

penzusammensetzung der daraus resultierenden Niederschlidge steht in Beziehung zu den kli-
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matischen Verhéltnissen, v.a. der Temperatur (sog. Temperatureffekt), aber auch zur Luft-
feuchtigkeit und zur Niederschlagsmenge. Die Fraktionierung im Wasserkreislauf hingt zu-
dem von geographischen Parametern (Abbildung 52) wie Ausdehnung, Hohe (sog. Hohen-
effekt) und Entfernung zur Kiiste (sog. Kontinentaleffekt) ab.

&H = -163 %o

80 =-21 %o
o

6|8H=l‘67 930

60 =":21 %o
’H =-99 9 \ i |
g'so=.9193/3/° SH=-115% /" §H=-1319 Vo
00 - - 31 A)O \ \ |

8"0=-15%0 §%0 =-17 %o

\ \ A \ \ \
A AY
SH=-19% 5 =135 %
§"0=-3%0 »  8"0,=-5 %o\
\ \ \ \ \ \

Hoheneffekt

8H=+59
550 =0 %/20 Abnahme von §°0, 8H

Kontinentaleffekt

~
Abnahme von §"0, &

Abb. 52: Auswirkung des Kontinental- und des Hoheneffekts auf die Wasserstoff- und
Sauerstoff-Isotopenzusammensetzung in natiirlichem Wasser (Hoefs, 1973).

Diese Fraktionierung ist umso ausgeprégter, je kiihlere die duleren Temperaturen sind. Das
leichte Wasser wird als Regen in hoher gelegenen Gebieten abgelagert, und macht deswegen
Wasser in hohen Lagen leicht (Friedman, 1953). Der Gehalt an schweren Isotopen in frischem
Wasser nimmt nicht nur mit der Hohe, sondern auch mit wachsender Entfernung vom Meer
bzw. mit zunehmender Lage im Inland (Kontinentaleffekt) ab (Dansgaard, 1954). Im Landes-
inneren wirkt sich zusétzlich die Luftfeuchtigkeit aus: es resultieren niedrige d-Werte in re-
genreichen Monaten bzw. hohe Werte in trockenen Monaten (Dansgaard, 1964). Die Erdrota-

tion trennt die Isotope wie in einer Zentrifuge (Erdrotationseffekt).

Das Ergebnis dieser komplexen Vorgénge ist ein globales geographisches Muster des natiirli-
chen Isotopengehalts im hauptsichlich dem Meer entstammenden Regenwasser. In Land-
pflanzen beeinflusst ein weiterer Effekt die Isotopenzusammensetzung des Wassers: Durch
Evapotranspiration kommt es zu einer erheblichen Fraktionierung innerhalb der Pflanze (Gon-
fiantini ef al., 1965), unabhingig vom Photosyntheseweg und von der Wasseraufnahme durch
die Wurzel (Ziegler et al., 1976), aber erneut beeinflusst von den klimatischen Bedingungen
des Standorts der Pflanzen.
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Die Wasserstoff-Quelle fiir das gesamte organische Material bildet die Hydrosphére. Aus-
schlaggebend sind nicht die Ozeane, sondern die natiirlichen Wisser auf der Erde, die letzt-
endlich das Grundwasser bilden. Eine Schwankungsbreite fiir Wasserstoff von
-350 bis +50 %0 wird beobachtet, atmosphirischer Wasserstoff hat vergleichbare S*Hsmow-
Werte von -200 bis +25 %o (Hoefs, 1973). Zudem kommt eine grofle Wasserstoft-
Isotopenfraktionierung durch lebende Organismen zustande (Friedman, 1953). Wéhrend der
Photosynthese kommt es fiir die primiren Assimilationsprodukte aufgrund von Wasserstoft-
Isotopieeffekten zu einer Deuteriumabreicherung bis zu -180 %o gegeniiber dem aufgenom-
menen Wasser, wobei Cs-Pflanzen analog zur Kohlenstoff-Isotopenverteilung stirker diskri-
minieren (82HSMOW-Werte fiir organisch gebundenen Wasserstoff von -132 %o) als
C4-Pflanzen (mittlere Abreicherungen an ’H von -91 %o auf der 8°H-Skala). CAM-Pflanzen
reichern nur bei Wasserstress Deuterium an, zusitzlich spielt der hohere Deuterium-Gehalt
des Grundwassers an ariden Standorten, an denen CAM-Pflanzen evolutionsbedingt hiufig
anzutreffen sind, eine Rolle (Ziegler et al., 1976). Im Sekunddrmetabolismus resultieren Sub-
stanzklassen mit verschiedenen Deuteriumgehalten: Proteine weichen in ihrer Wasserstoft-
Isotopenzusammensetzung nicht stark von den Kohlenhydraten ab, wohingegen Lipide be-
trachtliche Deuteriumabreicherungen zeigen (Abbildung 53): n-Alkyllipide diskriminieren
gegeniiber Deuterium um 113 bis 262 %o relativ zum Grundwasser, wihrend die Abreiche-
rung an Deuterium von Isoprenoidlipiden sogar 142 bis 376 %o betrigt (Smith et al., 1970;
Estep und Hoering, 1980; Schmidt et al., 1998). Die Variation innerhalb einer Verbindungs-
klasse ist geringer (kleiner als 50 %o) als zwischen den verschiedenen Lipiden eines Organis-

mus (bis 150 %o sind géngig) (Sessions, ef al. 1999).

Gesteine, Mineralien Ozean-

SLAP : | wasset
meteorisches Wasser i

Kohle, Ol Fruchtsaft-

wasser
IEthanolI . Kohlenhydrate
Lipide
——————
. Isoprenoide . Prloteilne
] ] ] ]
-500 -400 -300 -200 -100 0 +100

82HSMOW [%0]

Abb. 53:  Schwankungsbreite der 82HSMOW—Werte des in der Natur vorkommenden
Wasserstoffs, anorganisch und organisch (Winkler, 1984).



Untersuchungen zur Herkunft von Rohkaffee mittels IRMS von Coffein 111

Der Metabolismus des Elements Sauerstoff mit der grofSten Haufigkeit auf der Erde ist sehr
komplex. AuBierdem besitzt es mehrere anorganische Quellen, die die 8'*Ogyow-Werte orga-
nisch gebundenen Sauerstoffs beeinflussen: Kohlendioxid (CO»; SISOSMOW—Wert von ~41 %o
(Craig, 1954) bzw. Bicarbonat, molekularer (Luft-)Sauerstoff (O»; 8'°*Ogmow-Wert von
23,5 %o (Kroopnick und Craig, 1972) und Wasser (H,O). Im natiirlichen Wasser variieren die
Anteile an Sauerstoff-Isotopen durch Fraktionierung im globalen Wasserkreislauf, wie oben
dargestellt, allerdings im Vergleich zu den Wasserstoff-Isotopen aufgrund der geringen
Massendifferenz weniger stark ausgepragt. Zwar ist fiir intrakontinentales Wasser ein Bereich
von -50 bis +30 %o detektiert worden, in mittleren Klimazonen bewegt sich natiirliches
Wasser allerdings zwischen -15 und +5 %o (Hillaire-Marcel, 1986; Schmidt et al., 1998).
Beim Einbau des Sauerstoffs in organisches Material aus diesen Quellen kommt es zusétzlich
zu Isotopieeffekten. Fiir Kohlenhydrate als priméire Assimilationsprodukte ergeben sich somit
8'80-Werte (Abbildung 54) von 25 %o, von 17 %o fiir Proteine, sogar von 5 bis 11 %o fiir Lipi-
de, um 0 %o fiir Verbindungen, die Sauerstoffatome aus dem Wasser enthalten, und um
+10 %o fiir Produkte aus Hydroxylierungsreaktionen, wie Phenole (Hillaire-Marcel, 1986;
Schmidt et al., 1998).

Gesteine PDB

SLAP Ozeanwasser atm. O, | atm. CO,
I_TI O c
meteorisches Wasser
Fruchtsaft- | Proteine
wasser C—— [
Kohlenhydrate
S — |
Lipide
—
] ] 1 1 1
-60 -40 -20 0 +20 +40
SISOSMOW [%0]

Abb. 54: Schwankungsbreite der 880smow-Werte des in der Natur vorkommenden
Sauerstoffs (Winkler, 1984).

In Tabelle 15 sind die 6-Werte von Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff zusammenge-
fasst, bezogen auf die Standards PDB (fiir Kohlenstoff) und V-SMOW (fiir Wasserstoff und
Sauerstoff) der anorganischen Quellen und des biologischen Materials fiir Cs-Pflanzen
(C4-Pflanzen).
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Tab. 15:  Gegeniiberstellung der 6-Werte von Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff,
bezogen auf die Standards PDB (fiir Kohlenstoff) und V-SMOW (fiir Wasserstoff
und Sauerstoff) der anorganischen Quellen und des biologischen Materials fiir Cs-
Pflanzen (Cs-Pflanzen). Kohlenhydrate von CAM-Pflanzen konnen bis zu 8H-
Werten von +50 %o angereichert sein (Schmidt et al., 1998).

d-Werte [%o]standard Kohlenstoff Wasserstoff Sauerstoff
H,0: -15 bis +5
. COZ: -7 .
primére Quelle(n) ) H,0: -350 bis +50 CO,: +41
HCO;5: 0
0,: +23,5
biologisches Material -35 bis -5 -400 bis +100 -5 bis +40
Kohlenhydrate -30 bis -21 -170 bis -30 +20 bis +40
(-15 bis -9) (-100 bis +0)
Fettsduren, Isoprenoide -32 bis -28 -400 bis -200 +5 bis +10
(-16 bis -12)
Aminosduren -29 bis -25 -300 bis -100 -5 bis +10
(-14 bis -11) (geschatzt)
Aromaten, Phenylpropane -32 bis -26 -150 bis -70 +5 bis +15
(-21 bis -14)

Fiir die Bestimmung globaler Isotopenverhiltnisse, die fiir die Herkunft und Authentizitit von
biologischem Material charakteristisch sind, hat sich die Isotopenverhdltnis-Massen-
spektrometrie (IRMS) durchgesetzt. Die Voraussetzung fiir diese analytische Technik liegt in
der Uberfithrung der organischen Molekiile in einfache Gase. Die instrumentell-analytischen
Grundlagen der EA-IRMS sind in Kapitel 2.3.1.2 erldutert. Aktuelle Entwicklungen auf dem
Gebiet der Bestimmung von Isotopenverhiltnissen sind von van Trigt et al. (2001) beschrie-
ben. Die Arbeitsgruppe verwendet fiir die Untersuchungen zur Isotopenverhéltnisbestimmung
von Wasser die sogenannte Laserspektrometrie (van Trigt et al., 2001). Mit dieser Methode,
die auf einem Infrarot-Laser Direkt-Absorptions-Spektrometer basiert, ist es im Gegensatz zur

IRMS moglich, kondensierbare Gase (wie z.B. Wasserdampf) direkt zu vermessen.
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2.3.2 Instrumentell-analytische Grundlagen

Durch on-line Kopplung des Isotopenverhiltnis-Massenspektrometers an einen Elementar-
analysator (EA) ist es moglich, Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Wasserstoff-Isotopenverhilt-
nisse einer Vielzahl organischer und anorganischer Verbindungen in natiirlicher Haufigkeit zu
bestimmen. Im EA werden die eingesetzten Substanzen vollstindig in die Messgase umge-

wandelt.

Die Voraussetzung fiir einwandfreie Ergebnisse ist gro3tmogliche Reinheit der Verbindun-
gen, da diese ‘totalverbrannt’ bzw. ‘totalpyrolysiert” werden und sich somit jede kleinste Ver-
unreinigung auf das Isotopenverhéltnis auswirkt. In Abbildung 55 ist schematisch das in der
vorliegenden Arbeit eingesetzte IRMS-Systems dargestellt. An das Massenspektrometer sind
iiber ein T-Stiick die Referenzgaszuleitung sowie die Elementaranalysatoren (EA: Verbren-

nung bzw. Pyrolyse) angeschlossen.

EA
Magnet
Verbrennung/ ‘—OES“’ sekior
en Spli
Pyrolyse pen Sp Tonen-
quelle
44 45 46 fiir °C/"C
Referenzgas 28 29 30 fiir "N/“N
28 29 30 fiir *0/"°0
Faraday- 2 3 fur’H/'H

kollektoren \#
und
Verstarker

—

Datenerfassung

Abb. 55 Schematische Darstellung des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten IRMS-
Systems; das Massenspektrometer ist iiber ein T-Stiick mit der Referenzgas-
zuleitung sowie den Elementaranalysatoren (EA: Verbrennung bzw. Pyrolyse)
verbunden.
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Bei der Verbrennungstechnik zur Messung der Kohlenstoff-Isotopenverhéltnisse werden or-
ganische oder anorganische Proben in Zinnkapseln in die heile Zone des mit Wolframoxid,

Quarzwolle und Kupfer gefiillten Quarzreaktors eingebracht (Abbildung 56).

0,

,’—_> Spiilung

He
Quarzrohr

4 Wolframoxid | Reaktor
Quarzwolle
Kupfer

v 6fen mit
MS Trennsiule

Abb. 56: Aufbau eines Elementaranalysators zur Bestimmung von Kohlenstoff-Isotopen-
verhéltnissen (Oxidation); der Reaktor besteht aus einem mit Wolframoxid, Quarz-
wolle und Kupfer gefiillten Quarzrohr.

Die gesamte Probenmenge wird im Heliumstrom mit elementarem Sauerstoff sofort bei
1000°C verbrannt. Die erhaltenen Gase CO,, (NOy, SO,) und H,O werden im Heliumstrom
durch den Reduktionsofen aus Kupfer geleitet, der den iiberschiissigen Sauerstoff entfernt und
die Stickoxide zu Stickstoff umwandelt. AnschlieBend durchlduft der Gasstrom eine Wasser-
falle (Magnesiumperchlorat) zur Entfernung des bei der Oxidation entstandenen Wassers. Die
Auftrennung der Verbrennungsgase erfolgt auf einer gepackten GC-Saule (Molekularsieb) im

Ofen bei konstanter Temperatur (95°C).

Die Sauerstoff- und Wasserstoff-Isotopenverhiltnisse werden mittels einer pyrolytischen
Technik im Hochtemperaturofen (HTO) bestimmt. Die Einwaage der Proben erfolgt in Sil-
berkartuschen. Der Reaktor besteht aus einem Keramikrohr, in das ein Glaskohlenstoffrohr
eingefiihrt ist. Das innere Rohr ist mit nickelbelegter Kohle, Glaskohlenstoffsplittern und
Nickelwolle (Abbildung 57) gefiillt. Bei 1460°C reagieren die in der Probe enthaltenen Sauer-
stoff- und Wasserstoffatome mit der Kohlenstoff-Fiillung zu CO und H,.
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Abb. 57: Aufbau eines Elementaranalysators zur Bestimmung von Sauerstoff- und Wasser-
stoff-Isotopenverhiltnissen (Pyrolyse).

Im Heliumtragergasstrom werden die Pyrolysegase durch chemische Gasabsorbentien - Car-
bosorb (anionisches Adsorptionsmaterial) zur Entfernung von CO,, Sauerstoff, etc. sowie
Magnesiumperchlorat zur Entfernung von Wasser - gereinigt. Eine chromatographische Tren-
nung von CO, CO, sowie H, vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgt wie bei Koh-
lenstoff-Messungen auf einer gepackten GC-Sdule (Molekularsieb) im Ofen bei konstanter
Temperatur (95°C). Die durch das Molekularsieb getrennten Messgase (CO; fiir Kohlenstoftf-,
CO fiir Sauerstoff- bzw. H, fiir Wasserstoff-Isotopenverhéltnis-Bestimmungen) werden tiber
einen sog. ,Open Split* in die Ionenquelle des IRMS eingefiihrt. Nach Trennung der mittels
Elektronenstoss ionisierten Molekiile im Sektorfeld des Massenanalysators werden die Mas-
se-Ladungsverhiltnisse m/z 44 (‘*CO,) und m/z 45 (*CO,) fiir Kohlenstoff-, m/z 28 (C'°0)
und m/z 30 (C'*0) fiir Sauerstoff- und m/z2 (‘Hy) und m/z3 (‘H*H) fir Wasserstoff-
Isotopenverhéltnissen detektiert. Die erhaltenen Ergebnisse werden automatisch auf das vor-
her eingefiihrte Referenzgas (separate Referenzgaszufuhr) bezogen und somit direkt 5-Werte

in %o errechnet.

Bei Kohlenstoft-Isotopenverhéltnis-Messungen erfolgt die Standardisierung der Messergeb-
nisse durch Bezug der erhaltenen Kohlenstoff-Isotopenverhiltnisse auf den international an-
erkannten Standard PDB. Da der Standard schon seit ldngerem erschopft ist, wird die Stan-
dardisierung durch den Einsatz eines gravimetrisch definierten CO,-Referenzgases gewihr-

leistet, das auf einen bestimmten 513 Cppp-Wert zertifiziert ist (613CPDB-Wert: -24,9 %o). Dieses
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Verfahren ist anerkannt; das zertifizierte CO,-Referenzgas wird als Primérstandard internatio-
nal akzeptiert. Analog geht die Standardisierung von Wasserstoff-Isotopenverhaltnis-
Messungen relativ zu SMOW vonstatten (zertifizierter SZHSMOW-Wert des H,-Referenzgases:
-200 %0). Fiir Wasserstoff-Isotopenverhiltnis-Messungen ist diese Vorgehensweise zwar

(noch) nicht anerkannt, es wurde allerdings gezeigt, dass diese Methodik reproduzierbar ist
(Hor, 2001).

Fiir Sauerstoff-Isotopenverhiltnis-Messungen ist im Gegensatz zur “H/'H- und "C/"*C-
Analytik kein gravimetrisch definiertes, auf einen internationalen Standard zertifiziertes Refe-
renzgas erhéltlich. Die Standardisierung der Messergebnisse durch Bezug der erhaltenen Sau-
erstoff-Isotopenverhéltnisse auf den international anerkannten Standard SMOW erfolgt also
indirekt. Anstelle eines zertifizierten Referenzgases wird ein CO-Referenzgas unbekannter
Sauerstoff-Isotopenzusammensetzung als Standard eingesetzt. Der unbekannte 818OSMOW-
Wert dieses Referenzgases wird durch Messung des anorganischen Isotopenstandards BaCOs
(zertifizierter SISOSMOW—Wert von -15,3 %o) mittels EA-IRMS ermittelt und in regelméBigen
Absténden {iberpriift. AnschlieBend werden die untersuchten Substanzen, die automatisch auf
das eingesetzte Referenzgas bezogen werden, auf SMOW umgerechnet (Ruff, 2001). Zusétz-
lich werden die Ergebnisse durch interne und externe Laborstandards, deren 818OSMOW-Werte
extern bestimmt werden, kontrolliert. Um Schwierigkeiten durch die Verwendung des meta-
stabilen CO als Standard auszuschlieBen, wird zusdtzlich die zeitliche Entwicklung der

5" Osmow-Werte dieses Gases beobachtet (Ruff, 2001).

233 Biosynthese von Coffein

Das Alkaloid Coffein, dessen Vorkommen in 13 verschiedenen Pflanzenordnungen beschrie-
ben ist, stellt eine der Schliisselkomponenten in zahlreichen Untersuchungen iiber die Bio-
synthese und den Metabolismus von Purinbasen dar (Scheline, 1991; Suzuki ef al., 1992; As-
hihara und Crozier, 2001). Im Mittelpunkt dieser Studien stehen dabei die Genera Camellia,
Coffea, Cola, Paullinia, Ilex und Theobroma. Der Coffeingehalt in Samen von verschiedenen
Coffea Spezies variiert von 0,4 bis 2,4 % (Mazzafera und Carvalho, 1992). Das Alkaloid kann
daher leicht aus relativ wenig Rohmaterial (100 — 200 g Samen) durch geeignete Extraktions-

bedingungen im Gramm-Ma@stab isoliert werden.
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CO, (als HCOy)

— S-Adenosylmethionin

Abb. 58: Biogenetische Herkunft der Kohlen-, Sauer- und Stickstoffatome im Gerlist des
Coffeins, ausgehend vom Purinring.

