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ZUSAMMENFASSUNG

Aussagekraftige Methoden zur Authentizitatsbewertung sind unerlasslich, um so-
wohl einen fairen Handel als auch das Vertrauen der Verbraucher in die Qualitat
von Lebensmitteln zu gewéhrleisten.

Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand der Parameter 'Enantioselektivitat' und ‘'Iso-
topendiskriminierung’ Methoden zur Authentizitatskontrolle von Schaumweinen
und Erdbeeren, beides Produkte mit einem vergleichsweise hohen Handelswert,
zur Verfuigung zu stellen. Um unmittelbare Anwendbarkeit in der Praxis zu ermdg-
lichen, sollten dabei Untersuchungsmethoden zur Anwendung kommen, wie sie in
Speziallaboratorien der Lebensmittelkontrolle gangig sind. Die Methoden der Wahl
waren Gaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS), Multidimensionale
Gaschromatographie an achiraler/chiraler Phase (enantio-MDGC-MS) und Isoto-
penverhaltnismassenspektrometrie (IRMS), letztere sowohl in der Anwendung
mittels Elementaranalysatoren (EA) als auch in der Kopplung mit der Gaschroma-
tographie (HRGC-IRMS).

Zur Echtheitspriufung von Schaumweinen wurde 1,2-Propandiol als mégliche neue
Markerkomponente ausgewahlt und eine Methode zu dessen Extraktion und
Enantiomerenanalytik erarbeitet. Die erzielten Ergebnisse zeigten, dass weder der
Gehalt noch das Enantiomerenverhaltnis fur sich alleine eine Aussage uber Her-
kunft oder Produktionsmethode ermdglichen. Eine Kombination beider Parameter
kann jedoch als Ausgangspunkt fur die Authentifizierung von Schaumweinen die-
nen.

Die Untersuchung von Erdbeer-Aromaprofilen mittels HRGC-MS ergab, dass die
Aromastoffzusammensetzung von Erdbeeren mafl3gebend von der jeweiligen Erd-
beersorte beinflusst wird. Es zeigte sich, dass alle Erdbeer-Aromaprofile einem
von zwei mdglichen Aromaprofiltypen von Kulturerdbeeren zuzuordnen sind. Im
Hinblick auf eine Authentizitatsbewertung anhand von Aromastoffprofilen ermog-
licht dies den Nachweis einer héheren Menge von nicht aus der Erdbeerfrucht
stammendem Aroma zu Erdbeerprodukten.

Ein wesentlicher Ansatz zur Uberprifung der Authentizitat von Erdbeeraromastof-
fen war die Messung des Stabilisotopenverhéltnisses von 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon (Furaneol®), welcher als "Schliisselaromastoff' bei Erdbeeren (und
Ananas) gilt. Die Ergebnisse zeigten, dass lediglich das Sauerstoffstabilisotopen-
verhaltnis *0/*°0 als Grundlage fiir eine aussagekraftige Methode dienen kann.




Eine Unterscheidung von nattrlichem Erdbeeraroma aus Erdbeerfriichten und aus
anderen naturlichen Materialien liel3 sich hierbei nicht erreichen, jedoch war die
synthetische Herkunft einddeutig identifizierbar. Der Einsatz geplanter Multiele-
mentanalytik scheiterte an unzureichender Reproduzierbarkeit sowohl bei *H/*H-,
als auch bei *C/**C-Analysen, wobei die Ursache bei erstgenannten in Aus-
tauschreaktionen liegt.




SUMMARY

Reliable authenticity control methods are of key importance both to ensure honest
trading standards and consumers' trust in food quality.

The aim of this study was to provide methods for checking the authenticity of
strawberries and sparkling wine, both products with a high trade value, using the
parameters 'enantioselectivity’ and ‘isotope discrimination’. To ensure that the
methods are easily applicable in food control they should be feasible on appara-
tuses that form part of the established equipment of a specialised food control
laboratory. The chosen methods were gas-chromatography coupled with mass
spectrometry (HRGC-MS), multi-dimensional gas chromatography (achiral/chiral
phase, enantio-MDGC-MS) and isotope ratio mass spectrometry, the latter cou-
pled with both elemental analysis (EA-IRMS) and gas chromatography (GC-
IRMS).

For the authentification of sparkling wine, 1,2-propanediol was evaluated as a po-
tential new marker compound, and a method for its extraction and gas chromato-
graphic analysis was developed. The results showed that neither the content nor
the enantiomeric excess of said compound taken alone could provide sufficient
information to identify the product in terms of its geographic origin or production
process. However, a combination of both parameters is a promising starting point
for the authentication of sparkling wines.

Further, the study of the aroma profiles of strawberries, measured by HRGC-MS,
showed that the flavour profiles of strawberries are decisivly influenced by the
strawberry variety. The results demonstrated that the aroma profiles could be
classified into one of two groups of strawberry aroma profiles of cultivated straw-
berries. This in consequence made it possible to use deviations from these known
aroma profiles of strawberry flavour as an indication for an adulteration of straw-
berry products with flavorings derived form sources other than strawberry fruits.

An important approach to the authentification of strawberries was the measure-
ment of the ratio of stable isotopes in 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone
(Furaneol®), this being considered to be a key component in the flavour of straw-
berries (and ananas). The results showed that the stable isotope ratios of oxygen,
80/*°0, alone can be used as a basis in a reliable method. Further, it was demon-
strated that by this approach no distinction between natural strawberry flavor from

\Y,



the named fruit or other biological sources could be achieved. However, Furaneol®
of synthetic origin could be clearly identified. The application of multielement
analysis failed due to insufficient reproducibility of both ?H/*H and *3C/**C analysis,
whereas the reason for the fromer are exchange reactions.

Vi
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1 EINLEITUNG

Von der Qualitat von Nahrungsmitteln ist jeder Verbraucher unmittelbar betroffen.
Es werden frische, geschmackvolle und qualitativ hochwertige Lebensmittel erwar-
tet, zudem sollen die angebotenen Produkte preisglnstig und vor allem gesund-
heitlich unbedenklich sein.

Die Lebensmittelgesetzgebung, welche den Rahmen fiur sichere und dem fairem
Wettbewerb entsprechende Lebensmittel schafft, wird seit Einrichtung des ge-
meinsamen Binnenmarktes auf europdischer Ebene geregelt. Die Umsetzung
obliegt jedoch den Mitgliedstaaten unter der Koordination der Europaischen Kom-
mission (Verordnungen (EG) 178/2002 und 882/2004).

Dabei definiert die sogenannte Basisverordnung (Verordnung (EG) 178/2002) als
allgemeine Ziele des Lebensmittelrechts den Schutz der Gesundheit des Verbrau-
chers und den Schutz der Verbraucherinteressen, einschlie3lich des Schutzes
lauterer Handelsgepflogenheiten im Lebensmittelhandel.

Die chemische Analyse von Lebensmitteln dient der Uberpriifung von sicherheits-
relevanten Parametern wie chemischer und biologischer Unbedenklichkeit, also
die Freiheit der Lebensmittel von gesundheitsschadlichen Zuséatzen (z.B. verbote-
ne Zusatzstoffe wie Buttergelb), Rickstanden (z.B. Dioxin), Inhaltsstoffen (bei-
spielsweise Acrylamid) oder Krankheitserregern wie Bakterien, Viren oder Prionen
(z.B. Salmonellen oder BSE-Erreger).

Nachdem Lebensmittel zugleich auch Handelsprodukte sind, besteht und bestand
schon immer die Gefahr von Betrug. So ist zum Beispiel aus dem alten Rom die
Verfalschung von Wein bekannt, und im Mittelalter war es beispielsweise gangige
Praxis, Gewlrze mit gemahlenen Nussschalen zu strecken (Anklam und Battiglia
2001).