Purinalkaloide wie Coffein (Abbildung 58) entstehen als Sekundirmetabolite aus Purinnukle-
otiden, die ihrerseits primédr die Vorldufer der Nukleinsduren darstellen (Wagner und Backer,
1992). Das Grundgeriist der Purinalkaloide wird deshalb schon wéhrend der Biosynthese der
Nukleotide gebildet, deren Ablauf bereits in den 50er Jahren geklért worden ist (Buchanan,
1986). Der Purinring setzt sich aus mehreren kleinen Molekiilen zusammen, die Biosynthese
findet ,,de novo* statt, ausgehend von 5-Phophoribosyl-1-pyrophosphat (Abbildung 59) (At-
kins et al., 1982; Hirose und Ashihara, 1984).

Aus der Darstellung dieses Biosyntheseweges wird ersichtlich, aus welchen Bausteinen das
Coffein-Grundgeriist aufgebaut ist (Abbildung 58). Demzufolge entstammt das N-1 Stick-
stoffatom aus Aspartat, die Kohlenstoffatome C-4, C-5 und C-7 aus Glycin, die Stickstoff-
atome N-3 und N-9 sind auf die Amidfunktion der Seitenkette von Glutamin zuriickzufiihren,
die Kohlenstoffatome C-2 und C-8 leiten sich aus aktivierten Derivaten von Tetrahydrofolat
und das Kohlenstoffatom C-6 aus Kohlendioxid (Henderson und Peterson, 1973) ab. Im wei-
teren Verlauf der Biosynthese wird aus gebildeten Inosinmonophosphat (IMP) Adenosin-
(AMP) und Guaninmonophosphat (GMP) synthetisiert, die beide wiederum als Grundlage
zum Aufbau der Nukleinsduren dienen (Nygaard, 1972).
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Abb. 59:

,De novo* Syntheseweg von Purinalkaloiden in Pflanzen; PRPP = 5-Phosphoribo-
syl-1-pyrophosphat, PRA =

5-Phosphoribosylamin, GAR = Glycinamidribonukle-

otid, FGAR = Formylglycinamidribonukleotid, FGAM = Formylglycinamidinribo-
nukleotid, AIR = 5-Aminoimidazolribonukleotid, CAIR = 5-Aminoimidazol-4-

carboxylatribonukleotid, ZMP =

5-Aminoimidazol-4-carboxyamidribonukleotid,

IMP = Inosin-5’-monophosphat, THF = Tetrahydrofolates (nach Atkins et al.,
1982; Hirose und Ashihara, 1984).

Durch Desaminierungen in katabolischen Sekundérreaktionen entstehen aus den Nukleinséu-

ren bzw. den Monophosphaten die Vorstufen von Coffein, d.h. Xanthosinmonphosphat
(XMP), Xanthosin und Xanthin. Durch Methylierung entstehen daraus 7-Methylxanthin (Weg
I) bzw. 3-Methylxanthin (Weg II), wobei der Weg iiber 7-Methylxanthin den Hauptweg dar-
stellt und iiber Theobromin zum Coffein fiihrt (Abbildung 60) (Ogutuga und Northcote,

1970); der Zweig liber Paraxanthin ist nur als eine unbedeutende Nebenreaktion beschrieben.
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Abb. 60: Biosynthesewege fiir Purinalkaloide in Tee und Kaffee, durchgezogene Pfeile
kennzeichnen den Hauptweg; N-1, N-3 und N-7 zeigen die Position des jeweils
methylierten Stickstoffatoms an (Hirose und Ashihara, 1984).
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Die Methylierung kann auf der Stufe der Nukleotide, der Nucleoside und der Nukleobasen
stattfinden. Als Methyldonor fungiert hierbei iiberwiegend S-Adenosylmethionin (Suzuki,
1972; Konishi et al., 1972); das entstehende S-Adenosylhomocystein kann regeneriert werden
(Edwards, 1996).

Mit der von uns verwendeten Methodik der Bestimmung von Isotopenverhéltnissen mittels
Isotopenverhéltnismassenspektrometrie lassen sich fiir die einzelnen Elemente des Coffeins
(in unserem Fall Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff) nur globale Werte ermitteln, d.h.
eine etwaige Zuordnung bzw. ein Riickschluss auf die einzelnen Bausteine des Coffeinmole-

kiils ist nicht moglich.

234 Herkunftsanalytik von Rohkaffee

Zur Herkunftsanalytik von Kaffee sind verschiedene Verfahren beschrieben. Dabei muss zwi-
schen geographischer und genotypischer Herkunft unterschieden werden. Martin et al. (1998)
analysierten verschiedene Arabica- und Robusta-Sorten auf den Gehalt an Chlorogensduren,
Coffein, Trigonellin, Aminoséuren, Polyphenole und den Wassergehalt unter Anwendung der
,principal component analysis*“ (PCA). Auf dieser Grundlage war es moglich, zwischen Ara-
bica- und Robusta- Sorten zu unterscheiden. Guerrero und Suarez (2001) erweiterten diesen
Ansatz um analytische Verfahren, bei denen der Gehalt an organischen Sduren als potentielles
Unterscheidungsmerkmal zwischen verschiedenen Genotypen (Coffea arabica-Sorten und
Coffea canephora-Varietiten) herangezogen wurde: Mittels HPLC hat man in den einzelnen
Typen die absoluten Gesamtmengen an Chlorogensduren ermittelt und statistisch ausgewertet

(Guerrero und Suérez, 2001).

Auch zur Unterscheidung von Rohkaffee beziiglich dessen geographischer Herkunft sind ver-
schiedene Analysenansétze vorhanden. Krivan et al. (1993) beschrieben die Unterscheidung
unterschiedlicher Kaffeeproben hinsichtlich ihrer Herkunft anhand einer Multielementanaly-
se. Dabei wurden mit diversen Verfahren [, Instrumental Neutron Activation Analysis“ (I-
NAA), ,,Graphite Frunance Atomic Absorption Spectrometry” (GFAAS), ,,Flame Atomic
Absorption Spektrometrie® (FAAS), ,,Combustion Elemental Analysis*“] die Mengen an Bari-
um, Brom, Kohlenstoff, Calcium, Chrom, Kupfer, Casium, Eisen, Wasserstoff, Kalium, Lan-
than, Magnesium, Mangan, Stickstoff, Natrium, Rubidium, Strontium und Zink bestimmt.
Anhand umfangreicher Datenvergleiche ergab sich dann eine Diskrepanz zwischen den

Kaffeeproben unterschiedlicher Provenienz. Des Weiteren publizierten Bicchi et al. (1995)
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feeproben unterschiedlicher Provenienz. Des Weiteren publizierten Bicchi et al. (1995) eine
Methode zur Unterscheidung von Kaffeeproben verschiedener geographischer Herkunft an-

hand des Gehaltes an Chlorogenséduren.

Eine Reihe von Arbeitsgruppen benutzten analytische Techniken unter Einbeziehung von
stabilen Isotopen zur Unterscheidung von Kaffee unterschiedlicher geographischer Herkuntt.
Bereits 1982 ermittelten Dunbar und Wilson die *C-, H- und "*O-Isotopenverhiltnisse von
sechs verschiedenen natiirlichen und einer synthetischen Coffeinprobe. Im Gegensatz zu den
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Elementaranalysatoren mussten zur damaligen Zeit
die Proben ,,off-line* mit physiko-chemischen Methoden in die entsprechenden Messgase
iiberfithrt werden. Aufgrund der geringen Anzahl an Proben war die Aussagefdhigkeit der

erhaltenen Werte allerdings begrenzt.

Danho et al. bestimmten 1992 die °C, '°N und *H-Isotopenverhiltnisse verschiedener Proben
und konnten mittels statistischer Auswertung anhand der ,,Principal Component Analysis®
zwischen natiirlichen und synthetischen Coffeinproben einerseits und natiirlichen Coffeinpro-
ben amerikanischer und afrikanischer Herkunft andererseits unterscheiden. Prodolliet et al.
erweiterten 1997 die Datenlage durch Analyse der *C- und °N-Isoptopenverhiltnisse mittels
Isotopenverhéltnismassenspektrometrie und der “H-Isotopenverhiltnisse anhand ,,Site Speci-

fic*“-NMR (SNIF) von insgesamt 25 verschiedenen Coffeinproben unterschiedlicher Herkunft.

2.3.5 Coffein aus Rohkaffee

2.3.5.1 Isolierung und Kontrolle potentieller Isotopendiskriminierung

Das in Rohkaffe enthaltene Coffein wurde mittels Losungsmittelverteilung aus einem Heil3-
wasserextrakt der zerkleinerten Bohnen isoliert. Zur Kontrolle wurden mit (kommerziell er-
worbenen) synthetischen Coffein-Referenzen sowohl direkt als auch geméf der fiir Rohkaffee
verwendeten Extraktionsmethode jeweils die Isotopenverhdltnisse von Kohlenstoff, Sauer-
stoff und Wasserstoff bestimmt. Tabelle 16 gibt einen Uberblick iiber die eingesetzten Proben
und die erhaltenen 5-Werte.
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Tab. 16: Mittels EA-IRMS bestimmte 8" Crpg-, SZHSMOW- und 818OSMOW-Werte (kommer-
ziell erworbener) synthetischer Coffeinreferenzen ohne und mit extraktiver

Aufarbeitung.
Kiirzel Herkunft 8" 0spmow 8 Crpp &’Hspow
R1* Sigma C0750 +13,4+0,5 -38,5+0,2 -124+£3
Rlg® Sigma C0750 +13,3+0,3 -38,3+£0,2 -121+6
R2? Fluka 27600 +13,6 £0,4 -37,8£0,2 -138+£5
R2.,° Fluka 27600 +13,6 £0,1 -37,8+£0,2 -135+4
R4* Fluka 84677 +15,1 £0,4 -37,4+0,2 -125+3
R4’ Fluka 84677 +15,0+0,1 -37,3+0,1 -134+1

* Verbindung direkt vermessen; ° Verbindung entsprechend Rohkaffee-Aufarbeitung ,.extrahiert und
vermessen.

Aus dem Vergleich der 6-Werte der direkt und nach Extraktion vermessenen Aliquote der
Coffein-Referenzen R1-R3 (Tabelle 16) wird deutlich, dass der Extraktionsschritt zu keiner
Isotopenfraktionierung fiihrte. Damit konnte die verwendete Methodik uneingeschrinkt zur
Bestimmung der Isotopenverhéltnisse von Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff von natiir-

lichem Coffein aus Rohkaffee unterschiedlicher Provenienz verwendet werden.

2.3.5.2 Ergebnisse von §"°C-Messungen

Vor den EA-IRMS-Messungen zur Bestimmung des *C/'2C-Isotopenverhiltnisses der isolier-
ten Coffeinproben wurde die Abhingigkeit des erhaltenen Messwertes (bzw. der daraus erhal-
tenen Peakfldche) von der eingesetzten Menge an Coffein {iberpriift (Abbildung 61). Dabei
stellte sich heraus, dass sich die 813CPDBWerte iiber den gesamten Bereich mit einer Abwei-
chung von % 0,2 %0 um den Mittelwert von -37,8 %o bewegten, dass es also keine Rolle spiel-

te, welche Menge an Coffein zur Bestimmung verwendet wurde.
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Abb. 61: Abhéngigkeit der erhaltenen 83 Cppp-Messwerte (bzw. der daraus im Chromato-
gramm erhaltenen Peakfldche) von der eingesetzten Menge an Coffein.

Zur Bestimmung der 813CPDB-Werte der verschiedenen Coffeinproben aus Rohkaffee unter-
schiedlicher Herkunft erfolgten jeweils Dreifachmessungen. Die Werte fiir die Standard-
abweichungen bewegten sich dabei zwischen 0,1 und 0,2 %o. In Abbildung 62 sind die Ergeb-
nisse von insgesamt 45 verschiedenen Proben, gegliedert nach ihrer geographischen Herkunft,

aufgetragen.

Fiir die afrikanischen Kaffeeproben wurden 813CPDB-Werte von —25,1 £ 0,1 %o (K42, Jemen)
bis —28,0 £ 0,1 %o (K13, Malawi) erhalten, die amerikanischen Proben (Mittel- und Siid-
amerika) deckten einen Bereich von —26,1 £ 0,1 %o (K32, Brasilien) bis —29,9 + 0,1 %0 (K3,
Guatemala) ab. Bei den Proben Indien und Sumatra reichten die Werte von —25,6 + 0,1 %o
(K47, Sumatra) bis —29,2 £ 0,2 %o (K16, Indien), die Proben aus den Inseln Hawaii und Ja-
maica ergaben —27,1 £ 0,2 %o (K22, Hawaii) bis —28,7 £ 0,1 %0 (K49, Hawaii). Abgesehen
von Bereichen, die extrem auseinanderlagen, wie Kenia und Jemen im Vergleich zu Indien,
konnte mit dieser eindimensionalen Darstellung der Daten keine Differenzierung hinsichtlich
der Herkunft der Proben getroffen werden. Klar abgegrenzt anhand ihrer 813 CpppWerte waren
jedoch die Coffeinproben natiirlicher Herkunft (-25,1 £ 0,1 %o, K42, Jemen bis -29,9 £+ 0,1 %o,
K3, Guatemala) von denjenigen aus synthetischen Quellen mit Werten zwischen

-37,4 £ 0,2 %o bis —38,5 £ 0,2 %eo.
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Abb. 62: Zusammenstellung der mittels EA-IRMS-Messung erhaltenen 613CPDB—Werte fur

das aus Rohkaffee unterschiedlicher Herkunft extrahierte Coffein.

2.3.53 Ergebnisse von §’H-Messungen

Vor den EA-IRMS-Messungen zur Bestimmung der “H/'H-Isotopenverhiltnisse der isolierten

Coffeinproben wurde ebenfalls die Abhédngigkeit des erhaltenen Messwertes von der einge-

setzten Menge an Coffein iiberpriift. Zwischen der pro Messung verwendeten Menge an Cof-

fein und den erhaltenen d-Werten ergab sich die in Abbildung 63 dargestellte Beziehung.

Demzufolge wurde ab einer Menge von > 3 mg Coffein ein linear-dynamischer Bereich erhal-

ten, in dem unterschiedliche Mengen an Coffein einen Mittelwert von -127 £ 1 %o ergaben.

Fiir die Messungen der Realproben wurden deshalb pro Messung zwischen 3-4 mg Coffein

eingesetzt.
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Abb. 63:  3’Hgmow-Bestimmung von Coffein mittels EA-IRMS: Abhingigkeit der
erhaltenen Messwerte von der eingesetzten Menge an Coffein; der lineare
Messbereich wird ab einer Menge von > 3 mg Coffein / Messansatz erreicht.

Zur Bestimmung der 82HSM0W-Werte der einzelnen Coffeinproben aus Rohkaffee unter-
schiedlicher Herkunft erfolgten jeweils Dreifachmessungen. Die Werte fiir die Standard-
abweichungen bewegten sich dabei zwischen 1 und 5 %o. In Abbildung 64 sind die Ergebnisse
der insgesamt 45 verschiedenen Proben aufgetragen, geordnet nach ihrer geographischen
Herkunft.

Bei den afrikanischen Kaffeeproben wurden 62H5M0W—Werte von —110 £ 1 %o (K40, Kenia)
bis —164 + 2 %o (K11, Zambia) erhalten, die amerikanischen Proben (Mittel- und Siidamerika)
deckten einen Bereich von —137 £ 5 %o (K2, Brasilien) bis -199 + 2 %o (K35, Kolumbien) ab.
Bei den Proben aus Indien und Sumatra reichten die Werte von -149 + 2 %o (K45, Indien) bis
—186 £ 3 %0 (K47, Sumatra), die Proben von den Inseln Hawaii und Jamaica ergaben

~142 £ 1 %o (K22, Hawaii) bis —157 + 3 %o (K49, Hawaii).
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Abb. 64: Zusammenstellung der durch EA-IRMS-Messung erhaltenen SZHSMOW—Werte fur
das aus Rohkaffee unterschiedlicher Herkunft extrahierte Coffein.

Ahnlich wie bei der Darstellung der Bey 12C-Isotopenverhéil‘[nisse ergab sich ein eher flieBen-
der Ubergang zwischen den Proben aus den verschiedenen Kontinenten, auch wenn sich im
Falle der Wasserstoff-Isotopenverhiltnisse Einzelfragen in Bezug auf die Herkunft schon
kldren lieBen, wie z.B. Unterscheidungen zwischen Kolumbien und Kenia oder Costa Rica
und Jemen. Die SZHSMOW-Werte der synthetischen Coffeinproben mit Werten zwischen
-124 £ 3 %o (R1) und -138 £ 5 %0 (R4) fielen hier in den Bereich der Werte der natiirlichen
Proben. Zur Unterscheidung zwischen Coffeinproben natiirlicher und synthetischer Herkunft

hat demnach die 8"*Cppg-Analyse den Vorzug.
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2.3.54 Ergebnisse von 8'*0-Messungen

Auch vor den Messungen zur Bestimmung der '*0/'°O-Isotopenverhiltnisse der isolierten
Coffeinproben mittels EA-IRMS wurde die Abhéngigkeit des erhaltenen Messwertes von der
eingesetzten Menge an Coffein liberpriift. Es ist bereits beschrieben, dass mit der hier vorge-
stellten Technik eine Mindestmenge von 40-60 umol Sauerstoff pro Messung notwendig ist,
um eine optimale Pyrolyse der organischen Substanz zu erzielen (Werner et al., 1996;
Schmidt et al., 2001). In Abhéngigkeit von der pro Messung eingesetzten Menge an Coffein
ergab sich fiir die erhaltenen 88 0smow-Werte die in Abbildung 65 dargestellte Beziehung.
Demnach wurde erst ab einer absoluten Menge von > 4 mg Coffein pro Einzelbestimmung ein
linearer Bereich erreicht, in dem unterschiedliche Mengen an Coffein einen Mittelwert von
12,4 £ 0,5 %o ergaben. Die Menge von 4 mg Coffein entsprach einer Gesamtmenge von
0,666 mg Sauerstoff (= 42 umol). Fiir die Messungen der Coffeinproben wurde deshalb mit

einer Menge von 4-5 mg pro Messung gearbeitet.
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Abb. 65: 61SOSMOW-Bestimmung von Coffein mittels EA-IRMS: Abhingigkeit der
erhaltenen Messwerte von der eingesetzten Menge an Coffein; der lineare
Messbereich ist ab einer Menge von > 4 mg Coffein / Messansatz erreicht.

Auch zur Bestimmung der SISOSMOW—Werte der einzelnen Coffeinproben Rohkaffee unter-
schiedlicher Herkunft erfolgten Dreifachmessungen. Die Werte fiir die Standardabweichun-
gen bewegten sich dabei zwischen 0,1 und 0,6 %o. In Abbildung 66 sind die Ergebnisse von
insgesamt 45 verschiedenen Proben, gegliedert nach ihrer geographischen Herkunft, aufgetra-

gen.
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Abb. 66: Zusammenstellung der durch EA-IRMS-Messung erhaltenen 8'°*0-Werte fiir das
aus Rohkaffee unterschiedlicher Herkunft extrahierte Coffein.

Fiir die afrikanischen Kaffeeproben wurden 5" 0gmow-Werte von -2,0 £ 0,2 %o (K40, Kenia)
bis —5,3 £ 0,1 %o (K11, Zambia) erhalten, die amerikanischen (Mittel- und Stidamerika) deck-
ten einen Bereich von —2,9 + 0,5 %o (K2, Brasilien) bis —12,0 £ 0,3 %o (K35, Kolumbien) ab.
Bei den Proben aus Indien und Sumatra reichten die Werte von —9,2 £ 0,1 %o (K45, Indien)
bis —11,7 £ 0,5 %0 (K46, Sumatra), die Proben aus den Inseln Hawaii und Jamaica ergaben

-3,1 £0,2 %o (K21, Jamaica), bis -3,0 £ 0,3 %o (K22, Hawaii).
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Im Vergleich zu den oben aufgefiihrten Ergebnissen der 8"°C- und der 8’H-Analytik lieBen
sich die '*0/'°O-Isotopenverhiltnisse schon in der eindimensionalen Darstellung zu Aussagen
im Hinblick auf geographische Herkunft heranziehen. Die Proben aus Kolumbien, Mexiko,
Guatemala und Costa Rica waren eindeutig abgegrenzt von denjenigen aus Kenia, Jemen oder
Athiopien. Auch die Proben aus Indien und Sumatra ergaben negativere 5-Werte als die Kaf-
feebohnen aus Nordafrika. Im Gegensatz zur 8°H-Analytik war auch mit Hilfe der Sauer-
stoffwerte eine Abgrenzung zwischen Coffeinproben natiirlicher Herkunft (—2,0 + 0,2 %o,
K40, Kenia bis —12,0 £ 0,3 %o, K35, Kolumbien) und denjenigen synthetischen Ursprungs
(+13,4 £ 0,5 %0, R1 bis +15,1 £ 0,4 %0, R4) zu erzielen.

2.3.5.5 Statistische Auswertung der Ergebnisse der Isotopenverhiiltnis-

messungen zur Authentizititsbeurteilung

Die bei Isotopenverhéltnismessungen von Coffein aus Rohkaffee unterschiedlicher Herkunft
erhaltenen Daten wurden zur geographischen Herkunftsbestimmung statistischen Berechnun-
gen unterzogen. Zur Anwendung kamen die Lineare Diskriminanzanalyse (LDA) und die

Auswertung mittels sog. ,,Classification and Regression Trees™ (CART).

Die erhaltenen Daten stellen zusammen mit der Kenntnis der Herkunft der einzelnen Proben
Objektgruppen dar, die in einem Datensatz von vorneherein fixiert sind (urspriinglicher Da-
tensatz). Bei der LDA, die unter das Kapitel der tiberwachten Klassifikation fillt, besteht das
primidre Ziel der Auswertung in der optimalen, linearen Trennung der gegebenen Gruppen.
Sekundir konnen dann aber auch neue Objekte unbekannter Herkunft — anhand ihres Musters
in denselben Variablen wie im urspriinglichen Datensatz — einer der Gruppen mit moglichst
groBBer Sicherheit zugeordnet werden. Dabei werden in der LDA — analog zur Hauptkompo-
nentenanalyse — optimale Linearkombinationen (Wichtungen) der gemessenen Variablen
X1 bis X, (p = Zahl der gemessenen Variablen fiir Lern- und Testobjekte) gesucht, mit dem
Ziel der optimalen Separation einer gegebenen Menge g von Objektgruppen (g = Zahl der
Objektgruppen im Lerndatensatz). Die Separation ist umso besser, je homogener die Gruppen
sind und je kleiner die Streuung der Objekte innerhalb der Gruppen verglichen mit der Streu-
ung der Gruppenmittelpunkte ist (Henrion und Henrion, 1995). Fiir die Einordnung von Vari-
ablen unbekannter Herkunft spielt die Bestimmung der Fehlerrate durch Kreuzvalidierung

eine wichtige Rolle, bei der die vorhandenen Werte nach der Kalibrierung als quasi unbe-
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kannte Werte im Sinne einer Klassifizierung neuer, noch nicht eingeordneter Proben in das

System eingeteilt werden.

Bei der Auswertung mittels CART handelt es sich — wie der Name schon sagt — um eine sog.
,Baumstrukturierte Methode®, bei der die Klassifizierung im Vordergrund steht. CART be-
riicksichtigt die Tatsache, dass verschiedene Abhidngigkeiten zwischen Variablen in unter-
schiedlichen Teilen der Daten bestehen konnen. Die Trennung der Variablen wird schrittwei-
se durchgefiihrt und die Wichtung der Variablen wird berechnet. Fehlerraten durch Falschein-
ordnung von Daten werden durch Resubstitution und Kreuzvalidierung berechnet. Diese Art
der Auswertung zeigt sich robust im Hinblick auf Ausreifler. Charakteristisch fiir dieses Ver-
fahren ist, dass wegen der Teilung der Attribute durch fixe Schwellenwerte nur die Erzeugung
von Binirbdumen moglich ist. Die daraus eventuell entstehende mangelnde Ubersicht wird
durch ein performantes Laufzeitverhalten des Algorithmus kompensiert (Frank, 1989; Alsberg
et al., 1997; Krahl et al., 1998).

Fiir die Messungen der Isotopenverhiltnisse von Coffein standen im Rahmen dieser Arbeit
45 im Bezug auf ihre Herkunft verschiedene Kaffeeproben zur Verfligung. Dabei kamen
16 Proben aus Afrika, 20 Proben aus Mittel- und Siidamerika, jedoch nur sechs Proben aus
Indonesien und insgesamt drei Proben aus Jamaica und Hawaii. Handelspolitisch gesehen
werden — wie oben erwihnt - nahezu 90 % des gesamten Kaffees in Mittel- und Stidamerika
sowie in Afrika angebaut. Fiir die folgenden statistischen Berechnungen wurden deshalb die
SISOSMOW—, die 813CPDB— und die 82HSMOW—Messwerte der Proben aus Mittel- und Stidamerika
(Klasse 2) und Afrika (Klasse 1) sowie im Vergleich dazu die Daten der synthetischen Cof-
feinproben (Klasse 3) zugrunde gelegt, so dass insgesamt 3 x 39 Variablen vorhanden waren.
Die 818OSMOW-Werte werden der Spalte C;, die 813CPDB-Werte der Spalte C, und die
&’Hspow-Werte der Spalte C; zugeordnet.

In einem ersten Schritt wurde die LDA auf alle ausgewéhlten 39 Variablen angewendet (Ab-
bildung 67). Die sog. Anpassung zeigt, dass zwei der Punkte aufgrund der Werte ihrer Variab-
len zu anderen Klassen als zur vorgegebenen zugeordnet wurden. Eine Probe aus der Klasse 1
wurde der Klasse 2 und ein Probe der Klasse 2 wurde der Klasse 1 zugeordnet. Damit ergab
sich eine Fehlerrate von 5,13 %. Wichtiger fiir die Herkunftsbestimmung unbekannter Proben
war die Kreuzvalidierung (siehe oben). In diesem Fall - d.h. die Werte aus allen drei Isoto-
penverhédltnismessungen wurden eingesetzt - wurden 4 von 39 (Fehlerrate 10,3 %) der Proben
falsch zugeordnet (jeweils zwei der Klasse 1 und 2). Die Proben der Klasse 3 (synthetische

Coffeinproben) wurden zu 100 % richtig klassifiziert.
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Abb. 67: Ergebnisse der LDA Analyse (Anpassung und Kreuzvalidierung) der aus den
Messungen der 18OSMOW-, ’Hemow- und Crpp-Isotopenverhéltnisanalyse zur
Verfiigung stehenden Daten fiir
Kaffeeproben (Afrika Klasse = 1, Mittel- und Siidamerika Klasse = 2, synthetische
Cofteinreferenzen = Klasse 3).

die afrikanischen und amerikanischen

Im zweiten Schritt wurde der gleiche Satz an Variablen mit Hilfe der CART Analyse ausge-

wertet. Fiir die Anpassung ergab sich hierbei eine Fehlerrate von 5,1 %, fiir die Kreuzvalidie-

rung eine Fehlerrate von 15,4 %. Interessant war das auf dieser Basis mathematisch erstellte

Modell eines ,,Classification Trees™ (Abbildung 68).

Classification Tree

C, 6,48

+7,70

1

zugewiesene Klasse

Abb. 68: Classification Tree, basierend auf den der aus den Messungen der 18OSMOW-,
ZHSMOW' und j3cppp-Isotopenverhiltnisanalyse zur Verfiigung stehenden Daten fiir
die afrikanischen und amerikanischen Proben; die SISOSMOW-Werte zeigten die
hochste Charakteristik und kamen deswegen im Entscheidungsbaum zum Einsatz
(Afrika Klasse = 1, Mittel- und Siidamerika Klasse = 2, synthetische Coffein-

referenzen = Klasse 3).
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Die Ergebnisse aus dem Classification Tree sind einfach zu interpretieren. Der 818OSMOW-
Wert einer Coffeinprobe aus Kaffeebohnen unbekannter Herkunft (Afrika, Amerika oder Syn-
these) wird — von oben beginnend — in den Baum eingeordnet. Ist der 818OSMOW—Wert kleiner
als -6,48 %o, so wird die Probe der Klasse 2 zugeordnet. Ist der Wert groBer als —6,48 %o aber
kleiner als +7,70 %o, so wird die Probe der Klasse 1 zugeordnet. Ist der Wert groBer als
+7,70 %o, wird die Probe der Klasse 3 zugewiesen. Die Fehlerrate ist hierbei identisch mit

derjenigen der Kreuzvalidierung der CART Analyse (in diesem Fall 15,4 %).

AbschlieBend wurden nur die aus den mittels Pyrolyse ermittelten SISOSMOW-Werte (Spalte
C)) und 8°Hsyow-Werte (Spalte C3) einer LDA Analyse unterzogen. Abbildung 69 zeigt das

Ergebnis der statistischen Berechnung.
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Abb. 69: Ergebnisse der LDA Analyse (Anpassung und Kreuzvalidierung) der aus den
Messungen der '®O-, und der “H-Isotopenverhiltnisanalyse von Coffein zur
Verfiigung stehenden Daten fiir die afrikanischen und amerikanischen Kaffee-
Proben (Afrika Klasse = 1, Mittel- und Siidamerika Klasse = 2, synthetische
Cofteinreferenzen = Klasse 3).

Auch hier wurde in der Anpassung eine Probe aus der Klasse 1 der Klasse 2 und ein Probe der
Klasse 2 der Klasse 1 zugeordnet. Damit ergab sich eine Fehlerrate von 5,1 %. In Falle der
Kreuzvalidierung wurden jedoch nur drei von 39 der Proben falsch zugeordnet (jeweils zwei

der Klasse 1 und eine der Klasse 2), die Fehlerrate betrug hier somit nur 7,7 %.

In der Zusammenfassung zeigte sich, dass die angewendeten statistischen Methoden auf der
Grundlage der mittels EA-Isotopenverhdltnismassenspetkrometrie ermittelten 618OSMOW-,
&’Hsmow- und 8°Cppp-Werte es ermoglichten, mit einer (im vorliegenden Datensatz best-

moglichen) Fehlerrate von 7,7 % in der Kreuzvalidierung eine Kaffeeprobe unbekannter Her-



Untersuchungen zur Herkunft von Rohkaffee mittels IRMS von Coffein 133

kunft (es gilt oben erlduterte Einschrankung, d.h. in diesem Falle ist unbekannt eingeschriankt
auf Afrika, Amerika und Synthese) ihrem geographischen Ursprung zuzuordnen. Die Ergeb-
nisse sollten sich kiinftig mit einem noch breiteren Rohdatensatz in ihrer Fehlerrate verbes-

sern und hinsichtlich der Kriterien der Herkunft verfeinern und erweitern lassen.






Material 135

C Experimentalteil
1 Material
1.1 Chemikalien

Chemikalien und Losungsmittel

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien und Losungsmittel in p.a.—Qualitét
von den Firmen Acros (Geel, Belgien), Adrich (Steinheim), Chemos (Regenstauf), Fluka
(Deisenhofen), ICN (Eschwege), Lancaster (Miihlheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsru-
he) und Sigma (Steinheim) bezogen. Ldosungsmittel zur Extraktion und Chromatographie

wurden zusétzlich iiber Fiillkorperkolonnen rektifiziert.
Isotopenstandards

International zertifizierte Isotopenstandards wurden von der Internationalen Atomenergiebe-
horde TAEA (Wien, Osterreich) bezogen: TAEA-CO-9 Bariumcarbonat (SISOSMOW =
-15,3 + 0,2 %o), IAEA-CH-7 Polyethylen (8*Hgmow = -100,3 + 2%o, 8"°*Cppp = -31,8 + 0,2 %o).
Fiir Kohlenstoff- und Wasserstoff-Isotopenverhéltnismessungen waren zertifiziertes Kohlen-
dioxidgas (Reinheitsgrad 4.8, 8" Cppg = -24,9 %0) bzw. Wasserstoffgas (Reinheitsgrad 6.0,
8"Hsmow = -200%0) von Messer Griesheim (Frankfurt) mit gravimetrisch definierten Isoto-

penverhiltnissen verfiigbar, die als Primérstandards anerkannt sind.
Verbrauchsmaterial fiir die EA-Messungen

Das Verbrauchsmaterial fiir die EA-Messungen (Nickelwolle, Glaskohlenstoffsplitter, nickel-
belegte Kohle, Silberkartuschen, Zinnkartuschen, gepackte CNS-Reaktoren) wurde von der
Firma HEKA-Tech (Wegberg) erhalten. Als Wasserfallen dienten chemische Sorbentien
(Magnesiumperchlorat), fiir den Pyrolysemodus zusdtzlich Carbosorb (HEKA-Tech, Weg-
berg).
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1.2 Untersuchungsmaterial

1.2.1 Rucola

Fiir die Untersuchungen an Rucola wurde ausschlieBlich Eruca sativa Mill. verwendet, der
von einem lokalen GroBmarkt bezogen wurde. Je nach Tagesangebot war die Provenienz die-

ses Produktes Italien oder Deutschland.

1.2.2 Rohkaffee

Die Ubersicht in Tabelle 17 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Rohkaffeesorten inklusive
threr Herkunft und Gewinnungsart. Fiir die Studien zur Isolierung von Aromastoffvorldufern

kamen die Sorten K1, K2 und K3 zur Analyse.

Tab. 17:  Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Kaffeesorten inklusive ihrer Herkunft
und ihres Aufarbeitungsprozesses.

Kiirzel  Art* Provenienz Marke? / Varietit’ Verarbeitung™  Jahrgang®
(Land / Region)
K1 A Athiopien / Sidamo -/- Washed 1999
K2 A Brasilien / Santos - / Santos Green Dry processed 1999
K3 A Guatemala / - - / Especial Arabica - 1999
K7 A Kolumbien / - Supremo / - - 00/01
K8 A Jemen / - -/ Yemen Mocha - 00/01
Green
K10 A CostaRica / Tarrazu -/ - - 00/01
K11 A Zambia / - / Zambia Green Washed 00/01
K12 A Sumatra / Mandheling - / Sumatra Semi-washed 00/01
K13 A Malaw / - - / Mapanga Green - 00/01
K14 A Mexiko / - - / Coetepec Green - 00/01
K15 A Tanzania / - - / Tanzania Green Wet processed 00/01
K16 A Indien / - Monsoonend / Kents Monsooned 00/01
K17 A Kenia / Mt Kenya - /- Wet processed 00/01
K18 A Brasilien / Santos - / Santos Green Dry processed 00/01
K19 A Guatemala / Antigua -/ - Wet processed 00/01
K20 A Athiopien / - / Traditional Moka Wet processed 00/01
Yargacheffe
K21 A Jamaica / Blue Montain Estate / Jamaica Washed 00/01
K22 A Hawaii / Kona Purple Mountain Farm / Wet processed 00/01
Kona Typica
K23 A Costa Rica / Beneficio / Washed 00/01

Tarrazu Caturra
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Kiirzel — Art* Provenienz ¢ Marke! / Varietit’ Verarbeitung™  Jahrgang®
(Land / Region)
K24 A Costa Rica / La Minita / Washed 00/01
Tarrazu Caturra
K25 A Costa Rica / La Magnolia / Wet processed 00/01
Tres Rios Caturra
K26 A Guatemala / Kikiya Farm / Wet processed 01
Acatenango Bourbon Typica
K27 A Guatemala / Finca Bella Caromona / Wet processed 01
Antigua Bourbon Typica
K28 A Guatemala / Huehuete- Finca El Injerto / Bour- Wet processed 01
nango bon
K29 A Mexico / Finca Las chiapas / Wet processed 01
Oaxaca Typica
K30 A Mexico / El Olivo Farm / Typica Wet processed 01
Oaxaca
K31 A Brasilien / El Olivo Farm / Dry processed 01
Oaxaca Typica
K32 A Brasilien / Blue de Brasil / Dry processed 00/01
Minas Gerais Bourbon
K33 A Brasilien / Monte Carmelo / Dry processed 00
Cerrado Bourbon
K34 A Kolumbien / -/- Wet processed 01
Popayan
K35 A Kolumbien / -/- Wet processed 01
Medellin
K36 A Athiopien / Mohanned Ogadessy / Dry processed 01
Ghimbi Traditional Moka
K37 A Athiopien / Horse / Dry processed 01
Hararghe Longberry
K38 A Athiopien / Horse / Wet processed 01
Yargachefte Traditional Moka
K39 A Kenia / Mt Kenya Gaturiri Society / - Wet processed 01
K40 A Kenia / Mt Kenya Tinganga Society / - Wet processed 01
K41 A Jemen / Hirazi Mokha Ismaili / Dry processed 01
Heirloom Arabica
K42 A Jemen / Mattari - / Heirloom Arabica Dry processed 00
K43 A Jemen / Raimi Mocca Rimy / Dry processed 00
Heirloom Arabica
K44 A Jemen / Sana ni -/ Moka Dry processed 01
K45 A Indien / Malabar Monsooned / Kents Monsooned 01
K46 A Sumatra / Mandheling - / Sumatra Semi-washed 01
K47 A Sumatra / Lintong Lintong / Caturra Semi-washed 01
K48 A Sumatra / Gayo Gayoland Organic / Semi-washed 01
Sumatra
K49 A Hawaii / Molakai -/- Washed 01

*
bezeichnet die botanische Art (A = Arabica); ~ Zeitpunkt der Ernte (00 = 2000, 01 =2001);
vgl. Kapitel 2.1; ¢ keine Angabe vom Lieferanten.
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1.3 Enzympraparate

Fir enzymatische Umsetzungen kamen folgende Mischungen bzw. Einzelaktivititen zum

Einsatz:
Rohapect®-Mischungen

- Rohapect® VRF, Rohapect® MV, Rohapect® D5L, Rohapect® 10L, Rohapect® B1L, Ro-
hapect® MA, Rohapect® PL, R6hm (Darmstadt).

Einzelaktivitditen

- B-Glucosidase aus siilen Mandeln, Serva (Heidelberg).
- B-Galactosidase, Bohringer (Mannheim).
- B-Glucuronidase, Bohringer (Mannheim).

- a-Mannosidase, Serva (Heidelberg).

1.4 Pufferlosungen

Phosphatpuffer
Fiir die Herstellung von 0,1 M Phosphatpuffer werden 0,1 M Losungen von KH,PO4 bzw.

K>;HPO4 am pH-Meter auf den gewlinschten pH-Wert gegeneinander eingestellt. Der 0,1 M
Phosphatpuffer wurde fiir folgende pH-Bereiche verwendet: pH 7,0, pH 5,5.

1.5 Adsorptionsmaterial

Kieselgel

Fiir die Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 verwendet (Korngréfie 0,032 — 0,063 mm,
Merck, Darmstadt); Glassdulen: 1 x 20 cm, 1,5 x 60 cm, 10 x 100 cm.
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Polystyrolharz

Amberlite XAD-2 (reinst, Korngréfe 0,3 — 1 mm, Sigma) wurde zur Isolierung und Trennung
von Glykosidrohextrakten und Aromaextrakten eingesetzt. Vor Gebrauch wurde das Adsorp-
tionsmaterial in einer Soxleth-Apparatur mit Diethylether, Pentan, Ethylacetat und Methanol
erschopfend extrahiert. AbschlieBend wurde das Sdulenmaterial mit Wasser fiir die Proben-

aufgabe konditioniert.

Umkehrphasenmaterial

Fiir die Siulenchromatographie an Umkehrphasen wurde LiChorprep® RP-18 Material
(KorngroBe 40 — 60 um, Merck, Darmstadt) eingesetzt. Das Material wurde mit Isopropanol

und Methanol erschopfend extrahiert und mit Wasser fiir die Probenaufgabe konditioniert.

1.6 Diinnschichtchromatographie

Fiir die Diinnschichtchromatographie kamen DC-Fertigplatten mit Kieselgel 60 Fs4 zum Ein-
satz (analytische DC: Alufolien, Schichtdicke 0,2 mm; priparative DC: Glasplatten, Schicht-
dicke 2,0 mm; Merck, Darmstadt).