Im Hinblick auf Lebensmittelverfalschung sind vor allem zwei Gesichtspunkte we-
sentlich: Gesundheitsschutz der Verbraucher (z.B. Glykole in Wein) sowie Schutz
von Verbrauchern und redlichen Herstellern gleichermal3en vor wirtschaftlichem
Betrug, also durch das unrechtméafiige "Aufwerten” von Lebensmitteln durch zum
Beispiel falsche Bezeichnung (z.B. Herkunftsangaben regionaler Produkte oder




falschliche Angabe von "Bio“), Benutzung minderwertiger Zutaten (z.B. Aromastof-
fe an Stelle von Fruchtzusatzen) oder die Verdinnung wertgebender Inhaltsstoffe
(z.B. Wassern von Honig oder Wein).

Lebensmittel werden heute mit immer mehr zusatzlichen Informationen zur eigent-
lichen Verkehrsbezeichnung gekennzeichnet, wie zum Beispiel Art des Anbaus
(z.B. biologisch oder konventionell hergestellt), Art der Zusatzstoffe (wie natirliche
oder naturidentische Aromen) oder bestimmte, Uber den reinen Nahrwert hinaus-
gehende Eigenschaften (z.B. pre- oder probiotische Lebensmittel). Es ist fir den
Verbraucher wichtig zu wissen, ob das jeweilige Produkt die ausgelobten Eigen-
schaften beziehungsweise Inhaltsstoffe auch aufweist.

Um eine informierte Kaufentscheidung zu treffen, muss es fir den Verbraucher,
aber auch fur den Verarbeiter und Handler moglich sein, auf der Verpackung eines
Lebensmittels gemachte wertbezeichnende Angaben zu Uberprifen, zum Beispiel
die geschitzten geographische Angaben oder Ursprungsbezeichnungen (z.B.
"Cidre de Bretagne" oder "Nurnberger Rostbratwurst”, Verzeichnis der geschiitz-
ten Ursprungsbezeichnungen und der geschitzten geographischen Angaben
i.V.m. Verordnung (EG) 692/2003) oder die Bescheinigung besonderer Merkmale
eines Produktes, die es von gleichartigen Lebensmitteln deutlich unterscheidet
("Gattungsbezeichnung®, z.B. "Serrano-Schinken" (Verordnung (EG) 2419/1999),
"Mozzarella-Kase" (Verordnung (EG) 2527/98), beides i.V.m. Verordnung (EWG)
2082/92), oder auch die Quelle eines oder mehrerer Inhaltsstoffe (wie etwa natiir-
liche, d.h. auf biologischem Wege, oder naturidentische, d.h. auf chemischen
Wege hergestellte Aromastoffe).

Derartige Angaben beeinflussen in nicht geringem Male die Kaufentscheidung
und damit auch den Wert von Produkten, wodurch sich hier ein wirtschaftlicher
Anreiz zur Verfalschung ergeben kann, da sich die Handelswerte von Lebensmit-
teln oder auch einzelner Lebensmittelzutaten zum Teil erheblich unterscheiden.

Wahrend die Merkmale eines Lebensmittels mit einer Gattungsbezeichnung haufig
durch einen typischen Geschmack und somit durch die Verbraucherentscheidung
uberprifen lassen, ist die Uberpriifung des geographischen Ursprungs oder die
Herkunft einer einzelnen Verbindung, wie zum Beispiel eines als natirlich ausge-




1 Einleitung

wiesenen Aromastoffes, nicht ohne weiteres mdoglich. Hierflr sind chemisch-
analytische Untersuchungen notig.

Besonders der hohe Preisunterschied zwischen nattrlichen und naturidentischen
Aromastoffen bietet einen Anreiz zu Verfalschungen (Serra et al 2005).

Obschon umfassende Kenntnisse Uber die Charakteristika natirlicher Aromastoffe
und Aromastoffprofile vorhanden sind, ist es erforderlich, die Datenlage stetig zu
erweitern, um durch aktuelle Bewertungsparameter eine sichere Unterscheidung
zwischen naturlichen und naturidentischen Aromastoffen zu ermdglichen.

Aromastoffe werden nur in geringen Konzentrationen Lebensmitteln zugesetzt.
Um eine exakte Dosierung zu gewahrleisten, werden sie haufig als Losungen in
Tragerstoffen verwendet. Solche Tragerstoffe konnen dann als Kontaminanten in
Lebensmitteln identifiziert werden, was ein Hinweis auf eine Aromatisierung dar-
stellen kann.

Ein haufig verwendeter Tragerstoff fir Aromen ist 1,2-Propandiol (Uematsu et al
1997). Diese Substanz |0st sich sowohl in Wasser als auch in Fett. Diese Eigen-
schaft, gepaart mit im Wesentlichen gesundheitlicher Unbedenklichkeit, macht sie
zu einem idealen Tragerstoff in allen Arten von Lebensmitteln und Getranken.
Interessanterweise wurde 1,2-Propandiol in Schaumwein gefunden. Da es sich bei
Schaumwein um ein Produkt mit hohem Marktwert handelt, sollte im Rahmen die-
ser Arbeit geklart werden, ob es sich ausschlief3lich um eine endogene, also aus
der Schaumweinproduktion oder den Rohstoffen selbst stammende Verbindung
handelt, oder ob das Vorliegen von 1,2-Propandiol einen Hinweis auf eine mogli-
che Verfalschung des Schaumweines geben kann.

Haufig werden Lebensmittel mit Fruchtaromen versetzt. Da Erdbeeren mit zu den
beliebtesten Frichten der Welt zéhlen, gibt es neben frischen Erdbeeren noch die
verschiedensten aromatisierten Produkte. Diese werden gelegentlich mit kinstli-
chen beziehungsweise sehr haufig mit naturidentischen Aromen hergestellt, da die
weltweite Produktion an Erdbeeren nicht ausreicht, um den Bedarf an nattrlichem
Aroma fur alle nachgefragten Erdbeerprodukte zu decken (Grimm 1999).

Daher war es eine weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, den Kenntnisstand
im Bezug auf das Aroma von Erdbeeren zu erweitern, um die Entwicklung von
Untersuchungsmethoden zu ermdglichen, welche mit etablierten analytischen Me-
thoden eine Aussage Uber die Authentizitdt der vom Hersteller gemachten Anga-
ben gestattet.







2 KENNTNISSTAND

2.1 Authentizitatskontrolle von Lebensmitteln

Als authentisch wird ein Lebensmittel dann bezeichnet, wenn es mit der Beschrei-
bung des Herstellers oder des Verkaufers vollstandig tbereinstimmit.

Dies betrifft neben dem Zutatenverzeichnis auch die zusatzlich gemachten Infor-
mationen, wie die Angabe des Nahrwertes, die Verarbeitung des Lebensmittels,
die bestimmte Bezeichnung eines Inhaltsstoffes (z.B. natirliches Aroma) oder den
geographischen Ursprung (Downey 1995).

Bei Untersuchungen zur Authentizitat von Lebensmitteln stellen sich dem Analyti-
ker zunachst die gleichen Probleme wie bei anderen lebensmittelchemischen
Untersuchungen. Lebensmittel bestehen zumeist aus einer komplexen Mischung
von Substanzen, welche sich bei der Probenaufarbeitung und/oder nachfolgender
Analyse gegenseitig beeinflussen. Daher kann es oft schon schwierig sein selbst
eine in hoher Konzentration vorliegende Verbindung aus der Lebensmittelmatrix
zu isolieren.

Die interessierenden Substanzen (z.B. Zusatzstoffe, Kontaminanten und auch In-
dikatorsubstanzen, beispielsweise zur Herkunftskontrolle oder fir Behandlungen
im Verlauf der Herstellung) kommen im Allgemeinen nicht in vergleichbaren Men-
gen vor wie die Hauptkomponenten Wasser, Fett, Kohlenhydrate und Eiweil3,
sondern in deutlich geringeren Konzentrationen von oft weit weniger als einem
Prozent. Hinzu kommt eine hohe Variationsbreite; so liegen zum Beispiel
Aromastoffe in Mengen von mg/kg (mg/l) bis zu einigen ng/kg (mg/l) vor.