1.7 Gase

Reinstgase fiir die Gaschromatographie und die Isotopenverhdltnismessungen wurden von
Linde (UnterschleiBheim) und Messer GrieBheim (Frankfurt) bezogen. Folgende Reinheits-
grade kamen zum Einsatz: Helium 5.0 bzw. 5.3 als Trégergas, Sauerstoff 4.7 (Reoxidation des
CNS Reaktors) bzw. 5.0 (Verbrennungs- und Ozoneinheit des SCD), Stickstoff 5.0
(FID - Make up Gas), Wasserstoff 5.0 (FID - Brenngas, SCD — Brenngas) und gereinigte Luft
(FID — Brenngas).
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2 Geriite

2.1 Kapillargaschromatographie (HRGC)

2.1.1 HRGC mit Massenspektrometrischer Detektion

HRGC 1: Fisons Instruments GC 8060 (ThermoQuest, Egelsbach)

Autosampler: Fisons AS 800

Injektor #1: Split / Splitless — Injektor (Splitverhiltnis 1 : 20), Temperatur 220°C
bei Sdulennummer #1, 250°C bei Sdulennummer #2

Injektor #2: Fisons on-column-Injektor mit Vorsdule (1 m x 0,32 mm L.D.), direkte
Probenaufgabe mittels fused-silica Kaniile, Injektionsvolumen 0,1 pl

Tragergas: Helium 5.0, Fluss 1,5 ml/min (i 120°C, druckkontrolliert)

Trennsiule #1:

Trennsaule #2:

Temperatur-
programm #1:
Temperatur-

programm #2:

Tranferkapillare:

MS 1:

Ionenquelle:

Detektor:
Massenbereich:

Scandauer:

J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm L.D., d¢ 0,25 pm); Saulenkopfdruck
90 kPa
J&W DB-5 (30 m x 0,25 mm LD., d¢ 0,25 pm); Saulenkopfdruck
90 kPa

50°C (3 min isotherm), 4°C/min, 240°C (10 min isotherm)

60°C, 5°C/min, 310°C (10 min isotherm)

0.25 mm [.D., unbelegt desaktiviert, Temperatur 250°C bei Trennséule
#1, 315°C bei Trennsaule #2

Fisons Instruments MD 800 (ThermoQuest, Egelsbach)
ElektronenstoBionisation (EI+) mit 70 eV, Temperatur 210°C, Quellen-
druck 10 nbar, Filamentstrom 4 A, Emissionsstrom 0,2 mA
Photomultiplier 350 V

variierend zwischen m/z 35 bis 250 und m/z 35 bis 500

400 ms (Interscandelay 50 ms)

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit MassLab 1.3 und Xcalibur 1.2 fiir MS-
Windows (ThermoQuest, Egelsbach).
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2.1.2 HRGC mit paralleler Detektion durch Massenspektrometrie und
Chemilumineszenzdetektion (HRGC-MS/SCD)
HRGC 1: sieche 2.1.1
Tranferkapillare: 0.25 mm 1.D., unbelegt desaktiviert, Temperatur wie Ofentemperatur,
zum MS 250°C, Splitverhéltnis des Eluentenstromes auf die beiden De-
tektoren 1 : 1
MS 1: sieche 2.1.1
SCD: Sievers Instruments Modell 355B SCD (Boulders, USA)
Verbrennungszelle: Temperatur 800°C, Druck 150-250 Torr
Brenngase: 15 ml/min Sauerstoff, 100 ml/min Wasserstoff
Ozongenerator: Hochspannungsgenerator, 60 ml/min Sauerstoff
Reaktionszelle: Druck 7-10 Torr
Detektor: Photomultiplier
2.1.3 Multidimensionale Gaschromatographie — Massenspektrometrie
(MDGC-MYS)
HRGC 2: Fisons Instruments GC 8160 (ThermoQuest, Egelsbach)
Injektor: Split / Splitless — Injektor (Splitverhiltnis 1 : 20), Temperatur 220°C
Tragergas: Helium 5.0, Sdulenkopfdruck 165 kPa

Trennsdule #3:
Temperatur-
programm #3:
Temperatur-
programm #4:

Detektor:

J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm [.D., d¢ 0,25 pm)
60°C 10°C/min, 240°C (10 min isotherm), Linalool
60°C, 10°C/min, 240°C (10 min isotherm) 2- und 3-Sulfanylhexanol

Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 250°C, Stickstoff mit

60 ml/min, Wasserstoff mit 45 ml/min, gereinigte Luft mit 300 ml/min
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HRGC 3:

Trennsdule #4:
Trennséule #5:
Temperatur-
programm #5:
Temperatur-

programm #6:

Sdulenschaltung:

Tranferkapillaren:

MS 1:

Fisons Instruments GC 8130 (ThermoQuest, Egelsbach)
2,3-Diethyl-6-tert.-butyldimethylsilyl-B-cyclodextrin (25 m x 0,15 mm
I.D., d¢ 0,25 pm), (MEGA, Legnano, Italien)Linalool
2,3-Diacetyl-6-tert.-butyldimethylsilyl-B-cyclodextrin in OV 1701
(25 m x 0,25 mm L.D., df 0,15 pm), (MEGA, Legnano, Italien), 2- und
3-Sulfanylhexanol

80°C (12 min isotherm), 2°C/min, 200°C (10 min isotherm) Linalool

60°C, 2°C/min, 200°C (10 min isotherm) 2- und 3-Sulfanylhexanol

ventillose Multi-Column-Switching-System (MCSS) -Schaltung, elekt-
risch betrieben, Domdruck 75 kPa, Mitteldruck 85 kPa

0.25 mm 1.D., unbelegt desaktiviert, Temperatur 200°C

siehe 2.1.1

Die Bestimmung der ,,Cut“-Zeiten erfolgte anhand von Referenzen mittels des FID an

HRGC 2. Die Steuerung, Datenaufnahme und —auswertung wurde mit Chromcard Version

1.21 fir MS-Windows (ThermoQuest, Egelsbach) vorgenommen.

2.2 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

2.2.1 HPLC mit paralleler Detektion durch Ultraviolett-Detektor und
Electric Light Scattering Detektor (HPLC-UV/ELSD)

HPLC 1:
Degasser:
Pumpe:
Mischkammer:
Injektionsventil:

Trennsaule #1:

Analytische Niederdruckgradientenanlage (Knauer, Berlin)

on-line Degasser, Anschliisse fiir vier verschiedene Losungsmittel
Maxi-Star K100 mit analytischem Pumpenkopf (Knauer, Berlin)
Dynamische Mischkammer

6-Port-Injektionsventil A0258, Probenschleifenvolumen 225 pl
Eurochrom 100 C;g (250 x 4 mm [.D., 5 um PartikelgroBBe) (Knauer,
Berlin)
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UV-Detektor:
ELSD:

FlieBmittel #1:
FlieBmittel #2:
FlieBmittel #3:

Analyt. Gradient #1:

Analyt. Gradient #2:

Analyt. Gradient #3:

Analyt. Gradient #4:

Analyt. Gradient #5:

Analyt. Gradient #6:

UV-Spektralphotometer 254 nm, analytische Messzelle (10 mm)
Evaporative Light Scattering Detector (Verdampfungs-Lichtstreu-
Detektor) Modell Sedex 55, Temperatur 40°C, Zerstauberdruck 243
kPa Stickstoff (Sedere, Frankreich)

Acetonitril

Wasser

Wasser (0,05 % Ameisenséure, v/v)

FM #1 und #3, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min; t=0min: 5 % FM #1,
t =30 min: 100 % FM #1, t = 40 min: 100 %FM #1.

FM #1 und #3, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min; t=0min: 5 % FM #1,
t=50 min: 75 % FM #1, t = 55 min: 75 %FM #1.

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min, Injektionsvolumen 25 pl;
t=0min: 10 % FM #1, t = 50 min: 45 % FM #1.

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min, Injektionsvolumen 5 pl;
t=0min: 0 % FM #1,t=5min: 10 % FM #1,t =10 min: 15 % FM #1,
t=15 min: 20 % FM #1, t =20 min: 25 % FM #1, t = 25 min: 30 % FM
#1, t =30 min bis t = 50 min: 35 % FM #1.

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min, Injektionsvolumen 25 pl;
t=0min: 1 % FM #1, t =45 min: 70 % FM #1.

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 1 ml/min, Injektionsvolumen 25 pl;
t=0min: 1 % FM #1, t =45 min: 75 % FM #1.

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit Eurochrom 2000 Software Basic Edition,

Version 1.2 (Knauer, Berlin).

2.2.2 HPLC mit Photo-Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD)

HPLC 2: Analytische Niederdruckgradientenanlage (Knauer, Berlin)
Degasser: on-line Degasser, Anschliisse fiir vier verschiedene Losungsmittel
Pumpe: Maxi-Star K100 mit analytischem Pumpenkopf (Knauer, Berlin)
Mischkammer: Dynamische Mischkammer

Injektionsventil: 6-Port-Injektionsventil A0258, Probenschleifenvolumen 225 pul

Trennsaule #1:

Eurochrom 100 C;g (250 x 4 mm [.D., 5 um PartikelgroBBe) (Knauer,
Berlin)
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DAD-Detektor:

FlieBmittel #1:
FlieBmittel #2:
FlieBmittel #3:
Analyt. Gradient #7:

Analyt. Gradient #8:

Hewlett-Packard 1040 Photo-Diodenarray-Detektor (Spektralbereich
190-600 nm, Sampling Intervall 640 ms)

Acetonitril

Wasser (0,05 % Ameisenséure, v/v)

Wasser

FM #1 und #2, Spektralbereich 200-450 nm, Fluss 1 ml/min; t =0 min:
5% FM #1, t = 30 min: 100 % FM #1, t = 40 min: 100 %FM #1.

FM #1 und #3, Spektralbereich 200-450 nm, Fluss 1 ml/min; t = 0 min:
15 % FM #1, t = 20 min: 15 % FM #1.

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit HP Workstation HP-300 (Agilent Techno-

logies, Waldbronn).

223 Priparative HPLC (HPLC prip.)

HPLC 3: Priparative HPLC (Knauer, Berlin)

Pumpen: zweimal HPLC 64 mit praparativem Pumpenkopf
Gradientenformer:  Interface mit HPLC Software Basic

Injektionsventil: 6-Port-Injektionsventil A0258, Probenschleifenvolumen 225 pl

Trennsdule #2:
Berlin)

Trennsiule #3:

Y-Splitter:

UV-Detektor:
ELSD:

FlieBmittel #1:
FlieBmittel #2:
Prép. Gradient #1:

Eurochrom 100 Cig (250 x 16 mm I.D., 5 um Partikelgrofle) (Knauer,

SymmetryPrep® Cg (300 x 19 mm L.D., 7 um Partikelgrofie) (Waters,
Eschborn)

Eigenbau-Y-Splitter zur Verteilung des FlieBmittelstrom nach dem UV-
Detektor auf die Probensammlung (9 Teile) und den ELSD (1 Teil);
wird nur bei priaparativen Reinigungen zwischengeschaltet.
UV-Spektralphotometer 254 nm, priparative Messzelle (0,4 mm)
Evaporative Light Scattering Detector (Verdampfungs-Lichtstreu-
Detektor) Modell Sedex 55, Temperatur 40°C, Zerstduberdruck
243 kPa Stickstoff (Sedere, Frankreich)

Acetonitril

Wasser

FM #1 und #2, UV 254 nm , Fluss 8 ml/min, Trennsdule #3; t = 0 min:
10 % FM #1, t = 50 min: 45 % FM #1.
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Prép. Gradient #2:

Prép. Gradient #3:

Prép. Gradient #4:

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 6,5 ml/min, Trennsdule #2;
t=0min: 15 % FM #1, t = 55 min: 45 % FM #1.

FM #1 und #2, UV 254 nm , Fluss 7,5 ml/min, Trennsdule #2; isokrati-
sche Trennung mit 10 % FM #1 und 90 % FM #2.

FM #1 und #2, UV 254 nm, Fluss 6,0 ml/min, Trennsdule #2;
t=0min: 1 % FM #1, t =45 min: 20 % FM #1.

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit Eurochrom 2000 Software Basic Edition,

Version 1.2 (Knauer, Berlin).

2.2.4 HPLC mit ESI-Interface und Detektion durch Tandemmassen-
spektrometer (HPLC-ESI-MS/MS)

HPLC 4:

Pumpe:
Injektionsventil:

Trennsiule:

Flussrate:
FlieBmittel #1a:
FlieBmittel #1b:
FlieBmittel #2a:
FlieBmittel #2b:
Gradient #1:

Gradient #2:

Interface (ESI):

EinlassKapillare:

Einlasstemperatur:

Applied Biosystems 140B Spritzenpumpe fiir binédre plied Biosystems,
Bensheim)

Doppelkolbenspritzenpumpe Dual Syringe Solvent Delivery

Rheodyne 7125 mit 5 pl Probenschleife

Knauer LiChrospher 60 RP select B (100 x 2 mm [.D., 5 um Partikel-
groBe) mit integrierter Vorsdule (Knauer, Berlin)

200 pl/min

Acetonitril (5 mM Ammoniumacetat)

Acetonitril (0,05 % Trifluoressigséure)

Wasser (5 mM Ammoniumacetat)

Wasser (0,05 % Trifluoressigsiure)

FM #1b und #2b, UV 254 nm , Fluss 1 ml/min, Injektionsvolumen 5 pl;
t=0min: 5 % FM #1b, t = 30 min: 100 % FM #1b.

FM #1la und #2a, Fluss 0,2 ml/min, Injektionsvolumen 5 pl; t =0 min:
5% FM #1a, t = 35 min: 50 % FM #1a.

Finnigan Elektrospray Ionisations Interface (ESI) (Finnigan MAT,
Bremen), fused silica — Kapillare 0,1 pm

fused silica 0,1 um

250°C

Kapillarenspannung: 6,0 kV
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Sheathgas /

Auxiliary gas: Stickstoff 5.0

Sheathgasdruck: 344 kPa

Auxiliary gas: 5 /min

MS 2: Finnigan TSQ 7000 Triple Stage Quadrupol-Massenspektrometer (Fin-
nigan MAT, Bremen)

Quellendruck: 760 Torr

Temperatur: Raumtemperatur

Scandauer: 1 sec

Interscanzeit: 2 msec

StoBgas: Argon

StoBgasdruck: 260 — 280 mPa

Massenbereich: m/z 250 — m/z 1250 im Full Scan Modus, SRM Experimente siehe dort

Multiplierspannung: 1400 V im Full Scan Modus, 2000 V im SRM Modus (zur Aufnahme
der Tochterionenspektren)

Detektion: positiv (pos) und negativ (neg)

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit DEC 500/33 Workstation (Digital Equip-

ment, Unterféhring) und ICIS Software Version 8.1 (Finnigan MAT, Bremen).

2.3 Isotopenverhiiltnis-Massenspektrometrie (IRMS)

Elementaranalysatoren (EA)

EA 1 (Oxidation):

Reaktor:

Tragergas:
Sauerstoft:

Trennsaule:

EuroEA 3000 Serie (EuroVector, Mailand, Italien)

Quarzrohr, gefiillt mit Wolframoxid, Quarzwolle, Kupfer, Tempera-
tur 1000°C

Helium 5.3, 90 kPa (Fluss 80 ml/min)

Sauerstoff 5.0, Ventil gedftnet fiir 17 s, Druck 15 kPa

Porapak QS (2 m x 5 mm L.D.) (EuroVector, Mailand, Italien),

Ofentemperatur 95°C isotherm
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EA 2 (Pyrolyse):
Reaktor:

Tragergas:

Trennsiule:

Detektor:

Kopplung zum MS:

MS 3:

Transferkapillaren:

Ionenquelle:

Detektor:

Massenbereich:

EuroEA 3000 Serie (EuroVector, Mailand, Italien)

Keramikrohr (auBen), Glaskohlenstoffrohr (innen), gefiillt mit nickelbe-
legter Kohle, Glaskohlenstoffsplittern, Nickelwolle,
1460°C

Helium 5.3, 70 kPa (Fluss 70 ml/min)

Molekularsieb 5 A (1 m x Smm L.D.) (Eurovector, Mailand, Italien),

Ofentemperatur 95°C isotherm

Temperatur

Wirmeleitfahigkeitsdetektor (TCD)
offene Kopplung iiber einen ,,open split™

Finnigan MAT Delta®™ XL (ThermoQuest, Egelsbach)

unbeheizt, (1,5 m x 0,1 mm beim Probeneinlass; 1,5 m x 0,05 mm beim
Referenzgaseinlass)

ElektronenstoBionisation (EI+) mit 70 eV, Temperatur ca. 70°C (er-
zeugt durch 2 Halogenlampen 12 V, 10 W), Kathodenspannung 3 kV
Kollektorsystem (Faraday-Cups)

1 bis 70 Dalton

Die Datenaufnahme und —auswertung erfolgte mit Isodat 6.2 fiir Real 32 (ThermoQuest,

Egelsbach).
2.4 Hochauflosende Massenspektrometrie
Gerit: MATOI90, Finnigan MAT
Ionenquelle: EI Modus: 70 eV, 1 mA, 220°C
Beschleunigungsspannung: 5 kV
Direkteinlass: Temperatur 270°C
Massenbereich: gemessene Linie: m/z 147, Referenzpeaks: m/z 143, m/z 169

Referenzsubstanz:

PFK
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2.5 Multi-Layer Coil Countercurrent Chromatographie (MLCCC)

Gerit: Ito-MLCCC (P.C. Inc, Vertrieb Deutschland: Zinsser)

Coil: praparative Ausfithrung, 75 m (& 2,6 mm) PTFE, Volumen ca. 400 ml

Umdrehungszahl: 800 U/min

Elutionsmodus: tail to head bei Verwendung der spez. schweren Phase als stationére

Temperatur: 25°C

Pumpe: Knauer 64 Pumpe mit analytischem Pumpenkopf (Knauer)

Fluss: 3 ml/min

Injektor: Vier-Wege-Ventil Nr. 5041 (Rheodyne)

Probenschleife: 5ml

Losungsmittel: System aus Methanol — Chloroform — Wasser in der Zusammensetzung
7-13-8(v/v)

2.6 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR I: Bruker WM 400 (400 MHz)

NMR 2: Bruker DMX 600 (600 MHz)

Losungsmittel: CDCl; (Merck, Darmstadt), CD;OD (Aldrich, Steinheim), DMSO-dg

(Aldrich, Steinheim).

Zur Wiedergabe der Multiplizititen werden folgende Abkiirzungen verwendet: s = Singulett,
d = Duplett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett. Die chemischen Verschiebungen relativ

zum Standard werden in ppm, die Kopplungskonstanten J in Hertz ausgedriickt.

2.7 Circulardichroismus (CD)
Gerit: JASCO J-600 (Jasco, GroB3-Umstadt)
Losungsmittel: Acetonitril, n-Hexan; Messung bei 25°C

Schichtdicke: 1 cm
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2.8 3D-Computerberechnungen
PC: Silicon Graphics, INDY-Workstation, IRIX-Version 5.3
Software: MacroModel Version 5 (Department of Chemistry, Columbia Univer-

stiy, New York, NY 10027)

Bei den Computerberechnungen wurden zunichst eine lokale Energie-Minimierung und an-
schlieBend ein ,,Monte-Carlo“-Konformationsanalyse durchgefiihrt. Fiir alle Berechnungen

wurden Standardparametersdtze und ein implementiertes modifiziertes Allinger MM2-

Kraftfeld verwendet.

2.9 Statistische Berechnungen

PC: Dell OPTIPLEX, Windows 2000 Professional
Software: SCAN for Windows (Minitab Inc., State College, PA)
2.10 Sonstige Geriite

Photometer

UV 2101 PC UV-VIS Scanning Spektralphotometer (Shimadzu, Columbia, USA)

Schrotmiihle

CONDUX LVI15K (Condux, Wolfgang bei Hanau)

Rotationsverdampfer

Biichi (Biichi, Konstanz)
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Schiittler

Kottermann 4010 (Kottermann, Hénigsen)

pH-Meter

Labor pH-Meter, (Knick, Berlin), Einstabmesselektrode (Ingold)

Gefriertrocknung

Christ Alpha 1-4, 0,1 mbar (Christ, Osterode)

Kiihlzentrifugen

Beckman L.8-M Ultrazentrifuge, Rotor T170

3 Methoden

3.1 Methoden zur Untersuchung von Rucola

3.1.1 Untersuchungen iiber schwefelhaltige Aromastoffe in Rucolabliittern
3.1.1.1 Herstellung von Aromaextrakten aus Rucolablittern

Herstellung eines Rohextraktes

500 g frische Rucolablatter (Eruca sativa, Provenienz je nach Verfiigbarkeit Deutschland oder
Italien) werden portionsweise zu je 10-15 Blétter mit einem Schleuderentsafter aufgearbeitet.
Der erhaltene Saft (ca. 200 ml) wird unverdiinnt in einen Warmeschrank bei 33-35°C gestellt,
um die Autolyse zu unterstiitzten, so dass insgesamt, einschlieBlich des Entsaftens eine Ein-
wirkzeit von 1 h resultiert. Es wird der pH-Wert (6,0) bestimmt, der Saft wird direkt zur SDE

eingesetzt.
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Extraktion durch adsorptive Flash-Chromatographie an XAD-2 Material

Fiir die Festphasenextraktion an XAD-2 wird der Saft (200 ml) fiir 25 min bei 9000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und iiber Glaswolle filtriert. Nach Zugabe ei-
nes internen Standards (260 pg 2-Heptanon) wird das Filtrat wird auf die XAD-Séule
(50 x 3,5 cm, KorngroBBe mittel) gegeben. Der Durchlauf, der stetes eine Triibung aufweist,
wird ein zweites Mal auf die Sdule gebeben, um die Adsorption der Aromastoffe zu gewahr-
leisten. AnschlieBend wird mit 200-250 ml Wasser eluiert. Im nédchsten Schritt werden 400 ml
Diethylether auf die Sdule gegeben. Zu Beginn eluiert eine Wasserphase (diese wird nochmals
mit Diethylether extrahiert), die spdter von dem nachlaufenden Et,O abgetrennt wird. Die
Diethyletherfraktion stellt den Aromaextrakt dar. Im letzten Schritt wird mit MeOH eluiert
(250 ml). Die vereinigten Diethyletherfraktionen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und
abfiltriert. Das Losungsmittel wird in einen Rundkolben {iberfiihrt und bei 40°C iiber
Vigreux-Kolonnen abdestilliert, der Riickstand wird mit 250 ml MeOH auf ca. 600-700 pl
aufgefiillt.

Extraktion mittels Simultaner-Destillation-Extraktion (SDE)

Fiir diese Extraktionsmethode wird der Saft (200 ml) ohne weitere Filtration oder Zentrifuga-
tion unter Zugabe der Standardldsung (260 pg 2-Heptanon absolut) direkt in die modifizierte
Likens-Nickerson Apparatur gefiillt und einer dreistiindigen SDE (bei 100°C) mit dem Lo-
sungsmittelgemisch n-Pentan/Et,O = 1:1 unterworfen. Die organische Phase wird mit Natri-
umsulfat getrocknet, filtriert und bei 40°C iiber Vigreux-Kolonnen abdestilliert, der Riick-
stand (250 ml) wird mit MeOH auf ca. 600-700 pl aufgefiillt.

3.1.1.2 Darstellung der enantiomerenreinen 2- und 3-Sulfanyl-1-hexanole

Allgemeine Vorschrift zur enantioselektiven Darstellung von (R)- and (S)-3-Sulfanyl-1-
hexanol (S)-6, (R)-6 und (R)- and (S)-2-Sulfanyl-1-hexanol (S)-7, (R)-7: Die Synthesen er-
folgten in Anlehnung an die Vorschrift von Pickenhagen und Bronner-Schindler (1984). Die
experimentellen Schritte sind fiir die Enantiomere identisch, so dass nachfolgend nur auf ein

Enantiomer Bezug genommen wird.
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(2S,3S)-2,3-Epoxy-1-hexanol (2). Wie bei Katsuki und Sharpless (1980) beschrieben, werden
die folgenden Komponenten zu 200 ml trockenem CH,Cl, hinzugefiigt: 5,7 g (20 mmol) Tita-
nium Tetraisopropoxid, 4,1 g (20 mmol) Diethyl-L-(+)-tartrat [bzw. Diethyl-D-(-)-tartrat fiir
das (2R,3R)-2,3-epoxy-1-hexanol], 2 g (20 mmol) (E)-2-Hexen-1-0ol1 und 12 ml einer
4M Losung von tert-Butylhydroperoxid (TBHP) in CH,Cl,. Die gelbliche Losung wird fiir
drei Tage bei —30°C gelagert. 50 ml einer 10%igen wissrigen Weinsdurelosung werden bei
-25°C hinzugefiigt, die Mischung wird nach weiteren 30 min bei —25°C auf Raumtemperatur
erwirmt. Uberschiissiges TBHP wird durch einstiindiges Riihren mit 5 ml einer 10%igen
wissrigen Na,SO;-Losung reduziert. Nach dem Abziehen des Losungsmittels wird das zu-
riickbleibende Ol mit 150 ml Et,O versetzt und fiir 90 min bei 0°C mit 60 ml IN NaOH ge-
riihrt. Nach der Trennung der Phasen wird die wisserige Phase einmal mit Et,O extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl Losung gewaschen, tiber Na;SO4 getrocknet
und durch Destillation an einer 10 cm Vigreux-Kolonne vom Losungsmittel befreit. Die Rei-

nigung von 2 erfolgt mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (0,032 — 0,062 Korngrofe)
mit einem nichtlinearen Pentan—Et,O Gradienten. Ausbeute: 1.06 g. [a]f)‘) =-39.9° (¢ =0.95),

EL-MS: m/z (%) = 126 (0.1, M"), 101 (Spur), 73 (28), 57 (31), 55 (100), 44 (28), 43 (66),
41 (47).

(2R,3R)-2,3-Epithio-1-hexanol (4). Zu einer stark gerlihrten, 0°C kalten Dispersion von
675 mg (9 mmol) Thioharnstoff in 8 ml H,SO4 (15% H,0) wird tropfenweise 1,0 g (9 mmol)
der Verbindung 2 bei 0°C bis 5°C hinzugefiigt. Mit dem Fortgang der Reaktion 16st sich der
Thioharnstoff auf. Die Losung wird fiir weitere 10 min bei 5°C geriihrt, dann auf Raumtempe-
ratur erwidrmt. Nach Hydrolyse mit einer 10%igen wéssrigen Na,COs3; Losung werden die
entstehenden Phasen getrennt, die wéssrige Phase wird dreimal mit Et,O extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird durch Sdulenchromatographie

an Kieselgel (0,032-0,062 KorngroBe) gereinigt (nichtlinearer Pentan—Et,O Gradient). Aus-
beute: 395 mg von 4. [OL];O =+155.2° (c = 1.05), EI-MS: m/z (%) = 132 (95, M"), 101 (58),

99 (36), 85 (31), 81 (43), 73 (43), 67 (60), 59 (75), 57 (100), 55 (84), 45 (56), 43 (33), 41
(72).

(R)-3-Sulfanyl-1-hexanol (6). Zu einer gekiihlten Losung (-15°C) von 570 mg (2,8 mmol)
Vitride® in 10 ml trockenem THF werden unter Schutzgas langsam 150 mg (1,2 mmol) der
Verbindung 4 in 5 ml THF hinzugefiigt. Die Mischung wird fiir eine Stunde bei —15°C ge-

riihrt, auf Raumtemperatur erwérmt und in Eiswasser geschiittet. Die wissrige Phase wird
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abgetrennt, filtriert und zweimal mit Et,O extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und durch Destillation an einer
25 cm Vigreux Kolonne eingeengt. Der Riickstand wird durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel (0,032-0,062 Korngrofle) gereinigt (nichtlinearer Pentan-Et,O Gradient). Ausbeute:
40 mg von 6.

(S)-2-Sulfanyl-1-hexanol (7). Zu einer gekiihlten Losung (0°C) von 151,8 mg (4,0 mmol)
LiAlH4 in 10 ml trockenem Et,O werden 150 mg (1,2 mmol) der Verbindung 4 in 5 ml Et,O
tropfenweise unter Schutzgas hinzugefiigt. Die Mischung wird fiir 4 h bei 0°C geriihrt, auf
Raumtemperatur erwérmt und in Eiswasser geschiittet. Die wéssrige Phase wird abgetrennt,
filtriert und zweimal mit Et,O extrahiert Die vereinigten organischen Phasen werden mit
NaCl-Losung gewaschen, iliber Na,SO4 getrocknet und durch Destillation an einer 25 cm
Vigreux Kolonne eingeengt. Der Riickstand wird durch Séulenchromatographie an Kieselgel
(0,032 — 0,062 Korngrdfe) gereinigt (nichtlinearer Pentan—Et,O Gradient). Ausbeute: 25 mg

von 7.

3-Sulfanyl-1-hexanol (6): '"H NMR (CDCls): 8 = 091 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHs, C-6), 1,41
(m, 2H, CH,, C-5), 1,51 (m, 2H, CH,, C-4), 1,63 (m, 2H, CH,, C-2), 2,95 (m, 1H, CH, C-3),
3,81 (m, 2H, CH2, C-1). 3C NMR (CDCLy): 5 = 13,67 (q, C-6), 20,03 (t, C-5), 37,70 (d, C-3),
41,30 (t, C-4), 41,66 (t, C-2), 60,70 (t, C-1). EI-MS: m/z (%) = 134 (8,5 M"), 100 (43,8),
88 (11,2), 82 (23,8), 67 (34,2), 61 (42,6), 57 (57.9), 55 (100), 47 (20,2), 41 (53,3). (R)-6:
[a]f)‘) =-7,3° (¢ = 1,5); Enantiomereniiberschuss (ee) = 89,8. (S)-6: [a]zDO = 6,4° (c = 2,0);

ee =92.2.

2-Sulfanyl-1-hexanol (7): '"H NMR (CDCl;): & = 0,91 (t, J= 7,3 Hz, 3H, CH3, C-6), 8 = 1,36
(m, 2H, CH,, C-5), 1,48 (m, 2H, CH,, C-4), 1,68 (m, 2H, CH,, C-3), 2,88 (m, 1H, CH, C-2),
3,46 (dd, J, = 11,19, J, = 7,74, 1H, CHza, C-1), 3,71 (dd, J; = 11,13, J, = 4,56, 1H, CH;b,
C-1), *C NMR (CDCls): & = 13,91 (q, C-6), 22,53 (t, C-5), 29,28 (t, C-4), 34,48 (t, C-3),
44,09 (d C-2), 67,91 (t, C-1), EI-MS: m/z (%) = m/z 134 (12,3 M"), 103 (26,4), 87 (10,4),
82 (6,7), 69 (100), 60 (26,4), 47 (16,9), 41 (41,6). (R)-7: [0(]12)0 =42,14° (¢ = 0,8); Enantiome-

reniiberschuss (ee) = 78,4. (S)-7: [a]io =-44,1° (¢ =0,9); ee = 76,6.
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3.1.1.3 Darstellung der aktivierten Chromophoren

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von 9-Anthroylfluorid (10) und 2-Anthroylfluorid (11)
(Zhao et al., 1996). Zu einer Losung von 981 mg (7,2 mmol) Cyanurfluorid in 10 ml trocke-
nem CH,Cl, werden 807 mg (3,6 mmol) Anthracencarboxylsidure (9- bzw. 2-Anthracen-
carboxylsdure) und 0,3 m, (3,6 mmol) Pyridin zugefiigt. Die Reaktionsmischung wird fiir
4CH,Cl; extrahiert und iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach Filtration wird das Filtrat am Rotati-
onsverdampfer konzentriert. Der erhaltene gelbe Riickstand wird durch Séulenchroma-
tographie an Kieselgel mittels einer Hexan-EtOAc Mischung (2:1 v/v) gereinigt. Ausbeuten:
623 mg von Verbindung 11 und 651 mg von Verbindung 10.

9-Anthroylfluorid (10): "H NMR (CDCl3): &6 = 7,57 (t, J = 8,1 Hz, 2H, Ar), 7,67 (t, J =
7,72 Hz, 2H, Ar), 8,09 (d, J= 8,1 Hz, 2H, Ar), 8,34 (d, /= 9,1 Hz, 2H, Ar), 8,69 (s, 1H, Ar).

2-Anthroylfluorid (11): 'H NMR (CDCls): 6 =7,60 (m, 2H, Ar), 7,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar),
8,04 — 8,11 (m, 4H, Ar), 8,48 (s, 1H, Ar), 8,61 (s, 1H, Ar), 8,85 (s, 1H, Ar).

3.1.14 Darstellung der bichromophoren Derivate

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der bichromophoren Derivate (12-15, 17): Von jedem
bifunktionellen Alkan (3-Sulfanyl-2-hexanol 6, 2-Sulfanyl-1-hexanol 7 und als Referenz
1,3-Butanediol 8 bzw. 1,2-Propanediol 9) wird ein Aliquot in 1,5 ml trockenem Pyridin gelost
und mit 2,5 Aquivalenten 9-Anthroylflourid und katalytischen Mengen 4-Dimethylamino-
pyridin (DMAP) versetzt. Die Mischungen werden fiir 48 h bei Raumtemperatur geriihrt, der
Reaktionsablauf wird mittels Diinnschichtchromatographie kontrolliert [Kieselgel, Pen-
tan:Et,O (1:1), UV Detektion]. Die Derivate werden mittels préparativer Diinnschichtchroma-
tographie gereinigt [Kieselgel, 2 x Pentan:Et,O (1:1)]. Die fluoreszierenden Banden werden
mit Et,O extrahiert und dieser im Stickstoffstrom entfernt. Fiir die Darstellung des 1-O-(2-
Anthroyl)-3-S-(9-anthroyl)- Derivates (17) des Alkanols 3-Sulfanyl-1-hexanol wird der das
Edukt nur mit 1,1 Aquivalenten 9-Anthroylfluorid versetzt. Nach der Reinigung von 3-S-(9-
anthroyl)-3-Sulfanyl-1-hexanol (16) wird die Verbindung erneut in 1,5 ml trockenem Pyridin
gelost und mit 1,5 Aquivalenten 2-Anthroylfluorid und katalytischen Mengen an DMAP ver-
setzt. Die Mischungen werden fiir 48 h bei Raumtemperatur geriihrt, der Reaktionsablauf wird
durch Diinnschichtchromatographie kontrolliert [Kieselgel, Pentan:Et,O (1:1), UV Detek-
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tion]. Die Derivate werden durch priparative Diinnschichtchromatographie gereinigt [Kiesel-
gel, 2 x Pentan:Et,0O (1:1)].

1-O-(9-anthroyl)-3-S-(9-anthroyl)-3-sulfanyl-1-hexanol (12), Ausbeute 10 % (5 mg, 9 pmol):
'H NMR (CDCls): & = 1,02 (t, J= 7,32 Hz, 3H, CH3), 1,57 (m, 2H, CH,), 1,89 (m, 2H, CH,),
2,34 (m, 1H, CHza), 2,46 (m, 1H, CH,b), 4,27 (m, 1H, CH), 4,87 (m, 1H, CH,a), 4,96 (m, 1H,
CHyb), 7,47 — 7,57 (m, 8H, Ar), 8,01 (d, J= 8,31 Hz, 2H, Ar), 8,03 (d, J = 8,40 Hz, 2H, Ar),
8,10 (d, /= 8,93 Hz, 2H, Ar), 8,15 (d, J = 8,62 Hz, 2H, Ar), 8,51 (s, 1H, Ar), 8,55 (s, 1H, Ar),
BC NMR (CDCls): & = 13,90, 20,07, 34,10, 37,23, 42,78, 60,26, 124,56, 125,08, 125,54,
125,57, 127,00, 127,08, 127,36, 127,79, 128,47, 128,49, 128,50, 129,29, 129,39, 130,94,
130,95, 169,71, 197,05. EI-MS: m/z (%) = 542 (9,3 M"), 338 (2,2), 222 (14,4), 205 (100),
177 (21,2), 151 (2,3), 88 (2), 55 (1), 44 (2). EI-HRMS: berechnet fiir C3sH3003S: 542,1916,
experimentell ermittelt 542,1908. (R)-12: UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 253 nm (5,33),
CD (CH3CN): Aext (A &) = 255 nm (-54,8), 244 nm (+37,1), (5)-12: UV (CH;CN):
Amax (1g €) =253 nm (5,33), CD (CH3CN): Aext (A €) = 255 nm (+63,1), 244 nm (-32,4), (S)-
12: UV (Hexan): Ama (Ig €) = 254 nm (5,33), CD (Hexan): Aex (A €) = 256 nm (+18,7), 245
nm (-22,0).

1,3-bis-O-(9-anthroyl)-1,3-butanediol (13), Ausbeute 14,1 % (9 mg, 18umol): 'H NMR
(CDCl3): 6 = 1,68 (d, J = 6,32 Hz, 3H, CHs), 2,28 — 2,45 (m, 2H, CH,), 4,73 — 4,78 (m, 1H,
CHza), 4,87 — 4,93 (m, 1H, CHyb), 5,73 — 5,82 (m, 1H, CH), 7,45 - 7,56 (m, 8H, Ar),
8,00 - 8,20 (m, 8H, Ar), 8,52 (s, 1H, Ar), 8,54 (s, 1H, Ar). °C NMR (CDCl): & = 20,50,
35,15, 62,33, 69,83, 124,74, 124,74, 124,94, 125,46, 125,48, 125,52, 125,53, 127,01, 127,07,
127,09, 127,63, 128,04, 128,20, 128,28, 128,46, 128,60, 128,67, 129,16, 129,46, 130,95,
131,01, 169,28, 169,65. EI-MS: m/z (%) = 498 (100, M"), 277 (70,8), 249 (9,2), 235 (5),
222 (72,7), 205 (79,3), 194 (5,6), 177 (46,04), 151 (7,13), 88 (1,7), 44 (11,7). EI-HRMS: be-
rechnet fir C3sHy6O4: 498,1831, experimentell ermittelt 498,1834. (R)-13: UV (CH;CN):
Amax (Ig €) = 253 nm (5,33), CD (CH3CN): Aexe (A €) = 255 nm (-76,5), 244 nm (+57.9),
(S) 13: UV (CH3CN): Amax (Ig €) =253 nm (5,33), CD (CH3CN): Aext (A €) =255 nm (+70,3),
244 nm (-54,7), (S)-13: UV (Hexan): Amx (Ig &) = 253 nm (5,33), CD (Hexan):
Aext (A €) =256 nm (+28,5), 245 nm (-37,6).

1-O-(9-anthroyl)-2-S-(9-anthroyl)-2-sulfanyl-1-hexanol (14), Ausbeute 9,0 % (1,5 mg,
2,7 umol): 'H NMR (CDCl3): 6 = 0,98 (t, J = 7,10 Hz, 3H, CHj), 1,41 (m, 2H, CH,),
1,71 (m, 2H, CHy), 1,98 (m, 2H, CH»), 4,52 (m, 1H, CH), 4,84 (dd, J; = 11,25, J, = 6,06, 1H,
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CHa), 5,15 (dd, J; = 11,46 J, = 5,64, 1H, CHyb), 7,41 — 7,55 (m, 8H, Ar), 7,98 (d, J =
8,29 Hz, 2H, Ar), 8,02 (d, J = 8,35 Hz, 2H, Ar), 8,08 (d, J = 8,86 Hz, 2H, Ar), 8,14 (d, J =
8,72 Hz, 2H, Ar), 8,53 (s, 1H, Ar), 8,57 (s, 1H, Ar). °C NMR (CDCl): & = 13,97, 22,51,
29,41, 30,98, 48,44, 67,21, 124,45, 124,56, 125,17, 125,51, 125,53, 125,58, 126,84, 126,97,
127,12, 127,28, 127,32, 128,43, 128,55, 128,61, 129,33, 129,58, 130,85, 130,94, 130,99,
169,46, 198,14. EI-MS: m/z = 542 (8,3, M"), 222 (25,3), 205 (100), 177 (28.1), 151 (4,3),
116 (2,6), 88 (3,1), 55 (2,9), 44 (16,2). EI-HRMS: berechnet fiir C3cH3003S: 542,1916, expe-
rimentell ermittelt: 542,1913. (R)-14: UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 254 nm (5,33),
CD (CH3CN): Aext (A &) = 256nm (+151,3), 244 nm (-77,2), (S)-14: UV (CH;3CN):
Amax (1g €) = 254 nm (5,33). CD (CH3CN): Aex (A €) = 256 nm (-136,0), 244 nm (+73,8),
(S)-14: UV (Hexan): Apax (Ig €) = 254 nm (5,33), CD (Hexan): Aext (A €) = 256 nm (-55,5),
244 nm (+25,9).