Dieser Effekt verstarkt sich noch in zusammengesetzten Lebensmitteln, in denen
der interessierende Bestandteil oft nur Teil einer Zutat ist (Beispiele hierfur sind
Vanillearoma in Eiskrem oder Balsamico-Essig in Salatdressing). Zudem kénnen
Lagerung oder Zubereitung von Lebensmitteln (wie Garen, Tiefklhlen, Braten
oder ahnliches) zu gravierenden Veranderungen der Inhaltsstoffe fihren.

Die zur Untersuchung von Lebensmitteln zur Verfigung stehenden Methoden um-
fassen "klassische® physikalische und nasschemische Analysenmethoden wie
gravimetrische (Bestimmung von Massenunterschieden, z.B. fir Wassergehalts-




2.1 Authentizitatskontrolle von Lebensmitteln

messungen), titrimetrische und colorimetrische Methoden (Bestimmung von In-
haltstoffen durch Umsetzung der gesuchten Komponente mit Chemikalien, welche
durch zum Beispiel Farbdnderungen der verwendeten Chemikalien zu Aussagen
fuhren (zum Beispiel die Bestimmung des Zuckergehaltes oder des Chloridgehal-
tes). Neben diesen klassischen Methoden werden enzymatische Bestimmungen
(durch Einsatz von Enzymen, die selektiv nur die gesuchte Verbindung, beispiels-
weise einen Zucker, umsetzen, um so Stérungen durch Lebensmittelmatrix-
bestandteile zu verringern) und instrumentell-analytische Methoden (z.B. chro-
matographischer Art, wie unter anderem zur Bestimmung von Zusatzstoffen,
beispielsweise Konservierungsmitteln), zum Teil in direkter Kopplung mit struktur-
aufklarenden Methoden, wie im Beispiel der Kopplung von Hochleistungsgas-
chromatographie mit Massenspektrometrie (HRGC-MS), eingesetzt.

Bei der Entwicklung von Mdglichkeiten zur Authentizitatskontrolle ist es das Ziel
der Forschung, eine Eigenschaft eines Lebensmittels zu finden, anhand der die in
der Produktdeklaration genannten Kriterien Uberprift werden kénnen. Um dies zu
erreichen, werden viele verschiedene Produktparameter auf ihren Aussagegehalt
als Authentizitatskriterium hin getestet, um daraus eine Auswahl an Substanzen
zu finden, welche die beanspruchte Lebensmittelkennzeichnung bestatigen kon-
nen. Diese zur Bewertung herangezogenen Eigenschaften kdnnen sehr unter-
schiedlicher Natur sein, es werden sowohl chemische als auch physikalische
Parameter eingesetzt (siehe auch Kapitel 2.2).

Im Gegensatz zu Untersuchungen, welche sich zum Beispiel auf Schadstoff-
gehalte beziehen, und bei denen nach Untersuchung einer Probe eine Aussage
getroffen werden kann, ob eine Produkt den Anforderungen entspricht, ist es bei
der Authentizitatskontrolle erforderlich, zun&chst durch eine Reihe von Ver-
gleichsmessungen von Proben mit eindeutiger, bekannter Herkunft eine mdglichst
umfangreiche Datenbank zu erstellen, um in diesem Kontext die zu bewertende
Probe beurteilen zu kdnnen.

Um aussagekraftige Werte zu erhalten, ist es insbesondere auch notig, zu ermit-
teln, ob und wie die untersuchten Parameter des fraglichen Lebensmittels oder
dessen Zutat wahrend der Probenaufarbeitung, der Produktion und der Verarbei-
tung beeinflusst werden, um diese Faktoren bei der Beurteilung mit zu
bertucksichtigen.
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2.2 Untersuchungsparameter

In der Praxis sind diese Uberlegungen gewissen Einschrankungen unterworfen,
wie der Verfugbarkeit bestimmter Analysengerate, der Handhabung eines Geréates
oder der Matrix des zu untersuchenden Lebensmittels.

Die Entscheidung, welcher oder welche Parameter am besten fur eine Echt-
heitsprifung geeignet sind, ist in jedem Fall erst nach umfassenden und verglei-
chenden experimentellen Untersuchungen maglich.

Auf die in der Lebensmittelanalytik Gblichen Untersuchungsparameter wird nach-
folgend kurz eingegangen. Als Parameter kbnnen dienen:

Indikatorkomponenten / qualitative Zusammensetzung

Indikatorkomponenten kénnen zum Beispiel dazu verwendet werden, Verbindun-
gen zu identifizieren, welche nicht natirlich in den jeweiligen Lebensmitteln
vorkommen (z.B. Zusatz naturidentischer Stoffe, insbesondere Aromen). Haufig
weisen naturidentische Stoffe in technischer Handelsqualitdt neben der Zielkom-
ponente Nebenprodukte als Verunreinigungen in Spuren auf, welche nach Iden-
tifikation einen Hinweis auf den Zusatz eines Stoffes geben kénnen.

Beispiele fur positive und negative Indikatorsubstanzen sind Hesperetin und
Methylanthranilat in Zitrushonigen (Anklam 1998) oder Sorbitol, mit dem Verfal-
schungen von zum Beispiel Erdbeer- mit Apfelprodukten nachgewiesen werden
konnen (Wrolstad et al 1981).

Quantitative Zusammensetzung

Die quantitative Analyse der Zusammensetzung befasst sich mit der Menge ein-
zelner Stoffe, welche in einem Lebensmittel enthalten sind, oft auch im Verhaltnis
zur Menge anderer Komponenten. Derart erstellte Stoffprofile, insbesondere
Aromaprofile, erlauben es, anhand des quantitativen Verhéaltnisses einer Vielzahl
von Stoffen eine Aussage Uber die Authentizitat eines Stoffgemisches zu treffen.
Eine Anwendung findet sich zum Beispiel in der Unterscheidung von Branntwei-
nen, bei denen anhand des Verhéltnisses von Indikatorkomponenten zwischen
franzdsischen Cognac und anderen Branntweinen unterschieden werden konnte
(Schreier und Reiner 1979).
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In Anbetracht der hohen Variabilitat von Sorten, geographischer Herkunft und An-
bau- bzw. Herstellungsbedingungen sind dieser Methode allerdings enge Grenzen
gesetzt.

Summenmethoden

Bei einer Summenmethode wird ein unveréanderter oder nur geringfligig verander-
ter Teil einer Lebensmittelprobe als Ganzes untersucht.

Mittels Infrarotspektroskopie im mittleren IR-Bereich kann so eine Authentifizie-
rung von Kaffeebohnen, Instant-Kaffee, pflanzlichen Olen, Fruchtpiiree (Erdbeere,
Himbeere, Apfel) oder Fleischsorten (Huhn, Schwein, Rind) erfolgen. Dazu wird
eine Probe des unveranderten Lebensmittels vermessen und mit Vergleichs-
spektren abgeglichen (Downey 1998, Wilson 1999).

Eine spektroskopische Summenmethode kann auch die Massenspektrometrie
darstellen, indem die gesamte zu untersuchende Probe oder der komplette, nicht
aufgetrennte Extrakt eines Substanzgemisches mittels Massenspektrometrie un-
tersucht wird. Daraufhin erfolgt ein Abgleich des erhaltenen "Fingerprints® der
Proben mit Referenzdaten (Péres 2003).

Genetische Information

Die Untersuchung der Erbsubstanz, DNA (Desoxyribonukleinsaure), erfolgt mittels
der sogenannten Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaktion)
und ermoglicht unter anderem eine Identifikation der Spezies, also zum Beispiel
der Tierart, aus der das fragliche Lebensmittel hergestellt wurde, oder auch einen
Nachweis des Vorhandenseins von genetisch modifiziertem Material.

So kann zum Beispiel der Zusatz von Schweine- oder Geflugelfleisch zu Rinder-
hack nachgewiesen werden (Calvo et al 2002).

Enantioselektivitat

Enantiomere unterscheiden sich nicht in der Abfolge der Bindungen, sondern le-
diglich in der raumlichen Anordnung der Atome, und verhalten sich, dhnlich wie
die linke und die rechte Hand eines Menschen, wie Bild und Spiegelbild zueinan-
der.