1,2-bis-O-(9-anthroyl)-1,2-propanediol (15), Ausbeute 6,7 % (5 mg, 10,3 pmol): 'H NMR
(CDClL): 6 =1,71 (s, J= 6,51 Hz, 3H, CH3), 4,62 (dd, J; = 11,94 Hz, J, = 7,6 Hz, 1H, CHza),
5,13 (dd, J; = 11,90 Hz, J, = 3,2 Hz, 1H, CHyb), 6,00 — 6,04 (m, 1H, CH), 6,97
(t,J=6,62 Hz, 2H, Ar), 7,25 (t, J = 7,30 Hz, 2H, Ar), 7,33 (t, J = 6,67 Hz, 2H, Ar), 7,42
(t,J= 7,66 Hz, 2H, Ar), 7,86 (d, J = 8,76 Hz, 2H, Ar), 7,94 (d, J = 8,54 Hz, 2H, Ar), 8,00
(d,J = 8,82 Hz, 2H, Ar), 8,01 (d, J = 8,57 Hz, 2H, Ar), 8,47 (s, 1H, Ar), 8,56 (s, 1H, Ar).
BC NMR (CDCly): & = 17,00, 67,14, 69,89, 124,76, 125,02, 125,39, 125,54, 126,79, 127,08,
127,22, 127,54, 128,22, 128,37, 128,48, 128,55, 129,22, 129,59, 130,84, 130,93, 169,03,
169,32. EI-MS: m/z = 484 (55,94, M"), 263 (100,00), 242 (3,33), 222 (15,90), 205 (53,92),
177 (32,98), 151 (4,61), 88 (1,00), 44 (1,00), EI-HRMS: berechnet fiir C33H2404: 484,1675,
experimentell ermittelt: 484,1678. - (R)-15: UV (CH3;CN): Apax (Ig €) = 253 nm (5,33),
CD (CH3CN): Aext (A &) = 256 nm (+135,5), 243 nm (-71,0), (S)-15: UV (CH;3CN):
Amax (1g €) = 253 nm (5,33), CD (CH3CN): Aext (A €) = 256 nm (-145,0), 243 nm (+56,9),
(5)-15: UV (Hexan): Amax (Ig €) = 254 nm (5,33), CD (Hexan: Aext (A €) = 257 nm (-74,6),
244 nm (+45,1).

3-S-(9-Anthroyl)-3-sulfanyl-1-hexanol (16), Ausbeute 49,8 % (15 mg, 44,3 pmol). 'H NMR
(CDCls): & = 1,04 (t, J = 7,36 Hz, 3H, CH3, C-6), 1,59 (m, 2H, CH,, C-5), 1,67 (m, 2H, CH,,
C-4), 1,82 (m, 2H, CH,, C-2), 3,93 (m, 2H, CHaa, C-1), 4,03 (m, 2H, CH,b, C-1), 4,23
(m, 1H, CH, C-3), 7,49 (t, J = 6,53 Hz, 2H, Ar), 7,54 (t, J = 6,54 Hz, 2H, Ar), 8,02
(d, J=17,90 Hz, 2H, Ar), 8,04 (d, J = 8,28 Hz, 2H, Ar), 8,52 (s, 1H, Ar). °C NMR (CDCls):
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0= 13,87, 20,48, 37,30, 38,78, 42,70, 60,36, 124,49, 125,55, 126,98, 127,36, 128,60, 129,40,
130,94, 133,77, 199,38.

1-O-(2-anthroyl)-3-S-(9-anthroyl)-3-sulfanyl-1-hexanol (17), Ausbeute 65,7 % (10,7 mg,
19,7 pmol): "H NMR (CDCls): & = 1,09 (t, J = 7,32 Hz, 3H, CHs), 1,61 (m, 2H, CH,), 1,82
(m, 2H, CHy), 2,27 (m, 1H, CHza), 2,47 (m, 1H, CHsb), 4,41 (m, 1H, CH), 4,72 (m, 2H,
CH,), 7,45 — 7,53 (m, 6H, Ar), 8,00 — 8,10 (m, 8H, Ar), 8,43 (s, 1H, Ar), 8,53 (s, 2H, Ar),
8,92 (s, 1H, Ar), °C NMR (CDCl3): & = 13,98, 20,41, 33,97, 37,30, 42,55, 62,70, 124,08,
124,57, 125,41, 125,55, 125,79, 126,17, 126,52, 126,89, 126,94, 127,36, 128,15, 128,47,
128,52, 128,82, 129,23, 130,39, 130,95, 131,96, 132,55, 132,70, 133,12, 133,98, 166,79,
197,03. EI-MS: m/z (%) = 542 (9,5, M"), 338 (2.,5), 222 (14,5), 205 (100), 177 (22,6),
151 (2,5), 88 (2), 55 (1), 44 (1). EI-HRMS: berechnet fiir C3sH3003S: 542,1916. experimentell
ermittelt: 542,1917, (R)-17: UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 255 nm (5,27), CD (CH3;CN):
Aext (A €) = 259 nm (+98,3), 248 nm (-109,1), (S)-17: UV (CH3CN): Amax (Ig €) = 255 nm
(5,27), CD (CH3CN): Aext (A €) = 258 nm (-104,0), 249 nm (+98,8), (S)-17: UV (Hexan):
Amax (1g €) =255 nm (5,27), CD (Hexan): Aext (A €) =259 nm (-74,3), 249 nm (+57,8).

3.1.1.5 Isolierung von S24 aus dem Aromaextrakt von Rucolablittern

Mikro-LC Chromatographie an Kieselgel (““Si0;)

Zur Abtrennung von S24 aus einem aus 2 kg Rucolablittern gewonnenen Aromaextrakt wird
dieser im Vakuum vom Losungsmittel nahezu befreit. Der Riickstand wird in 2 ml Pentan
aufgenommen und auf eine konditionierte Kieselgel-Siule (1 x 5 cm) aufgebracht. Die Eluti-
on erfolgt mit einem Pentan— Et;O —Gradienten in Schritten von je 10 % von 100 % Pentan
nach 100 % Et,0O sowie anschlieBender Verwendung von 6 ml MeOH (jeder Schritt zu je 2 ml
Losungsmittelgemisch). Nach der Kontrolle der erhaltenen Fraktionen mittels HRGC-MS
(Saule #1, Temperaturprogramm #1) werden Fraktionen gleicher Zusammensetzung vereinigt,

Fraktionen 12-14 enthalten die gesuchte Verbindung S24.
Préparative Diinnschichtchromatographie (°<Si05)

Die Reinigung von S24 erfolgt durch Diinnschichtchromatographie im préparativen Mafstab.

Die Fraktionen 12-14 werden im Stickstoffstrom auf etwa 0,5 ml eingeengt und danach voll-
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stindig auf einer Linie, die sich 2 cm vom unteren Rand der Kieselgelplatten (Glas Platten -
PSC, Kieselgel 60 Fjs4, 20 x 20 cm) befindet, aufgetragen. Die Platten werden in mit Diethy-
letherdampf geséttigte DC-Kammern gestellt, entwickelt und danach getrocknet. Anschlie-
fend werden die Banden unter der UV-Lampe detektiert, gekennzeichnet, mit einem Spatel
abgeschabt und in ein Priparateglas gefiillt. Aliquote der Extrakte werden mit Et,O geldst und
per HRGC-MS untersucht. Die Bande bei R = 0,8 entspricht der Substanz S24 Diese wird in
5 ml MeOH (HPLC-Grade) gelost (Ultraschallbad). Das Kieselgel wird 1 Minute bei 4000
UpM abzentrifugiert, der Uberstand wird einer Pasteurpipette abgezogen und aufbewahrt. Der
Kieselgelriickstand wird zweimal mit 5 ml Methanol nachgewaschen und zentrifugiert. Die
erhaltenen Zentrifugate werden jeweils vereinigt, im Stickstoffstrom eingeengt und im Exsic-

cator vollstindig getrocknet. Es werden 4,4 mg von S24 kristallin erhalten.

ReWerte: Verunreinigung 1: 0,90; unbekannte Verbindung S24: 0,80; Verunreinigung 2:
0,33; Verunreinigung 3: 0,13; MS: EI (70eV): m/z (%) = 147 (5), 115 (6), 114 (100), 87 (41),
85 (24), 72 (44), 60 (46), 55 (50), 47 (53), 41 (14). Hochaufgelostes MS: gemessen:
147,0178, berechnet fiir CsHoNS,: 147, 0176. NMR: 'H (CDCl3): 6 = 1,83 (m, 2H), 2,12
(m, 2H), 2,96 (t, 2H), 3,58 (t, 2H), 8,33 (s, N-H). °C (CDCL): & = 27,5 (C-5), 27,9 (C-6),
35,3 (C-7), 48,0 (C-49; 203.4 (C-2).

3.1.1.6 Synthese von [1,3]-Thiazinan-2-thion

Entsprechend der Vorschrift von Gabriel und Lauer (1980) werden zu 13,2 g 3-Brompropyl-
aminhydrobromid unter Eiskiihlung 15 ml einer 4N NaOH zugegeben. Die Losung wird unter
Riihren langsam mit 2,4 ml Schwefelkohlenstoff versetzt. Nach wenigen Minuten kristallisiert
aus der klaren Losung ein weiler Feststoff aus. Zur Vervollstaindigung der Reaktion wird die
Losung weitere 30 min unter Eiskiihlung geriihrt. Der Niederschlag wird unter Vakuum abge-
saugt und mit n-Pentan und Eiswasser gewaschen. Der Riickstand wird im Exsiccator ge-

trocknet.

Ausbeute: 7,8 g [1,3]-Thiazinan-2-thion; Schmelzpunkt: 134°C (Literaturwert 132-133°C);
NMR: 'H (CDCL): & =2,16 (m, 2H), 2,98 (t, 2H), 3,46 (t, 2H), 8,96 (s, N-H). '*C (CDCl;):
0 =20,4 (C-5), 29,9 (C-6), 44,2 (C-4), 194, 5 (C-2).
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3.1.2 Untersuchungen iiber glykosidisch gebundene Flavonoide in Rucola-
blittern
3.1.2.1 Herstellung eines Rohextraktes

500 g frische Rucolablitter (Eruca sativa Mill., Provenienz Italien) werden mit 2 1 Extrakti-
onslosung (70 % MeOH-30 %Wasser, v/v; die Suspension zeigte einen pH-Wert von 5,8 bis
6,0, auf eine zusitzliche Enzyminhibierung wird deshalb verzichtet) versetzt, im Mixer zer-
kleinert und fiir 24 h auf dem Schiittler extrahiert. Die organische Phase wird nach Filtration
an Glaswolle am Rotationsverdampfer eingeengt. Der konzentrierte Riickstand wird mittels

Lyophilisation vollstindig zur Trockne gebracht.

Der pulverisierte Extrakt wird anschlieBend in Wasser wieder aufgenommen und auf eine
vorkonditionierte (Et;O, Pentan, EtOAc, MeOH und Wasser) XAD-2-Sdule (Dimension
4 x 75 cm) aufgebracht. Nach der Elution von polaren Substanzen (z.B. Zucker, Aminosiu-
ren, Salze) mit 1,51 Wasser und ggf. noch verbliebenene Resten freier Aromastoffe mit 1,5 1
Et,O wird der Rohextrakt durch Elution mit 41 MeOH gewonnen. Dieser Losungsmittelex-
trakt wird wie oben beschrieben im Vakuum eingeengt und lyophilisiert. Es werden 1,02 g

Rohextrakt erhalten.

3.1.2.2 Reinigung des Rohextraktes an RP-18 Material

LC RP-18 Chromatographie (““RP-18x) zur Reinigung des mittels Chromatographie an
XAD-2 Material gewonnenen Rohextraktes

Zur Reinigung des bei aus der vorangegangenen Abtrennung an XAD-2 Material erhaltenen
Rohextraktes wird dieser (1,02 g) in 5 ml Wasser suspendiert und auf eine konditionierte
RP-18 Sidule (Dimension 2,5 x 40 cm) aufgebracht. Die Elution erfolgt mit einem Wasser—
Acetonitril-Gradienten in Schritten von je 10 % von 100 % Wasser nach 100 % Acetonitril,
jeder Schritt zu je 100 ml Lésungsmittelgemisch. Nach der Kontrolle der erhaltenen Fraktio-
nen (insgesamt 126) mittels HPLC-UV-ELSD (Analyt. Gradient #1) werden Fraktionen glei-
cher Zusammensetzung vereinigt, es ergeben sich somit F 1-13 (18,7 mg), F 14-17 (8,5 mg),
F 18-20 (8,0 mg), F21-27 (33,4 mg), F28-32 (10,1 mg), F33-35 (13,3 mg), F 36-40
(14,7 mg), F41-42 (2,5mg), F43-47 (21,6 mg), F 48-52 (25,2 mg), F 53-55 (5,8 mg),
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F 56-60 (18,6 mg), F61-62 (154 mg), F63-66 (11,8 mg), F67-68 (11,6 mg), F 69-72
(30,1 mg), F 73-79 (9,0 mg), F 80-92 (5,7 mg), F 93-110 (24,6 mg) und F 111-126 (6,0 mg).

3.1.2.3 Umsetzung der isolierten Verbindungen Rucl, Ruc2 und Ruc3 zur
Identifizierung des Zuckeranteils mittels HRGC-MS

Ein Aliquot der drei isolierten potentiell glykosilierten Flavonoide Ruel, Ruc2 und Ruc3
(geweils 2,5 mg) wird in einem 50 ml Rundkolben mit 10 ml Wasser geldst, mit 1 ml konzent-
rierter Salzsdure angesduert und fiir 1 h am Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die
Losung mit 2N NaOH neutralisiert und mit 2 ml einer 1 %igen wéssrigen Losung von Natri-
umbordeuterid versetzt; zur Reduktion wird 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. An-
schlieBend wird tiiberschiissiges Reagenz durch Zutropfen 10 %iger Essigsdure zerstort, bis
erneute Schaumbildung unterbleibt. Die Losung wird in eine Abdampfschale tiberfiihrt und
im Trockenschrank bei 75 C zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird in essigsaurem Me-
OH aufgenommen und erneut zur Trockne gebracht, dieser Vorgang wird noch dreimal wie-
derholt. AbschlieBend wird die Losung in Pyridin aufgenommen, in ein Priparateglas iiber-
fiihrt und mit 2 ml Acetanhydrid versetzt. Fiir die Acetylierung wird 12 h bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Die Losung wird mit 5 ml Chloroform versetzt, das Pyridin wird nun durch
Ausschiitteln mit 7 %iger wissriger Kupfersulfatlosung entfernt und die verbleibende organi-
sche Phase mit Wasser neutral gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und mittels Destillation an einer Vigreux-Kolonne auf ein Volumen von ca. 0,5 ml
eingeengt. Dieser Extrakt wird mittels HRGC-MS analysiert (Trennsédule #2, Temperaturpro-
gramm #2).

Die Aufarbeitung wird auch mit Referenzverbindungen (B-D-Glucose, -D-Galactose, 3-D-
Arabinose, B-D-Fructose) in analoger Art und Weise durchgefiihrt.

R der acetylierten Polyole aus den Flavonoiden: 30,05 min; MS (EI, 70 eV): m/z (%) 290 (4),
289 (5), 260 (6), 259 (5), 218 (17), 217 (16), 188 (20), 187 (25), 171 (25), 157 (30), 146 (33),
145 (37), 128 (50), 116 (62), 115 (100), 103 (62), 86 (43), 85 (50), 73 (23), 51 (15), 47 (8).
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3.1.24 Elementaranalyse der drei glykosilierten Flavonoide Rucl, Ruc2
und Ruc3

Fiir die Verbindungen Rucl, Ruc2 und Ruc3 wurden folgende Daten ermittelt: Rucl (ermit-
telt: C, 50,4 %; H, 5,2 %. C;33H4002 berechnet: C, 50,3 %; H, 5,1 %). Ruc2 (ermittelt:
C, 53,3 %; H 5,1 %. C44Hs0O26 berechnet: C, 53,1 %; H, 5,1 %). Rue3 (ermittelt: C, 55,2 %,
H, 5,1 %. CssHgoO30 berechnet: C, 55,0 %; H, 5,0 %).

3.2 Methoden zur Untersuchung von Rohkaffee
3.2.1 Gebundene Aromastoffe in Rohkaffee
3.2.1.1 Zweistufige Simultane Destillation-Extraktion (SDE)

Eine Suspension aus 125 g mit einer Schrotmiihle grob zerkleinerter griiner Kaffeebohnen
(jeweils K1, K2 und K3) in 1000 ml Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) wird der ersten Stufe
einer SDE unterworfen [Extraktionsmittel Pentan: Et,O (1:1); Temperatur der Wasserphase
105°C, Dauer 2,5 h]. Nach dem Abkiihlen wird die wéssrige Phase mit Phosphorsédure (conc.)
angesduert (pH 2.5) und erneut mit einer frischen Losungsmittelvorlage (siehe oben) iiber
2,5 h einer SDE unterzogen. Die organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet,
mit Standard versetzt (2-Heptanon, 820 pg absolut pro Extrakt) und an einer Vigreuxkolonne
auf 0,5 ml eingeengt. Die erhaltenen Extrakte werden mittels HRGC-MS analysiert. Die Iden-
tifizierung der detektierten ,,freien® und freigesetzten Aromastoffe erfolgt jeweils anhand von
Referenzmassenspektren und der zugehorigen linearen Retentionsindices. Tabelle 19 gibt

einen Uberblick iiber die identifizierten Substanzen und den Vergleich mit Referenzindices.

Tab. 19: Identifizierung von Aromastoffen durch HRGC-MS Analyse und anschlieende
Auswertung iiber Massenspektren und Retentionsindices aus der Datenbank.

R; Referenz® R; Verbindung aus Probe® Verbindung
1431 1427 E-Linalooloxid furanoid
1415 1423 Essigséure
1441 1441 Furfural

1461 1458 Z-Linalooloxid furanoid
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R; Referenz® Ri Verbindung aus Probe® Verbindung
1544 1539 Linalool
1649 1644 3-Methylbutansiure
1697 1691 a-Terpineol
1766 1771 3-Methyl-2-butensiure
1805 1807 B-Damascenon
1842 1837 Geraniol
1882 1890 2-Phenylethanol
2181 2174 4-Vinylguajacol

* Linearer Retentionsindex DBWAX aus Arbeitskreis-eigener Massenspektrum-Bibliothek; ® Linearer
Retentionsindex DBWAX, berechnet durch Alkaneichung.

3.2.1.2 Herstellung eines Glykosidrohextraktes

5 kg griine Kaffeebohnen (Provenienz Athiopien, K1) werden mit der Schrotmiihle zerkleinert
und zweimal mit je 2,5 | Petrolether (Sdp. 30-50°C) extrahiert, um Fette und unpolare Be-
gleitstoffe zu entfernen. Nach dem Trocknen des entfetteten Kaffeeschrotes wird fiir 24 h auf
dem Schiittler mit 4 1 Extraktionslosung (70 % MeOH-30 %Wasser, v/v) extrahiert (aufgrund
eines pH-Wertesvon 6 bis 6,5, wird auf eine zusétzliche Enzyminhibierung verzichtet). Da-
nach wird das Losungsmittel durch Filtration abgetrennt und der verbleibende Riickstand
erneut fiir 24 h mit weiteren 3 1 frischer Extraktionsmischung extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden am Rotationsverdampfer eingeengt; der konzentrierte Riickstand

wird lyophilisiert (Ausbeute 151,85 g).