Enantioselektive Diskriminierung, also die bevorzugte Bildung eines der beiden
enantiomeren Molekiile, ist ein weit verbreitetes Phdnomen bei der enzymatischen
Biosynthese von Verbindungen in lebenden Organismen. Diese Reaktionen ver-
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laufen meistens mit hoher Selektivitat, so dass eines der beiden Enantiomere be-
vorzugt oder ausschlief3lich gebildet wird. Im Gegensatz dazu entstehen bei der
chemischen Synthese Ublicherweise racemische Produkte, also 50:50-Mischun-
gen beider Enantiomere.

Enantiomerenanalytik wird haufig bei der Untersuchung von Aromastoffen ver-
wendet. Die Enantiomere einer Aromakomponente konnen sich zum Teil erheblich
in der Art des Geruches oder in der Geruchsintensitat unterscheiden (Fernandes
et al 2003).

Die Authentifizierung von natirlichen Aromastoffen, zum Beispiel in &therischen
Olen, kann dabei anhand der Untersuchung des Enantiomerenverhéltnisses ein-
zelner chiraler Verbindungen erfolgen.

Einen genaueren Uberblick tber eine wesentliche Technik zur Bestimmung von
Enantiomeren, die sogenannte multidimensionale Gaschromatographie an chiraler
Phase, sowie deren Anwendungen in der Authentizitatskontrolle gibt Kapitel 2.4.
Neben der Analyse von Aromastoffen kann die gaschromatographische Enanti-
merenanalytik zum Beispiel auch zur Untersuchung Trifluoracetyl-derivatisierter
Aminosauren herangezogen werden. Anhand des chiralen Verteilungsmusters der
enthaltenen Aminoséauren lasst sich die Herkunft und das Rohmaterial (Hopfen,
Gerste im Vergleich zu anderen Getreiden, Malz) in der Bierherstellung zuriickver-
folgen; auch bestimmte Spezialitatenbiere wie Berliner Weil3e oder belgische
Fruchtbiere kénnen so authentifiziert werden (Erbe und Brickner 2000).

Radioaktive Isotope

Die Unterscheidung zwischen nattrlichen und synthetisch gewonnenen Produkten
kann mittels der Analyse der Aktivitat des radioaktiven Kohlenstoffisotops **C er-
folgen. Dies beruht auf der Tatsache, dass atmosphérisches Kohlendioxid,
welches von Pflanzen zur Photosynthese verwendet und damit in das Gewebe
eingebaut wird, einen bestimmten Anteil an **C enthalt. Dieser lasst sich vom **C-
Anteil unterscheiden, der sich in synthetischen Produkten befindet (in fossilen
Quellen ist das **C aufgrund der Halbwertszeit von etwa 6000 Jahren weitgehend
zerfallen, Guillou et al 1991).

Diese Technik stof3t jedoch an Grenzen, wenn Produkte wie Aromastoffe, zum
Beispiel Vanillin, semisynthetisch, also auf chemische Art aus natirlichen Quellen
wie beispielsweise Lignin, hergestellt werden. Zudem konnen Produkte ver-
gleichsweise einfach dahingehend manipuliert werden, dass sie erwartete *C-
Werte aufweisen (Krueger 1995, Guillou et al 1991).
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Stabile Isotope

Die Analyse stabiler Isotope wird seit etwa 30 Jahren zur Beurteilung von Herkunft
und Authentizitat von Lebensmitteln eingesetzt.

Bei der Kontrolle von Lebensmitteln bietet es sich an, sich vor allem auf die Ele-
mente Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff zu konzentrieren, da diese soge-
nannten Bioelemente (neben Spuren von zum Beispiel Stickstoff und Schwefel)
die Elemente sind, welche die Basis organischer Verbindungen darstellen und
somit auch in Lebensmitteln pflanzlichen und tierischen Ursprungs vorkommen.
Die Gehalte der verschiedenen Isotope der Bioelemente werden durch eine kom-
plexe Ansammlung an Effekten aus synthetischen bzw. biogenetischen Parame-
tern sowie durch Umgebungseinflisse bestimmt. Eine genaue Darstellung der
chemisch-physikalischen Grundlagen, welche eine Unterscheidung von unter an-
derem Lebensmitteln anhand stabiler Elemente erméglichen, findet sich in Kapitel
2.5.1.

Zur Authentizitatsbestimmung mittels stabiler Isotope werden vornehmlich Verfah-
ren der Kernresonanzspektrometrie (in diesem Fall Bestimmung stellungsspezifi-
scher Isotopenverteilung, SNIF-NMR = Site specific natural isotope fractionation
measurement by nuclear magnetic resonance) und Massenspektrometrie (hier
speziell: Isotopenverhaltnismassenspektrometrie, IRMS = Isotope ratio mass
spectrometry; aber auch die induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie,
ICP-MS = Inductively coupled plasma mass spectrometry) eingesetzt.

Wenn auch diese beiden Verfahren die unterschiedlichen Gehalte der stabilen
Isotope der Bioelemente benutzen um zu einer Aussage Uber die Authentizitéat zu
gelangen, gibt es doch einen wesentlichen Unterschied:

Bei der SNIF-NMR wird die stellungsspezifische Isotopenverteilung untersucht.
Das Prinzip dieses Messverfahrens ermdglicht so die Erstellung eines sogenann-
ten Isotopen-Fingerabdruckes der Stabilisotopen-Verhéltnisse an verschiedenen
Stellen des Analyt-Molekdls, welcher abhangig ist von der Herkunft des Molekuls
und somit eine Aussage ermdglicht (Martin et al 1993).

Die SNIF-NMR liefert damit im Gegensatz zur IRMS (siehe die folgenden Ab-
schnitte und Kapitel 2.5.2) ein Einzel-Isotopenmuster flr verschiedene Positionen
im Zielmolekul. Diese Aussagen kdnnen insbesondere gute Einblicke in die Reak-
tionsschritte biosynthetischer Vorgdnge ermoglichen, insbesondere intra- und
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intermolekulare Transfers, oder einen Aufschluss lber die Stereospezifitat geben
(Martin und Martin 1999).

Diese stellungsspezifischen Aussagen bieten gegeniber der IRMS, welche den
globalen Gehalt an Isotopen uber das gesamte Molekul erfasst, den Vorteil, dass
die Maglichkeit der Isotopenmarkierung durch Anreicherung mit **C an einer Stelle
des Molekuls nicht zur Verfalschung der Analysenergebnisse verwendet werden
kann, da sich das Ergebnis aus dem Zusammenspiel der einzelnen Werte an ver-
schiedenen Stellen im Molekdl ergibt (Martin et al 1993).

SNIF-NMR Technik wird hauptséchlich in der Wein- und Getrankeanalytik (Guillou
et al 1991, Martin und Martin 1995, Fauhl und Wittowski 2000, Jamin et al 2003,
2004), sowie in der Untersuchung von natirlichen Aromastoffen (z.B. Anethol, Va-
nillin, Estragol, Benzaldehyd) in verschiedenen Lebensmitteln pflanzlichen Ur-
sprungs eingesetzt (Martin et al 1992, 1993, Remaud et al 1997, Bensaid et al
2002, John und Jamin 2004, Jamin et al 2007).

Praktisch ist diese Technik allerdings auf Unterschiede des H/D-Verhéltnisses be-
schrankt (Rossman und Schmidt 2000). Gegenuber Messungen von beispiels-
weise Kohlenstoffisotopenverhéltnissen kann dies aufgrund der leichteren Aus-
tauschbarkeit von Wasserstoffatomen (zur Austauschbarkeit von Atomen und den
sich daraus ergebenden Folgen fur die Messung stabiler Isotope vergleiche Kapi-
tel 2.5.1) einen Nachteil darstellen. Zudem erfordert diese Technik das Vorliegen
von Reinsubstanzen in vergleichsweise hohen Mengen, was in der Praxis zu ei-
nem aul3erordentlich hohen Aufwand an Probenvorbereitung oder gar zum
Ausschluss dieser Methode fihren kann (Martin et al 1993).

Im Gegensatz zur SNIF-NMR wird bei der IRMS die globale Verteilung von Isoto-
pen im Zielmolekul erfasst. Da diese Technik in der vorliegenden Arbeit eingesetzt
wurde, wird an dieser Stelle auf eine Beschreibung verzichtet und auf die Angaben
in Kapitel 2.5 verwiesen.

Vergleichbar zur IRMS wird die ICP-MS zur Bestimmung der Globalwerte von Iso-
topenverteilungen in Molekulen eingesetzt. Sie wird entgegen der IRMS, welche in
der Lebensmittelanalytik fur die Analyse der "leichten® Bioelemente Wasserstoff,
Sauerstoff, Kohlenstoff, Schwefel und Stickstoff verwendet wird, zumeist fir die
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Isotope schwerer Elemente eingesetzt, welche als Spurenelemente in den fragli-
chen Lebensmitteln vorkommen.

Oft wird zum Beispiel das Strontium-Isotopenverhéltnis bestimmt, anhand dessen
sich dann eine Aussage zur regionalen Herkunft, beispielsweise ®Sr/*®Sr,
87Sr/%8sr und 4Sr/%°Sr von Kase, treffen lasst, da Strontiumisotope typischen Ver-
teilungsmustern lokaler geologischer Bedingungen unterworfen sind (Fortunato et
al 2004).

Multimethoden

Immer haufiger werden die oben vorgestellten Parameter im Kontext zu anderen
Parametern und nicht nur fur sich alleine zur Beurteilung der Herkunft oder der
Richtigkeit der auf der Verpackung eines Lebensmittels gemachten Angaben her-
angezogen. Hierbei wird entweder die gleiche Art von Untersuchungen in Kombi-
nation gesehen (z.B. die Untersuchung der Isotopenverhéltnisse unterschiedlicher
Elemente) oder die Kombination verschiedener Methoden und Parameter betrach-
tet.

Ein Beispiel fur die Authentifizierung von Lebensmitteln mit Multimethoden ist die
Untersuchung von Aromastoffen mittels Multielement-Isototopenverhéltnis-Mas-
senspektrometrie (H6r 2001; Ruff 2001).

Kelly und Mitarbeiter beschrieben 2002 die Unterscheidung der geographischen
Herkunft verschiedener Reisproben aus den USA, Europa sowie Indien/Pakistan
anhand von ICP-MS (Bor und Magnesiumgehalte) in Kombination mit Isotopen-
verhaltnisspektroskopie von Sauerstoff.

Lachse konnten beziglich ihrer Herkunft mittels PCR und Isotopenverhéltnisanaly-
tik (SNIF-NMR) unterschieden werden (Martinez et al 2003).
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2.3 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

2.3.1 Gaschromatographie

Chromatographische Verfahren zéahlen zu den wichtigsten Werkzeugen der in-
strumentellen Lebensmittelanalytik. Sie ermdglichen es, einzelne Substanzen aus
einer Mischung zu isolieren und erlauben qualitative und quantitative Analysen.

In der Gaschromatographie kdnnen sowohl Adsorptions- als auch Verteilungschro-
matographie zum Einsatz kommen. Beiden Methoden ist gemein, dass ein inerter
Tragergasstrom als mobile Phase die Analyten in gasformigem Zustand Uber das
Trennmedium, die stationdre Phase, transportieren und mit dieser in Wechselwir-
kung bringen.

Die wesentlichen Bestandteile von Gaschromatographen sind Injektor, Tragergas,
Trennsaule und Detektor. In der Trennséule werden die zu untersuchenden Sub-
stanzen anhand von Verteilungsmechanismen zwischen der jeweiligen stationaren
Phase (dem Saulenmaterial) und der Tragerphase sowie durch Temperaturgradi-
enten aufgetrennt. Heutzutage sind in der Lebensmittelanalytik Kapillarsaulen
gebrauchlich, welche eine etwa 100-mal groRer Trennleistung als gepackte Sau-
len, jedoch eine deutlich geringere Probenkapazitat aufweisen. Am S&ulenaus-
gang ist ein Detektor angeschlossen, welcher die qualitative und quantitative
Untersuchung der im Gaschromatographen aufgetrennten Stoffgemische ermoég-
licht. Die gebrauchlichsten allgemeinen, nicht strukturaufklarenden Detektoren
sind der Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD), der Flammenionisationsdetektor
(FID) sowie der Elektroneneinfangdetektor (ECD; Riicker et al 1992).

Eine Weiterentwicklung fur sowohl qualitative als auch quantitative Detektion ist
die Kopplung einer gaschromatographischen Trennung (GC-MS; siehe Kap. 2.3.3)
mit strukturaufklarender Massenspektrometrie (siehe nachstes Kapitel).

2.3.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, das die Identifikation von chemischen
Elementen oder Verbindungen anhand von Vergleichssubstanzen ermdglicht. In
der Lebensmitteluntersuchung wird sie vor allem zur Aufklarung von Molekdulstruk-
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turen und zur qualitativen und quantitativen Analyse von Verbindungsgemischen,
insbesondere auch von Spurenkomponenten, eingesetzt. Durch Kopplung mit der
Gaschromatographie kann, mit relativ geringem Aufwand an Probenvorbereitung,
ein hoher Probendurchsatz erreicht werden.

Spezielle Ausfuhrungsformen der Massenspektrometrie kdnnen unter anderem
auch dazu verwendet werden, relative lonenmassen zu bestimmen, siehe dazu
das Kapitel Uber IRMS (Kapitel 2.4).

Die Massenspektrometrie beruht auf dem Prinzip, dass lonen entsprechend ihrem
Verhaltnis Masse/Ladung aufgetrennt und registriert werden. Ein Massenspektro-
meter besteht grundsétzlich aus drei Teilen: einer Einrichtung zur Erzeugung von
lonen (lonenquelle), einer Trennvorrichtung (Analysator) und einem Aufféanger (Fa-
raday-Kafig; Sekundarionen-Vervielfacher) zur Registrierung der lonen.

In der lonenquelle werden die zum Beispiel nach Kopplung mit der Gaschroma-
tographie getrennten Einzelsubstanzen zumeist mittels Elektronenstol3ionisation
(El) oder chemischer lonisation (CI) ionisiert (Rucker et al 1992).

Als Analysatoren sind in der Routineanalytik Sektorfeld- und Quadrupol-Massen-
spektrometer am gebrauchlichsten.

2.3.3 Beispiele etablierter Anwendungen der Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie in der Authentizitdtskontrolle von Lebensmitteln

Naturgemalfl erlaubt die GC-MS lediglich die Untersuchung von flichtigen Kompo-
nenten eines zu untersuchenden Lebensmittels, da die Trennung in der Gasphase
erfolgt. Allerdings sind auch schwerflichtige Verbindungen dieser Analysentechnik
zugéanglich, wenn diese durch chemische Umsetzungen fliichtig gemacht werden
kénnen; dies ist zum Beispiel der Fall bei der Untersuchung von Fettsduren oder
Zuckern.

Zucker werden beispielsweise zu ihren Methyl- oder Trimethylsilyl-Ethern umge-
setzt oder acetyliert, um sie flichtig fir die Analyse mittels GC-MS zu machen.
Zucker erlauben Aussagen uber Qualitat, Authentizitat, Reifegrad und Lager-
bedingungen von Lebensmitteln. Es wurde beispielsweise vorgeschlagen, Zucker
zur ldentifizierung von Karamell heranzuziehen, da so nachgewiesen werden
kann, ob die Karamellisierung von Fruktose, Glukose und Saccharose unter kon-
trollierten Bedingungen stattgefunden hat (Careri et al 2002).
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Daneben dient die Analyse des Fettsaureprofils, bestimmt als Fettsduremethyl-
ester, zur Charakterisierung der verwendeten Fette. Auf diese Weise kdnnen
Falschdeklarationen festgestellt werden. Ein typisches Beispiel ist die Untersu-
chung von Kakaobutterzusatzfetten in Schokolade. Aufgrund der Fettsdureanalytik
mittels GC-MS kann die Art des Fettes und der Kakaobutteranteil bestimmt wer-
den (Careri et al 2002).