Der pulverisierte Extrakt wird anschlieBend mit 100 ml dest. Wasser wieder aufgenommen
und auf eine vorkonditionierte (Et,O, Pentan, EtOAc, MeOH und Wasser) XAD-2-Séule
(10 x 100 cm) aufgebracht. Nach der Elution von polaren Substanzen (z.B. Zucker, Amino-
sduren, Salze) mit 4 1 Wasser und ggf. noch verbliebenen freien Aromastoffen mit 4 1 Et,O
wird der Glykosidrohextrakt durch Elution mit 4 1 MeOH gewonnen. Dieser Losungsmittelex-
trakt wird wie oben beschrieben im Vakuum konzentriert und lyophilisiert. Es werden 57,5 g

Glykosidrohextrakt erhalten.
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3.2.1.3 Enzymatische Umsetzungen zur Freisetzung von Aromastoffen

Aliquote (zwischen 1 und 100 mg, abhédngig von der jeweiligen Reinigungsstufe) der lyophi-
lisierten Extrakte und Fraktionen werden mit 5 ml Phosphatpuffer (pH=7,0 nur bei
B-Glucosidase, sonst pH = 5,5) und einer addquaten Menge an Enzymlosung (25-100 ul bei
den Rohapect-Mischungen, 5 mg bzw. 5 pul bei den Einzelaktivititen) versetzt und verschlos-
sen bei 37°C fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend werden die Umsetzungen mit Standard versetzt
(zwischen 82 und 250 pg 2-Heptanon) und dreimal mit je 5 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden liber Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-
kolonne auf ca. 400-500 pl eingeengt. Analog werden Blindwerte ohne Zugabe von Enzym
bzw. ohne Zugabe von Extrakten untersucht. Die Extrakte werden per HRGC-MS analysiert,
die Auswertung erfolgt anhand der Massenspektren und Vergleich von Retentionszeiten und
Retentionsindices. Halbquantitative Auswertung erfolgt anhand des Standards ohne Beriick-

sichtigung von Responsefaktoren.

3.2.14 Praparative Multilayer Coil Countercurrent Chromatographie
(MLCCC)

Fiir die praparative MLCCC wird das Losungsmittelsystem CHCl;—-MeOH—-Wasser (7—13-8,
v/v) verwendet. Die spezifisch leichte Phase dient als mobile Phase. In ihr werden 3 g Glyko-
sidrohextrakt fiir die Injektion geldst. Es werden Fraktionen zu je 20 ml gesammelt (insge-
samt 150), deren Zusammensetzung anschlieBend off-line mittels HPLC-UV-ELSD (Analyt.
Gradient #2) iiberpriift wird. Anhand dieser Analysen werden Fraktionen gleicher Zusammen-
setzung vereinigt, im Vakuum konzentriert und lyophilisiert (Vereinigung von Fraktion 1-5,
6, 7-8, 9-11, 12-14, 15-20, 21-35, 36-63, 64-80, 81-100, 101-123 und 124-150). Insgesamt
werden so 2,86 g an vorgereinigten, pulverisierten Fraktionen erhalten (inklusive des im Va-
kuum konzentrierten und lyophilisierten Coil-Inhaltes). Die Lyophilisate werden nach enzy-
matischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an freige-
setztem Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-butenséure hin tiberpriift.
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3.2.1.5 Priparative diskontinuierliche Fraktionierung an Kieselgel

Fiir diese Reinigung wird ein Glassdule (10 x 100 cm) bis zur 75 cm-Marke mit trockenem
Kieselgel befiillt. Darauf werden weitere 100 g Kieselgel, die mit 30 g des Glykosidrohextrak-
tes vermengt sind, aufgegeben. Die Elution erfolgt diskontinuierlich mit einem Gradienten aus

unpolaren und polaren Losungsmitteln (Tabelle 20).

Es werden insgesamt 37 Fraktionen zu je 250 ml gesammelt, deren Zusammensetzung an-
schlieend off-line mittels HPLC-UV-ELSD (Analyt. Gradient #2) iiberpriift wird. Anhand
dieser Analysen werden Fraktionen gleicher Zusammensetzung vereinigt, im Vakuum kon-
zentriert und lyophilisiert (Vereinigung siehe Tabelle 20). Insgesamt werden so 27,5 g an
vorgereinigten, pulverisierten Fraktionen erhalten. Die Lyophilisate werden nach enzymati-
scher Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an freigesetz-
tem Linalool, 3-Methylbutansdure und 3-Methyl-2-butenséure hin tiberpriift.

Tab. 20:  Ubersicht iiber die verwendeten Losungsmittelmischungen zur Kieselgel-Fraktio-
nierung des Glykosidextraktes.

Fraktionen Vol. [ml] Hexan [%] CH;3;Cls [%] CH)Cly [%] EtOAc [%] MeOH [%]

1-3 750 50 50 - - -

4-6 750 20 - 70 10 -

7-9 750 - - 60 40 -
10-13 1000 - - 40 60 -
14-17 1000 - - 20 80 -
18-19 500 - - - 80 20
20-21 500 - - - 80 20
22-23 500 - - - 70 30
24-25 500 - - - 70 30
26-27 500 - - - 50 50
28-29 500 - - - 50 50
30-31 500 - - - 25 75
32-33 500 - - - 25 75
34-35 500 - - - 0 100
36-37 500 - - - 0 100
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3.2.1.6 Darstellung von Linalool-O-B-D-glucopyranosid

Durchfiihrung

11,0 g Linalool (71,4 mmol) werden in 50 ml CH,Cl, gelost, mit 10,0 g Drierite® und 5,0 g
Silberoxid (21,5 mmol) versetzt und unter Lichtausschluss in einem 400 ml Jodzahlkolben
mit Tropftrichter unter Schutzgas fiir 30 min auf einem Magnetriihrer geriihrt. Anschlieend
tropft man 8,2 g a-D-Acetobromglucose (19,9 mmol) , die in 50 ml trockenem Dichlormethan
gelost sind, innerhalb von 20 min zu. Nach drei Tagen Riihren im Dunkeln ist die Reaktion

beendet, das Gemisch kann gereinigt werden.
Reinigung

Das Reaktionsgemisch wird {iber Celite filtriert, sorgfiltig gewaschen, eingeengt, in 90 ml
einer Mischung aus Pentan und Et,O (2:1, v/v) aufgenommen und mit 50 ml 50%igem MeOH
ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen der organischen Phase iiber Natriumsulfat und anschlie-
Bendem Einengen im Vakuum folgt eine sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(4 x 80 cm). Die Chromatographie erfolgt isokratisch mit dem Losungsmittelgemisch Pentan—
EtOAc (3:1, v/v). Es werden Fraktion zu je 25 ml eluiert, die mittels HRGC-MS (Saule #2,
Temperaturprogramm #2) untersucht werden. Die Fraktionen, in denen das acetylierte Lina-
lylglucopyranosid in der entsprechenden Reinheit vorliegt, werden vereinigt und am Rotati-

onsverdampfer eingeengt.

Ausbeute: 11 %; MS (EI) m/z (%): 169 (9), 137 (6), 136 (9), 121 (6), 109 (9), 93 (30),
81 (26), 80 (28), 69 (35), 43 (100), 41 (23).

Entacetylierung

600 mg Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosides werden in 20 ml MeOH gelost, mit 20 ml
0,02 molarer Natriummethanolatlosung versetzt und iiber Nacht stehen gelassen. Die Neutra-
lisation der Losung erfolgt mit Hilfe eines stark sauren Ionenaustauschers, der vor seiner Be-
nutzung mit MeOH gewaschen wird. Nach Abfiltrieren des Ionenaustauschers und Konzent-
rieren der methanolischen Losung am Rotationsverdampfer entsteht ein farbloses Ol der B-D-
Glucosids. Dieses wird an RP-18 Material (1,5 x 40 cm) mit einem Wasser—MeOH-Gradien-
ten gereinigt, die Fraktionskontrolle erfolgt mittels HPLC-UV-ELSD (Analyt. Gradient #2).
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Ausbeute: 75 %; '"HNMR: 1,54 (s, 3H), 1,57 (s, 3H), 1,64 (s, 3H), 4,94 (d, 8,0, 1H),
5,20 (dd, 10,0, 1,0, 1H), 5,34 (dd, 18,0, 1,0, 1H), 6,27 (dd, 18,0, 10,0, 1H).

3.2.1.7 Praparative Reinigungsschritte mittels reversed phase Chromato-

graphie

3.2.1.7.1 Gemeinsamer Reinigungsschritt fiir alle gesuchten Prekursoren

LC RP-18 Chromatographie (““RP-18) zur Reinigung von Fraktion 28-29 aus der diskontinu-

ierlichen Kieselgelfraktionierung

Zur préaparativen Reinigung der Fraktion 28-29 aus der vorangegangenen Fraktionierung an
Kieselgel wird der Extrakt (3,5 g) in 5 ml Wasser suspendiert und auf eine konditionierte RP-
18 Séule (2,5 x 40 cm) aufgebracht. Die Elution erfolgt mit einem Wasser—Acetonitril—
Gradienten in Schritten von je 10 % von 100 % Wasser nach 100 % Acetonitril, jeder Schritt
zu je 250 ml Losungsmittelgemisch. Nach der Kontrolle der insgesamt 145 erhaltenen Frakti-
onen mittels HPLC-UV-ELSD (Analyt. Gradient #2) werden Fraktionen gleicher Zusammen-
setzung vereinigt. Es ergeben sich somit F 1-25 (501,0 mg), F 26-33 (326,0 mg), F 34-37
(144,0 mg), F 38-42 (121,0 mg), F 43-48 (674,0 mg), F49-72 (1030,0 mg), F 73-77
(151,0 mg) und F 78-88 (45,0 mg), die restlichen Fraktionen bleiben unberiicksichtigt. Die
Lyophilisate der vereinigten Fraktionen werden nach enzymatischer Hydrolyse mittels
HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an freigesetztem Linalool, 3-Methyl-
butansiure und 3-Methyl-2-butenséure hin iiberpriift.

3.2.1.7.2 Reinigung der Linalool-Prekursoren

HPLC RP-8 Chromatographie ("""“RP-8) zur Reinigung von Fraktion 73-77 aus der vorher-
gehenden Reinigung (““RP-18)

Zur Reinigung der Fraktion 73-77 aus ““RP-18 wird eine HPLC-Trennung mit einer pripara-
tiven RP-8 Sdule mit einem Wasser—Acetonitril-Gradienten (Prdp. Gradient #1) herangezo-
gen (Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 15 Fraktionen gesammelt: F 1 (0-
8 min, Ausbeute nicht bestimmt), F 2 (8-12 min, Ausbeute nicht bestimmt), F 3 (12-16 min,
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Ausbeute nicht bestimmt), F 4 (16-23 min, Ausbeute nicht bestimmt), F 5 (23-31 min, Aus-
beute nicht bestimmt), F 6 (31-37 min, Ausbeute nicht bestimmt), F 7 (37-38 min, 3,1 mg
Ausbeute), F 8 (38-39 min, 5,4 mg Ausbeute), F9 (39-39,5 min, 3,4 mg Ausbeute), F 10
(39,5-40,5 min, 3,5 mg Ausbeute), F 11 (40,5-41,5 min, 7,9 mg Ausbeute), F 12 (41,5-
44 min, 13,2 mg Ausbeute), F 13 (44-45,5 min, 11 mg Ausbeute), F 14 (45,5-46,5 min,
3,1 mg Ausbeute), F 15 (46,5-50 min, 2,0 mg Ausbeute). Pro Injektion werden 6 mg des Aus-
gangs-Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung wird 25mal wiederholt. Die Rechro-
matographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels HPLC-UV-ELSD an einer analytischen
RP-18 Sdule (Analyt. Gradient #3). Die Lyophilisate der vereinigten Fraktionen werden nach
enzymatischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an

freigesetztem Linalool hin tiberpriift.

HPLC RP-18 Chromatographie (""““RP-18;) zur Reinigung von Fraktion 13 aus der vorher-
gehenden Reinigung (""*“RP-8)

Zur Reinigung von Fraktion 13 aus "¢

RP-8 wird eine HPLC-Trennung mit einer priparati-
ven RP-18 Séule mit einem Wasser—Acetonitril-Gradienten (Prap. Gradient #2) herangezogen
(Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 4 Fraktionen gesammelt:
F 1 (42-45,5 min, 4,2 mg Ausbeute), F 2 (45,5-48 min, 1,3 mg Ausbeute), F 3 (48-50 min,
3,2 mg Ausbeute), F 4 (50-54 min, 1,9 mg Ausbeute). Pro Injektion werden 2 mg des Aus-
gangs-Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung wird 6mal wiederholt. Die Rechro-
matographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels HPLC-UV-ELSD an einer analytischen
RP-18 Sdule (Analyt. Gradient #4). Die Lyophilisate der vereinigten Fraktionen werden nach
enzymatischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an

freigesetztem Linalool hin tiberpriift.

HPLC RP-18 Chromatographie (""*“RP-18,;) zur Reinigung von Fraktion 1 aus der vorher-
gehenden Reinigung (""*“RP-18))

Zur Reinigung von Fraktion 1 aus "¢

RP-18; wird eine HPLC-Trennung an einer analyti-
schen RP-18 Sdule mit einem Wasser—Acetonitril-Gradienten (Analyt. Gradient #4) herange-
zogen (Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 2 Fraktionen gesammelt:
F 1 (35,8-36,2 min, 0,9 mg Ausbeute), F 2 (36,25-36,6 min, 0,8 mg Ausbeute). Pro Injektion
werden 0,4 mg des Ausgangs-Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung wird 10mal
wiederholt. Die Rechromatographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels HPLC-UV-

ELSD an derselben analytischen RP-18 Siule (Analyt. Gradient #4). Die vereinigten Fraktio-
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nen werden im Vakuum konzentriert und lyophilisiert, auf eine enzymatische Hydrolyse wird

an dieser Stelle aufgrund der geringen Menge der isolierten Verbindungen verzichtet.
Acetylierung der aufgereinigten Verbindungen AKI und AK2

Jeweils 0,9 mg bzw. 0,8 mg der Verbindungen AK1 und AK2 werden (nachdem die Verbin-
dungen nativ mittels NMR vermessen worden sind) in 2 ml Pyridin aufgenommen, in ein
Priparateglas tiberfithrt und mit 2 ml Acetanhydrid versetzt. Fiir die Acetylierung wird 12 h
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Losung wird mit 5 ml Chloroform versetzt, das
Pyridin wird nun durch Ausschiitteln mit 7 %iger wissriger Kupfersulfatlosung entfernt und
die verbleibende organische Phase mit Wasser neutral gewaschen. Die organische Phase wird
iiber Natriumsulfat getrocknet und mittels Destillation an einer Vigreux-Kolonne auf ein Vo-
lumen von ca. 0,5 ml eingeengt. Dieser Extrakt wird mittels HRGC-MS analysiert (Trennséu-

le #2, Temperaturprogramm #2).

3.2.1.7.3 Reinigung der Prekursoren von 3-Methylbutansiure

HPLC RP-18 Chromatographie (""*“RP-181;) zur Reinigung von Fraktion 34-37 aus der
vorhergehenden Reinigung (““RP-18)

Zur Reinigung von Fraktion 34-37 aus ““RP-18 wird eine HPLC-Trennung an einer pripara-
tiven RP-18 Séaule isokratisch mit einer Wasser—Acetonitril-Mischung (Prdp. Gradient #3)
herangezogen (Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 6 Fraktionen gesammelt:
F1 (40,0-41,5 min, 7,0 mg Ausbeute), F2 (41,5-42,2min, 1,3mg Ausbeute),
F 3 (42,2-44,0 min, 2,5 mg Ausbeute), F4 (46,0-49,0 min, Ausbeute nicht bestimmt),
F 5 (54,0-57,0 min, Ausbeute nicht bestimmt), F 6 (58,0-60,0 min, Ausbeute nicht bestimmt).
Pro Injektion werden 7 mg des Ausgangs-Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung
wird 21mal wiederholt. Die Rechromatographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels
HPLC-UV-ELSD an einer analytischen RP-18 Séule (Analyt. Gradient #4). Die Lyophilisate
der vereinigten Fraktionen werden nach enzymatischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der

Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an freigesetzter 3-Methylbutansédure hin iiberpriift.
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3.2.1.7.4 Reinigung des Prekursors von 3-Methyl-2-butensiure

HPLC RP-18 Chromatographie ("""“RP-18yy) zur Reinigung von Fraktion 38-42 aus der
vorhergehenden Reinigung (““RP-18)

Zur Reinigung von Fraktion 38-42 aus ““RP-18 wird eine HPLC-Trennung an einer pripara-
tiven RP-18 Sdule mit einem Wasser—Acetonitril-Gradienten (Prdp. Gradient #4) herangezo-
gen (Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 7 Fraktionen gesammelt:
F 1(15,0-35,0 min, Ausbeute nicht bestimmt), F2 (35,0-36,2 min, 4,1 mg Ausbeute),
F3(36,2-39,2 min, 8,5 mg Ausbeute), F4 (39,2-41,0 min, 12,4 mg Ausbeute),
F5(41,0-42,0 min, 22,6 mg Ausbeute), F6 (42,0-43,0min, 4,5mg Ausbeute),
F 7 (43,0-50,0 min, 1,0 mg Ausbeute). Pro Injektion werden 8 mg des Ausgangs-
Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung wird 15mal wiederholt. Die Rechroma-
tographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels HPLC-UV-ELSD an einer analytischen
RP-18 Sdule (Analyt. Gradient #5). Die Lyophilisate der vereinigten Fraktionen werden nach
enzymatischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an
freigesetzter 3-Methyl-2-butensdure hin iiberpriift.

HPLC RP-18 Chromatographie ("""“RP-18y) zur Reinigung von Fraktion F3 aus der vorher-
gehenden Reinigung ("""“RP-18yy)

Zur Reinigung von Fraktion F3 aus ""““RP-18;y wird eine HPLC-Trennung an einer analyti-
schen RP-18 Sédule mit einem Wasser—Acetonitril-Gradienten (Analyt. Gradient #6) heran-
gezogen (Detektion mit UV und ELSD). Es werden insgesamt 3 Fraktionen gesammelt:
F1(28,2-28,8min, 1,2mg Ausbeute), F2 (28,8-29,2min, 0,5mg Ausbeute),
F 3 (29,2-32,5 min, 0,7 mg Ausbeute). Pro Injektion werden 0,35 mg des Ausgangs-
Lyophilisates on-column gegeben, die Reinigung wird 22mal wiederholt. Die Rechroma-
tographie der erhaltenen Fraktionen erfolgt mittels HPLC-UV-ELSD an einer analytischen
RP-18 Sdule (Analyt. Gradient #6). Die Lyophilisate der vereinigten Fraktionen werden nach
enzymatischer Hydrolyse mittels HRGC-MS der Diethyletherextrakte auf ihren Gehalt an
freigesetzter 3-Methyl-2-butensdure hin iiberpriift.
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3.2.1.7.5 Elementaranalyse der Aromastoff-Prekursoren AK1l, AK2, AK3,
AK4 und AKS

Fiir die Verbindungen AK1, AK2, AK3, AK4 und AKS wurden folgende Daten ermittelt:
AKI1 (ermittelt: C, 56,3 %; H, 8,2 %. Fiir C;;H3¢0,0 berechnet: C, 56,2 %; H, 8,1 %). AK2
(ermittelt: C, 56,0 %; H, 8,2 %. Fiir C;;H360¢ berechnet: C, 56,2 %; H, 8,1 %). AK3 (ermit-
telt: C, 48,6 %; H, 7,2 %. Fiir C;¢H230,; berechnet: C, 48,5 %; H, 7,1 %). AK4 (ermittelt:
C,47,8%; H, 7,0%. Fir C7H300;, berechnet: C, 47,9 %; H, 7,1 %). AKS (ermittelt:
C, 48,8 %; H, 6,9 %. Fiir C;sH»c01; berechnet: C, 48,7 %; H, 6,7 %).

3.2.2 Untersuchungen zur Herkunftsanalytik von Rohkaffee

3.2.2.1 Isolierung von Coffein aus Rohkaffee

Zur Isolierung des in Rohkaffee enthaltenen Coffeins werden je 150 g Bohnen in der Schrot-
miihle zerkleinert. Das Schrot wird mit 500 ml Wasser zum Sieden erhitzt und weitere 15 min
beim Sieden belassen. Nach dem Abkiihlen wird der wissrige Extrakt abfiltriert und mit
Chloroform an einer Apparatur zur Fliissig-Fliissig-Extraktion (fiir schwere Losungsmittel)
6 h lang extrahiert. Die organische Phase wird tiber Na,SO4 getrocknet und am Rotationsver-
dampfer auf ca. 5 ml eingeengt. Das Coffein wird durch Zugabe von 20 ml Petrolether (30°C-
50°C) ausgefillt, abfiltriert und in wenig Methanol umkristallisiert. Die Ausbeute betrigt
3-5¢g.