Bei weitem die meisten Charakterisationsmaéglichkeiten von Lebensmitteln mittels
GC-MS bieten die Analyse der fliichtigen Verbindungen, vor allem der Aromastof-
fe, von verschiedenen Produkten, welche einfach mittels Gaschromatographie
aufgetrennt und per Massenspektrometrie untersucht werden kénnen.

Im Zusammenhang mit GC-MS-Untersuchungen von Aromastoffen in Lebensmit-
teln werden eine Reihe von Extraktionstechniken zur Probenvorbereitung genutzt.
Dazu gehoéren zum Beispiel Flussig-Fliussigextraktion (Liquid-liquid extraction,
LLE), simultane Destillation-Extraktion (SDE), Wasserdampfdestillation, Festpha-
senextraktion (Solid Phase Microextraktion, SPME), Festphasenextraktion mittels
phasenbeschichtetem Riihrkern (Twister®) und anschlieRender Thermodesorption
(Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) sowie Headspace-Analytik.

Durch GC-MS werden sogenannte Aromaprofile oder Aromagramme, welche die
gualitativen und quantitativen Vorkommen von Aromastoffen eines Lebensmittels
beschreiben, erstellt. Jedes Produkt liefert so einen "Fingerprint®, da es ein einzig-
artiges Muster flichtiger Verbindungen aufweist. Durch Vergleich solcher Aroma-
profile ist es mdglich, Riuckschlisse auf die Herkunft, Art der Verarbeitung oder
Lagerung eines Lebensmittels zu ziehen (Careri et al 2002).

Bei Kase ist beispielsweise anhand der Untersuchung fllichtiger Verbindungen
eine Unterscheidung in Kasesorten sowie deren geographischen Ursprungs mog-
lich. So wurde eine Charakterisierung von Camembert-Arten mittels statischer
Headspace Massenspektrometrie-Analyse in Kombination mit GC-MS durch-
gefihrt. Hierbei wurde zunachst ein "Fingerprint“ der flichtigen Verbindungen
aufgenommen, bei dem man alle Verbindungen gleichzeitig mittels Massen-
spektrometrie untersucht hat und somit ein charakteristisches Muster der
gemischten Fragmente erstellt wurde. Danach hat man mittels Headspace-GC-MS
die Herkunft einzelner Fragmente dieses Fingerprints abgeklart. Dabei wurde eine
Unterscheidung von Camembert-K&se beziglich des Herstellungstyps (Rohmilch-
kdse oder nicht) moglich (Péres 2002). Der geographische Ursprung von
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Emmentaler aus Frankreich, Osterreich, Finnland und Deutschland kann ebenfalls
mittels GC-MS festgestellt werden. Dazu wurden die fliichtigen Verbindungen mit-
tels dynamischer Headspace-Analyse untersucht, indem charakteristische Kompo-
nenten der fliichtigen Verbindungen qualitativ und quantitativ verglichen wurden,
wobei zumeist einzelne Schlisselkomponenten spezifisch fur eine Produktions-
region waren (Pillonel et al 2003a und 2003b).

Die Authentizitdt von Angaben beztglich der Herkunft/des Herstellers und insbe-
sondere der Alterung (in Holzfassern) von Spirituosen (Brandy und Cognac) kann
ebenfalls durch GC-MS-Analyse der flichtigen Aromastoffe der Proben nach Ex-
traktion mit Lésungsmitteln Gberprft werden. Die Unterscheidung erfolgt hier wie
bei der oben beschriebenen Herkunftsbestimmung von Emmentaler anhand der
relativen Bestimmung von Markerkomponenten (Vlassov 1999). Zudem ist auch
eine Unterscheidung von irischem Whiskey und schottischem Whisky anhand des
Profils ihrer Aromastoffe méglich (Careri et al 2002). Cognacverfalschungen konn-
ten durch Destillations-Extraktionsextrakte von Cognacproben festgestellt werden,
welche auch von nahe verwandten Produkten wie zum Beispiel Armagnac unter-
schieden werden konnten (van der Schee et al 1989).

Eine weitere Anwendung der flichtigen Bestandteile zur Charakterisierung ist bei
Honig zu finden. Hier erlaubt eine Untersuchung der Aromastoffe eine Unterschei-
dung nach der Herkunft, nach botanischen (Art der Pflanzen, von der der Nektar
durch die Bienen gesammelt wurde) und geographischen Gesichtspunkten an-
hand von Markerverbindungen, entweder nach Extraktion mit Losungsmitteln
(Radovic et al 2001), anhand von XAD-Chromatographie (Guyot-Declerck et al
2000) oder durch Mikro-Festphasenextraktion (Piasenzotto et al 2003).
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2.4 Multidimensionale Gaschromatographie

2.4.1 Technik der Multidimensionalen Gaschromatographie

Als multidimensionale Gaschromatographie (siehe Abbildung 2.1) wird bezeichnet,
wenn das Sauleneluat — komplett oder nur ein interessierender Ausschnitt davon —
nach einer ersten gaschromatographischen Trennung durch eine serielle Kopp-
lung zumeist zweier Trennsaulen auf einer oder mehreren weiteren S&ulen,
zumeist an einer anderen Phase, einer weiteren Trennung unterzogen wird (Gid-
dings 1984). Eine dadurch mdgliche gezielte Auswahl von Trennphasen und Elu-
tionsbedingungen kann so bei komplex zusammengesetzten Proben eine
beachtliche Verbesserung der Trennung einzelner Komponenten bewirken, da
eine wesentlich hohere Peakkapazitat erreicht wird; auch kénnen so nicht relevan-
te Matrixbestandteile einfach abgetrennt werden, was die Probenvorbereitung
erleichtert und zu einer beachtlichen Selektivitat fuhrt (Schomburg 1995, Bertsch
1999, Mondello et al 2002).

Um den Kontakt von Analytmolekilen mit reaktiven Materialien, auch bedingt
durch hohe Temperaturen wahrend der Analyse, zu vermeiden, wird die Saulen-
kopplung ventilfrei vorwiegend mittels zweier Techniken durchgefihrt (Deans
1968, Schomburg 1995, Bertsch 1999): Zum einen mittels einer sogenannten "Li-
ve“T-Schaltung, welche auf Basis einer pneumatischen Briickenschaltung arbeitet
und bei der die Transfers allein durch Gasdruckregelung realisiert werden
(Schomburg et al 1983; Schomburg 1984), oder mittels der sogenannten "Moving
Column Stream Switch“ (MCSS) Technologie, bei der in einem mdoglichst kleinen

Einlass

(D\_W Datenerfassung
und -auswertung

‘ FID
achirale chirale e\
" Saule Saule
o
g )
> ' )
:S J
[
MCSS
Ofen Ofen Massendetektor
Gaschromatograph #1 Gaschromatograph #2 Massenspektrometer

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau einer multidimensionalen Gaschromatographie
mit Massenspektrometrie als Detektion (GC-GC-MS / MDGC-MS)
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2.4 Multidimensionale Gaschromatographie

Raum, dem sogenannten "Dom®, alle fur die Schnittstelle nétigen Kapillarsaulen
durch einen Motor je nach nétiger Reihenfolge sehr nahe aneinandergeftihrt wer-
den. Letzteres, im Rahmen dieser Arbeit angewendetes Verfahren, wurde von
Sulzbach und Gill (Firma ThermoFinnigan, Egelsbach) entwickelt (Sulzbach 1989).

Ein spezielles Anwendungsgebiet der multidimensionalen Gaschromatographie ist
im Gebiet der enantioselektiven Analytik zu finden. Gemische von Enantiomeren
lassen sich auf gaschromatographischem Weg prinzipiell durch zwei methodische
Anséatze analysieren. Zum einen ist es mdglich, die zu untersuchende Verbindung
mittels eines enantiomerenreinen Reagenzes zu physikochemisch unterscheidba-
ren Diastereomeren umzusetzen, welche dann an einer achiralen Phase getrennt
werden kdnnen. Zum anderen ist die Trennung von Enantiomeren direkt an einer
chiralen Phase moglich. Chirale Trennphasen sind heute meist aus modifizierten
Cyclodextrinen aufgebaut (Mosandl 1992, Bicchi et al 1995, 1999).

Um Enantiomere direkt aus einer Substanzmischung, wie sie zum Beispiel in Le-
bensmitteln vorliegt, trennen zu kénnen, wird das Gemisch an mehreren Phasen
mit unterschiedlichen Trenneigenschaften aufgetrennt. Hierzu dienen eine achirale
Vorsaule und eine chirale Hauptsaule. Dabei wird das Gemisch auf der Vorsaule
aufgetrennt, und die zu bestimmende Verbindung wird dann selektiv auf die chira-
le Hauptséaule transferiert. Zunéachst muss der Elutionszeitpunkt der interessieren-
den Komponenten in einem vorangehenden Lauf bestimmt werden; als Detektor
dient hier Ublicherweise ein FID. Hierzu wird die Reinsubstanz (beziehungsweise
deren Racemat) des Zielmolekuls auf die achirale Vorsaule aufgegeben und der
Elutionszeitpunkt bestimmt. Das Eluat dieses Zeitintervalls wird dann bei der Un-
tersuchung des Probengemisches auf die chirale Saule zur Enantiomeren-
untersuchung ubertragen.

Zur Bestimmung der Elutionsreihenfolge der enantiomeren Zielkomponenten ist es
zudem notig, eine enantiomerenreine Probe zu untersuchen, um die Reihenfolge
der Elution der Enantiomeren zu bestimmen, da die Enantiomerenreihenfolge
nicht vorausgesagt werden kann.

Die dazu nétigen enantiomerenreinen Substanzen sind seit einiger Zeit haufig
kommerziell zu erwerben. Obwohl es dadurch grundsatzlich mdoglich ist,
enantiomerenreine Chemikalien anstelle von Racematen zur Aromafalschung zu
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2 Kenntnisstand

verwenden, ist dieses Vorgehen aufgrund des Ublicherweise hohen Preises
enantiomerenreiner Chemikalien wirtschaftlich kaum interessant.

Methodische Grenzen der MDGC sind gesetzt durch Racemisierungen wahrend
der Lebensmittelherstellung, der Probenaufarbeitung oder wéahrend der Messung
(Bertsch 1999, Casabianca 1998, Mosand| 2004).

2.4.2 Beispiele etablierter Anwendungen in der Authentizitatskontrolle von
Lebensmitteln

Multidimensionale Gaschromatographie wird in der Echtheitsbestimmung von Le-
bensmitteln oder Lebensmittelbestandteilen vor allem in der Authentizitatskontrolle
von Aromastoffen eingesetzt und gehdrt dort seit einigen Jahren zur erweiterten
Routineanalytik.

Durch die Auftrennung des zumeist komplexen Gemisches von Aromastoffen, also
von flichtigen Molekdlen, die in relativ geringer Konzentration vorliegen, stellt die-
se Art der Untersuchung eine Moglichkeit dar, schnelle Aussagen uber die
Authentizitat von Aromastoffen aus Lebensmitteln aller Art, insbesondere aber aus
etherischen Olen und Frichten, oder mit Extrakten derselben aromatisierter Pro-
dukte zu treffen.

Zu den zur Authentizitatskontrolle herangezogenen Verbindungsklassen gehdren
mittlerweile praktisch alle bisher bekannten chiralen Aromastoffe, welche in nicht-
racemischem Verhéltnis gebildet werden. Fir Frichte beziehungsweise Frucht-
aromen werden beispielsweise y- und &-Lactone zur Beurteilung von Erdbeer-,
Pfirsich- und Aprikosenaromen, chirale Ester zur Beurteilung von vielfaltigsten
Fruchtaromen oder chirale Schwefelverbindungen zur Bestimmung von Johannis-
beerprodukten herangezogen. Bei etherischen Olen liegt der Untersuchungs-
schwerpunkt meist auf Terpenen wie Menthon, Linalool oder Terpenderivaten wie
Linalylacetat.

Die Arbeiten von Werkhoff (1991), Mosandl (1992, 1995 und 2004) Bicchi und
Mitarbeitern (1995 und 1999), Bertsch (1999) und Marriott und Mitarbeitern (2001)
geben einen Uberblick tiber die im einzelnen untersuchten Verbindungen.
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2.5 Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

2.5 Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

2.5.1 Chemisch-physikalische Grundlagen der Isotopenverhaltnismassen-

spektrometrie

Wie schon in Kapitel 2.1 beschrieben, kommen die meisten Elemente in der Natur
in mehreren isotopen Formen vor, so auch die sogenannten Bioelemente Sauer-
stoff, Wasserstoff und Kohlenstoff.

Als Isotope werden dabei Atome bezeichnet, welche sich anhand der Anzahl von
Neutronen unterscheiden, die aber die gleiche Anzahl von Protonen besitzen und
somit ein chemisches Element bilden. Bei Isotopen wird zwischen stabilen und
instabilen (radioaktiven) Isotopen unterschieden (Hoefs 1973).

Molekile, welche sich durch den Einbau verschiedener Isotope unterscheiden,
werden Isotopomere genannt.

Es besteht dabei fur jedes Element eine definierte Haufigkeit der verschiedenen
Isotope. Das leichte Isotop (Hauptisotop) kommt dabei deutlich am haufigsten vor,
wahrend die weiteren Isotope nur in einer Haufigkeit von weniger als 1% vorlie-
gen, wie in Tabelle 2.1 beispielhaft fir die oben genannten Bioelemente dar-
gestellt ist.

Tab. 2.1: Vorkommen der stabilen Isotope der Bioelemente Wasserstoff, Kohlen-
stoff und Sauerstoff (adaptiert nach Way et al 1950, Nier 1950, Garlick

1969)
Relative Isotopen- | Isotopenhéaufigkeit
Element Isotop
masse [Dalton] [Atom-%]
H 1,0078 99,98
Wasserstoff .
H 2.0141 0,02
2c 12,0000 98,89
Kohlenstoff -
C 13,0034 1,11
150 15,9949 99,76
Sauerstoff 70 16,9991 0,04
180 17,9992 0,20

20




2 Kenntnisstand

Das chemische Verhalten von Atomen wird priméar durch die Elektronenzahl be-
stimmt. Daher verhalten sich Isotope weitgehend chemisch gleich. In Folge der
unterschiedlichen Massen weisen sie jedoch geringflgig unterschiedliche che-
misch-physikalische Eigenschaften auf.

Durch hohere Bindungsenergie reagieren "schwere® Isotope langsamer und rei-
chern sich im Verlauf chemischer Umsetzungen in der Ausgangsverbindung an.
Dieser Effekt ist bei Elementen niedrigerer Masse starker ausgepragt als bei Ele-
menten hoherer Masse, da die Massendifferenz relativ gesehen zum Atomgewicht
grol3er ist. Dabei gibt es thermodynamische und kinetische Isotopeneffekte. Erste-
re bilden sich dber Gleichgewichte heraus, letztere werden durch die
verschiedenen Reaktionsraten der unterschiedlichen Isotopenspezies hervorgeru-
fen (Hoefs 1973, Fritz und Fontes 1980, Winkler 1984, Schmidt et al 1998). Unter
Isotopenfraktionierung versteht man die Verteilung von Isotopen bei physiko-
chemischen Prozessen wie Verdunstung und Kondensation (Hoefs 1973).