3.2.2.2 Kontrolle potentieller Isotopendiskriminierung

Um die unter 3.2.2.1 beschriebene Methodik auf potentielle Isotopendiskriminierung hin zu
kontrollieren (bzw. diese auszuschlieBen) wurden fiir Aliquote der erworbenen synthetischen
Coffein-Referenzen sowohl direkt als auch nach der fiir die Kaffeebohnen verwendeten Ex-
traktionsmethode (vgl. 3.2.2.1) jeweils die Isotopenverhéltnisse von Kohlenstoff, Sauerstoff

und Wasserstoff bestimmt.
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3.2.23 Reinheitskontrolle des isolierten Coffeins und Bestimmung der Iso-

topenverhiltnisse von Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasserstoff

Zur Reinheitskontrolle der isolierten Coffein-Proben wird eine wissrige Losung mittels
HPLC-DAD analysiert (Gradient #8, Séule #1), die Auswertung erfolgt bei 285 nm. Anhand
der Peakfldchen der integrierten Peaks wird der Reinheitsgrad bestimmt. Zusétzlich werden
die isolierten Coffein-Proben mittels '"H NMR und Schmelzpunktbestimmung auf Reinheit
iiberpriift. Dabei zeigt sich, dass die zu einem Prozentsatz von 0,05-0,16% enthaltenen Verun-
reinigungen im wesentlichen aus den beiden Nebenalkaloiden Theobromin und Theophyllin
bestehen. Die Isotopenverhiltnisse fiir Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasserstoff werden mit-
tels EA-IRMS bestimmt. Tabelle 21 fasst die Ergebnisse der Reinheitskontrolle sowie die

jeweils ermittelten 5-Werte zusammen.

Tab. 21: Reinheitsgrad sowie SISOSMOW-, 813CpDB-, 82HSMOW-Werte der aus Rohkaffee
isolierten Coffeinproben.

Kiirzel Reinheit Reinheit Schmelz-  §"%0smow ~ 6°Cppr §’Hsmow
HPLC-DAD® [%] punkt [°C] [%0] [%o] [%o]

K1 99,9 238,1 -2,6£0,3 -27,3+0,1 -127+3
K2 99,8 238,4 -29+0,5 -27,2+0,2 -137+5
K3 99,8 238,1 -10,6 £ 0,3 -29.9+0,1 -179+£3
K7 99,7 2382 -10,6 £0,3 -28,0+£0,2 -191+3
K8 99,9 237,5 +1,7+0,5 -26,4 £ 0,1 118+ 1
K10 99,9 237.9 -8,6 £0,1 -26,9 +£0,2 -178 £ 3
K11 99,9 238,2 52701  -268+01  -165+2
K12 99,8 2378 -6,7+0,1 -27,1+£0,1 -164 £ 1
K13 99,9 237,5 -3,5+0,1 -28,0+0,1 -159+4
K14 99,9 238,3 -9,4+0,2 -28,9+0,1 -188+3
K15 99,9 238.,6 -1,2+0,2 -26,3+£0,1 -146 £ 5
K16 99.8 237.4 61404 292402  -156+2
K17 99,8 237,4 +1,1+£0,2 -26,2 £0,1 -131£2
K18 99,8 237,9 -4,0+£0,2 -27,5+0,1 -168+2
K19 99,9 2384 -8,8+0,3 -29,4+0,1 -176 £2
K20 99,9 2379 -1,4+0,6 -27,0+£0,2 -133+£3
K21 99,9 237,6 -3,1+0,2 -279+0,1 -144 £ 2
K22 99,9 238,1 -3,0+0,3 -27,1+£0,2 -142 + 1

K23 99,9 238,5 -10,8+0,5 -27,8+0,2 -179£5
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Kiirzel Reinheit Reinheit Schmelz- 3" 0gmow 8Cppp S*Hsmow
HPLC-DAD® [%] punkt [°C] [%o0] [%0] [%0]

K24 99.9 238.4 9,0+ 0,4 -27,3+0,1 -182+4
K25 99,8 238,0 -9,2+0,3 -27,0+0,1 -173+£5
K26 99,8 237,5 -9,3+£0,5 -27,8+0,2 -164+£3
K27 99,8 237,9 -9,2+£0,2 -27,5+0,2 -147+4
K28 99.9 237,6 -10,2+0,2 -28,1+0,1 -152+3
K29 99,9 238,1 -7,7+£0,2 -26,9+0,1 -171+£2
K30 99,9 238,2 -8,5+0,7 -29,0+0,2 -174 £ 4
K31 99,9 238,3 -8,2+0,5 -26,5+0,1 -167+3
K32 99,8 238,0 -8,8£0,2 -26,1 £0,1 -160+ 4
K33 99.8 2374 -8,8+0,4 -26,3+0,1 -159+4
K34 99,9 237,5 9,1+£04 -27,2+0,1 -180+4
K35 99,9 238,0 -12,0+£0,3 -27,1+0,2 -197+2
K36 99,9 238,3 -3,6 £0,1 -27,1+0,1 -122+£2
K37 99,9 2383 +1,4+04 -26,0+0,1 -123+3
K38 99.9 238.4 -3,5+0,3 -26,5+0,1 -122+1
K39 99,9 237,3 +0,1 £0,1 -254+0,1 -125+4
K40 99,9 237,9 +2,0+0,2 -25,2+0,1 -110+ 1
K41 98,7 237,6 0+04 -25,7+0,1 -131+4
K42 99.8 238.4 -0,4+04 -25,1+0,1 -119+1
K43 99,9 238,1 -0,2+0,2 -25,6 £ 0,2 -121+£2
K44 99,9 238,0 +1,6 £0,4 -25,6 £0,2 -125+5
K45 99,8 237,9 -9,2+£0,1 -28,6 £0,2 -149+2
K46 99,8 237,9 -11,7+£0,5 -26,5+0,2 -175+4
K47 99.8 237,6 -11,6+0,1  -25,6+0,1 -185+2
K48 99,9 238,3 -11,3+£0,2 -259+0,2 -173 £ 4
K49 99,9 238,2 -1,6 £0,4 -28,7+0,1 -157+3

* Reinheit ermittelt tiber UV-Spur 276 nm.
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D Zusammenfassung

Unsere Lebensmittel haben eine zweifache, auch vom Gesetz vorgegebene Zweckbestim-
mung, d.h. sie dienen einerseits dem Genuss und andererseits der Erndhrung. Aktuelle For-
schungsstrategien in der Lebensmittelchemie auf diesen Gebieten lassen sich dahingehend
zusammenfassen, dass im ersten Bereich die Suche nach wirksamen Aromastoffen und deren
Vorldufern sowie auch zunehmend Probleme der Herkunftsanalytik im Vordergrund stehen.
Auf dem Gebiet der Erndhrung spiegeln die Schlagworte ,,Funktionalitdt™ und ,,Bioaktivitét™

die derzeitigen Entwicklungen wider.

Fiir alle Bereiche bilden instrumentell-analytische Techniken die Grundlage fiir Bewertungen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir daher das uns zur Verfiigung stehende analyti-
sche Potential genutzt, in den oben genannten Gebieten einschldgige Beitrdge zu leisten, d.h.
die Suche nach wertgebenden Aromastoffen fortzufithren, Zuckerkonjugate zu untersuchen,
die sowohl als Aromavorldufer als auch im Hinblick auf Bioaktivititsstudien von Bedeutung
sein konnen, und schlieBlich Methoden zur Herkunftsanalytik zu forcieren. Zu diesen Studien
sind als attraktive und wirtschaftlich bedeutsame Rohwaren Rucola (Eruca sativa Mill.) und

Kaffee (Coffea arabica) eingesetzt worden.

Untersuchungen an Rucola

Schwefelhaltige Aromastoffe in Rucolabldttern

Mit Hilfe der Kopplung aus S-selektiver Detektion und strukturselektiver massenspektro-

metrischer Analytik sind in Extrakten von Rucolablittern 22 schwefelhaltige Verbindungen

strukturell charakterisiert worden.

SH
S18 ~OIN N /\)\/\OH S16
s20 — NN NH
>=s S24
VEP A VNS s
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Darunter befanden sich neben Minorkomponenten wie 3-Sulfanyl-1-hexanol (S16) Glucosi-
nolatabbauprodukte wie 4-Methylthiobutylnitril (S18), 4-Methylthiobutylthiocyanat (S20)
und 4-Methylthiobutylisothiocyanat (S22). Mit [1,3]-Thiazepan-2-thion (S24) ist eine bislang

nicht bekannte Komponente erstmals beschrieben worden.

Exciton Chirality-Methode zur Bestimmung der Absolutkonfiguration von 2- und 3-Sulfanyl-

1-alkanolen

Das Vorkommen von 3-Sulfanyl-1-hexanol (S16 bzw. 6), welches im Ubrigen anhand von
MDGC-MS-Analytik in nahezu racemischer Form (44:56 %, R:S) in Rucola gefunden wurde,
forderte dazu heraus, in einer Modellstudie eine allgemeine Methode zur Bestimmung der
Absolutkonfiguration azyklischer 2- und 3-Sulfanyl-1-alkanole mittels der ECCD-Methode zu

entwickeln.
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Dabei wurden in einer Ein-Schritt-Synthese die funktionellen Gruppen der 2- und 3-Sulfanyl-
I-alkanole (in der Studie handelte es sich um enantiomerenreine 2- und 3-Sulfanyl-1-hexa-
nole) jeweils mit dem Chromophor 9-Anthroylflourid derivatisiert (Verbindungen 12 und 14).
Die entsprechenden CD-Splitkurven erlaubten eine eindeutige Zuordnung der Konfiguration.
Die entwickelte Mikro-Mallstab-Methode wurde ebenfalls erfolgreich zur Bestimmung der
Absolutkonfiguration von in der Studie als zusidtzliche Modellverbindungen eingesetzten
1,2-und 1,3-Diolen angewendet. 3-Sulfanyl-1-hexanol wurde abschlieBend in einer Zwei-
Schritt-Synthese mit 9- und 2-Anthroylflourid derivatisiert (Verbindung 17), auch diese Vari-

ation erlaubte eine eindeutige Zuordnung der Absolutkonfiguration.
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Flavonoidglykoside

0 OCH,

OH
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Mittels priparativer HPLC-Techniken wurden drei neue Flavonoidglykoside aus Rucolablit-
tern isoliert. Deren Charakterisierung erfolgte mittels Tandemmassenspektrometrie sowie ein-
und zweidimensionalen NMR-Messungen. Die Verbindungen sind als Quercetin-3,3’,4’-tri-
O-B-D-glucopyranosid (Rucl), Quercetin-3’-(6-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3,4’-di-O-
3-D-glucopyranosid (Rue2) und Quercetin-3-(2-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3’-(6-sina-
poyl-O-B-D-glucopyranosyl)-4’-O-B-D-glucopyranosid (Ruc3) identifiziert worden. Diese
Quercetin-Derivate zeigten sowohl hinsichtlich der Glucosilierung des Aglykons (an den Po-
sitionen 3, 3’ und 4°) als auch beziiglich der Acylierung (in Position 2 einer Glucoseeinheit

bei Ruc3) ungewohnliche Strukturen.

Untersuchungen an Rohkaffee

Zuckerkonjugate als Aromastoffvorldufer

Bei Rohkaffee hat man bislang keine Studien {iber das Vorkommen von Zuckerkonjugaten als
Aromastoffvorldufer durchgefiihrt. Wir konnten diese Liicke anhand der Strukturaufklarung

der nachfolgend aufgefiihrten Verbindungen schlief3en.

Durch Kombination verschiedener préaparativer Techniken (CCC, LC und HPLC) mit ver-
schiedenen Methoden der Strukturaufklirung (HRGC-MS, HPLC-MS/MS, ein- und zweidi-
mensionale NMR) sind aus Rohkaffee fiinf Aromastoffprekursoren isoliert und identifiziert

worden.
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Fiir die beiden aus Rohkaffee isolierten Linalyldisaccharide wurden als Strukturen 3(S)-
Linalyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-o-L-arabinofuranosid (AK1) und 3(S)-Linalyl-3-O--
D-glucopyranosyl-(1-6)-B-D-apiofuranosid (AK2) ermittelt.

Weiterhin sind erstmals drei neue Aromastoffprekursoren in Form von Zuckerestern, d.h.
(3-Methylbutanoyl)-1-O-B-D-glucopyranosyl-p-D-apiofuranosid (AK3), (3-Methylbutanoyl)-
6-0-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-fructofuranosid (AK4) und (3-Methyl-2-butenoyl)-O-§-
D-glucopyranosyl-p-D-apiofuranosid (AKS) in Rohkaffee charakterisiert worden.
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Multielement-Analytik von Coffein zur Herkunftsbestimmung von Rohkaffee

Die Kenntnis der Herkunft bestimmter Lebensmittel bzw. einzelner Inhaltstoffe spielt fiir die
Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle. Fiir die Zuordnung der geographischen Herkunft
von Rohkaffee wurden in dieser Arbeit die *C/"*C-, *H-/'"H- und '80/'®O-Verhiltnisse von
extrahiertem Coffein mittels Elementaranalysator-Isotopenmassenspektrometrie (EA-IRMS)

bestimmt.
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Zur Bewertung der Multielement-Messwerte wurden diese statistischen Berechnungen unter-
zogen. Zur Anwendung kamen die Lineare Diskriminanzanalyse (LDA) und die Auswertung

mittels sog. ,,Classification and Regression Trees* (CART).

Anpassung Kreuzvalidierung
3 ; & 3 ; &
2 )
82 s @0 %2 > %@
E g
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3 1 2 3
zugewiesene Klasse zugewiesene Klasse

In der Anpassung wurde dabei eine Probe aus der Klasse 1 (Provenienz Afrika) der Klasse 2
(Provenienz Amerika) zugeordnet und eine Probe der Klasse 2 der Klasse 1 zugeordnet (Feh-
lerrate von 5,1 %). Bei Kreuzvalidierung wurden drei der 39 Proben falsch zugeordnet (je-
weils zwei der Klasse 1 und eine der Klasse 2), die Fehlerrate betrug hier somit 7,7 %. Die
Proben der Klasse 3 (synthetisches Coffein) lieen sich zu 100 % von denjenigen natiirlichen

Ursprungs unterscheiden.






Summary 179

E Summary

Our foods exhibit two functions defined by legislation, too, i.e. to provide pleasure and nutri-
tive effects. Current research strategies in food chemistry in these areas can be summarized as
follows, i.e. that in the first-mentioned area the search for effective aroma substances and their
precursors as well as, increasingly, also problems of authenticity assessments predominate. In
the area of nutrition, the highlights “functionality” and “bioactivity” reflect the actual research

trends.

In all areas instrumental-analytical techniques form the fundament of evaluations. Thus, we
used our analytical potential to provide new informations in the above-mentioned areas, i.e. to
continue the search for valuable aroma compounds, to study sugar conjugates being important
as flavour precursors and for bioactivity studies, as well as, finally, to strengthen methods for
authenticity assessment. For these studies rocket salad (Eruca sativa Mill.) and green coffee

(Arabica coffea), both known as attractive industrially important raw materials, were used.
Studies of rocket salad

Sulphur-containing flavour compounds in rocket salad leaves

In flavour extracts of rocket salad leaves we characterized 22 sulphur-containing constituents
by means of HRGC-MS/SCD analysis. This analytical tool allows parallel detection of com-

pounds eluting from the GC column by mass spectrometry (to get structural information) and

by chemiluminescence (to get selectively signals of sulphur-containing substances).
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Among the identified constituents we detected minor compounds such as 3-sulfanyl-1-
hexanol (S16), by-products of myrosinase hydrolysis such as 4-methylthiobutyl nitrile (S18),
4-methylthiobutyl thiocyanate (S20) and 4-methylthiobutyl isothiocyanate (S22) as well as
[1,3]-thiazepan-2-thion (S24), the latter described for the first time.

Exciton chirality method for the determination of the absolute configuration of 2- and 3-sul-
fanyl-1-alkanols

By means of multidimensional GC-MS (MDGC-MS) the enantiomeric ratio of 3-sulfanyl
hexanol was determined as 44 % (R) to 56 % (S). In addition, a method for the determination
of the absolute configuration of chiral 2- and 3-sulfanyl-1-alkanols (and 1,2 diols and 1,3

diols as model compounds) was developed.
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We demonstrated for the first time that the CD exciton chirality method can be extended to
acyclic 2- and 3-sulfanyl-1-alkanols. The simple one-step derivatization using the 9-anthroate
chromophore provided a general microscale method for the determination of the absolute
configuration. Exciton coupling between the two 9-anthroate chromophores led to intense
positive split CD curves for the (R)-configured 2-sulfanyl-1-alkanols and the (S)-configured
3-sulfanyl-1-alkanols (compounds 12 and 14, respectively) as well as vice versa. The devel-
oped method was also useful for the stereochemical assignment of 1,2- and 1,3-diols. Fur-
thermore, the application of the two step-derivatization using two different chromophores for
both functional groups (2- and 9-anthroate) also resulted in mirror image split CD curves for
both enantiomers (compound 17), allowing the stereochemical assignment of 3-sulfanyl-1-

alkanols.
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Flavonoid glycosides
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Three novel flavonoid glycosides were isolated of leaves of rocket salad by means of prepara-
tive techniques. Structural elucidation was performed using LC-MS/MS as well as one and
two dimensional NMR experiments. The compounds were identified as quercetin 3’,4’-tri-O-
B-D-glucopyranoside (Ruecl), quercetin 3’-(6-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3,4’-di-O-83-
D-glucopyranoside (Ruc2) and quercetin 3-(2-sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-3’-(6-
sinapoyl-O-B-D-glucopyranosyl)-4’-O-p-D-glucopyranoside (Rue3). These quercetin deriva-
tives exhibited unusual structures as to the glucosylation of the aglycones (at positions 3, 3’

and 4”) and the type of acylation (at position 2 of a glucose moiety in Ruc3).

Studies of green coffee beans

Sugar conjugates as flavour precursors

Studies of bound flavour precursors in green coffee beans (Coffea arabica) have not been
carried out to date. We were able to fill out this gap by means of structural analysis of the
following compounds. By combination of different preparative analytical steps (CCC, LC and
HPLC) with several analytical methods of structural elucidation (HRGC-MS, HPLC-MS/MS,
one and two dimensional NMR experiments) five flavour precursors were isolated and identi-

fied in green coffee beans.
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The two isolated linalool disaccharides were identified as 3(S)-linalyl-3-O-B-D-glucopyra-
nosyl-(1-6)-a-L-arabinofuranoside (AK1) and 3(S)-linalyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-6)-3-
D-apiofuranoside (AK2).

In addition, three novel flavour precursors were identified as sugar esters, i.e. (3-methyl-
butanoyl)-1-O-B-D-glucopyranosyl-B-D-apiofuranoside (AK3), (3-methylbutanoyl)-6-O-a-
D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-fructofuranoside (AK4) and (3-Methyl-2-butenoyl)-O--D-
glucopyranosyl-B-D-apiofuranoside (AKS).
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Multi-element analysis of caffeine for authenticity assessment of green coffee

The knowledge of the origin of food and its ingredients is actually one of the major topics for
the food industry. For the assignment of the geographic origin of green coffee we determined
the ratios of *C/"*C, *H/'H and "*0/'°O of extracted caffeine by means of elemental analysa-

tor/isotopic mass spectrometry (EA-IRMS).
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To check the suitability of the analytical data obtained by EA-IRMS we used statistical calcu-
lations, i.e. (i) linear discrimination analysis (LDA) and (ii) validation via classification and

regression trees (CART).

adaption cross validation
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In the course of adaption one sample of class 1 (origin Africa) was assigned to class 2 (origin
middle and south America) and vice versa, resulting in an error rate of 5.1 %. Using cross
validation three of the 39 analyzed samples were assigned incorrectly resulting in an error rate
of 7.7 %. Samples of class 3 (synthetic caffeine) were discriminated from that of natural ori-

gin at a rate of 100 %.
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