Um die so entstehenden, sehr kleinen Differenzen der Isotopenzusammensetzung
einfach ausdricken zu kdnnen, wird das Isotopenverhéltnis nicht in absoluten,
sondern in relativen Angaben verglichen. Bei der sogenannten “5-Notierung“ wird
das Isotopenverhéltnis der Probe mit dem eines Standards bekannter Isotopen-
zusammensetzung verglichen. Die Internationale Einheit der Isotopenverhaltnis-
messung ist dabei der in %o angegebene, nach folgender Gleichung ermittelte
d-Wert (McKinney et al 1950):

6[%0] _ R (Probe) — R(Standard) 1000
R(Standard)

c(schweres Isotop)
c(leichtes Isotop)

R = Isotopenverhaltnis

Die gebrauchlichen internationalen Isotopenstandards reprasentieren die Null-
punkte der entsprechenden §-Skalen. Je positiver ein 5-Wert ist, desto mehr ist die
Substanz an schwerem lIsotop angereichert; ein negativer Wert zeigt eine Ab-
reicherung des schweren Isotops im Vergleich zum leichteren Hauptisotop an
(Peterson und Fry 1987).
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2.5 Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

Von den drei stabilen Sauerstoff-Isotopen *°0, 'O und **0 wird das **0-Isotop fiir
Messungen des Sauerstoff-Isotopenverhaltnisses genutzt (Fritz und Fontes 1980),
da dieses eine starkere Massendifferenz zum Hauptisotop *°0 und groRere Hau-
figkeit als das ’O-Isotop besitzt.

Die Verwendung einheitlicher und vergleichbarer Isotopenstandards ist dabei
wichtig, um eine Vergleichbarkeit der Messdaten verschiedener Laboratorien zu
gewahrleisten (Fritz und Fontes 1980). Die Vorbereitung, Kalibrierung und Vertei-
lung dieser internationalen Standards wird dabei von der Internationalen Atom-
energiebehorde (IAEA) in Wien und dem National Institute of Standards and
Technology in den USA (NIST; friher: National Bureau of Standards, NBS) durch-
gefluhrt.

Die internationalen Standards sind Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) fur Kohlen-
stoffmessungen sowie Vienna Standard Mean Ocean Water (VSMOW) fur
Sauerstoff- und Wasserstoffmessungen (Tabelle 2.2).

Tab. 2.2: Internationale Isotopenstandards und Messgase flr die Isotopenverhalt-
nismassenspektrometrie

Element Messgas Verhaltnis Internat. Bezugsstandard

Wasserstoff H, D/H Vienna Standard Mean Ocean Water
Kohlenstoff ~ CO, 13¢c/*2C  Vienna Pee Dee Belemnite (fossiles CaCO3)
Sauerstoff CcO 185/%0  Vienna Standard Mean Ocean Water

Die Zusammensetzung der Isotope in einem Organismus wird von seiner Umge-
bung beeinflusst, da Isotopeneffekte bei der Biosynthese von Molekilen auf
biochemischen Mechanismen beruhen. Die Ausbeuten der einzelnen Reaktions-
schritte bezuglich der Isotopendiskriminierung fihren so zu charakteristischen
Isotopengehalten und -verteilungsmustern in nattrlichen und synthetischen Ver-
bindungen (Martin et al 1999, Hoefs 1973, Fritz und Fontes 1980, Winkler 1984,
Schmidt et al 1998).

Dadurch lasst sich von der Isotopenverteilung eines Molekuls im Umkerschluss
auf seine Herkunft schliel3en. Die nachfolgenden Abschnitte sollen die Zusam-
menhange erlautern, denen die Isotopenverteilung der sogenannten Bioelemente
(O, H, C) im Okosystem unterliegt.
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Abb. 2.2: 5-0ysmow-Werte von Sauerstoff in verschiedenen Sauerstoffpools,
nach Winkler (1984) und Rossmann (1997)

Isotopeneffekte im Sauerstoffkreislauf

In organischem Pflanzenmaterial gibt es hauptséchlich drei Quellen fir Sauerstoff:
Wasser, Kohlendioxid, sowie molekularer Sauerstoff der Luft. Von diesen Quellen
mit untereinander verschiedenen **0-Gehalten weist das Wasser die am starksten
variierenden Werte auf (Schmidt et al 2001, siehe auch Abbildung 2.2).

Ein Grund fir diese starke Diskriminierung liegt im sogenannten geographischen
Wasserkreislauf.

Das gro3te Wasserreservoir stellen die Ozeane dar, in welchen sich ca. 98% des
weltweiten Wassers befindet, der tlberwiegende Rest ist in den Polkappen gebun-
den (Epstein et al 1977). Eine im Vergleich dazu sehr geringe Menge wird als
Wasserdampf durch Wetteraktivitdten in einen Kreislauf eingebracht (Abbildung
2.3). Innerhalb dieses Kreislaufes finden starke Diskriminierungsvorgange statt.
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2.5 Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

Abreicherung an schweren Isotopen
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung von Kontinental- und Hoheneffekt
Hoefs (1973) und Hoffmann (2000)

Aufgrund von Wetterbewegungen besitzt die Zusammensetzung des meteorologi-

schen Wassers ein geographisches Muster, welches von der geographischen
Lage des jeweiligen Standortes beeinflusst wird. Es erlaubt somit Riuckschlisse
auf diesen, da das Wasser in den unteren Bodenschichten nicht mehr umgesetzt
wird und somit ein vieljahriges Mittel der Niederschlage widerspiegelt (Forstel
1994; Forstel und Huitzen 1984).

Bei Verdunstungsprozessen gehen mehr Wassermolekile mit dem leichteren Iso-
top °O in die Gasphase (ber, somit sind Wolken gegeniiber der jeweiligen
Verdunstungsquelle an 20 abgereichert. Dies fiihrt infolge einer Bewegung von
Luftmassen vom Meer Richtung Landesinnerem dazu, dass der Niederschlag im-
mer mehr an 80 verarmt, die 8-18OVSMOW-Werte nehmen also ab (Forstel 1985).
Hierbei sind der sogenannte "Hoheneffekt* (Abnahme des ®0O-Gehaltes im Nie-
derschlag mit der Erhebung Uber das Meeresniveau, beruhend auf dem Abregnen
an Hindernissen (Foérstel und Hutzen 1984) und der "Kontinental-Effekt* (Abnahme
des '80-Gehaltes mit zunehmender Entfernung von der Kiiste ins Landesinnere)

ausschlaggebend.

24



2 Kenntnisstand

Jahresdurchschnitt

Abb. 2.4: §-0ysmow-Werte [%0] des Niederschlages in Europa: Jahresdurch-
schnitt 2001 sowie Durchschnittswerte von Monaten der Erdbeer-
erntesaison (April 2001, Mai 2001, Juli 2001), nach Daten der IAEA
(http://isohis.iaea.org)

Abbildung 2.4 zeigt die durch die vorstehend beschriebenen Effekte beeinflusste
Sauerstoffisotopenverteilung in Niederschlagen in Europa 2001 (nach Daten der
IAEA, http://isohis.iaea.org).

Eine weitere Ursache fir Isotopeneffekte im Wasser stellt der Wasserkreislauf im

Pflanzeninneren dar.

Wasser wird durch die Wurzeln der Pflanzen aufgenommen, eine Isotopenfraktio-
nierung findet hierbei weder bei der Aufnahme an sich, noch beim Transport des
Wassers durch die Leitbahnen statt. Erst die Evaporation aus Spaltéffnungen in
Blattern und Friichten fihrt zu einer Anreicherung von 20 im Blattwasser (Farqu-
har et al 1993, Fauhl et al 2000). Das Ausmal} dieser Anreicherung wird vom
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2.5 Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

lokalen Klima (Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Niederschlag) beeinflusst. Dies flhrt
zu tageszeitabhangigen (starkste Anreicherung am friihen Abend) sowie zu saiso-
nalen Schwankungen (vermehrte Evaporation im Sommer; Forstel 1994, Forstel
und Hitzen 1984, Kornex| 1997).

Zudem findet ein Austausch mit dem Wasserdampf der Luft statt (Rajagopalan et
al 1999). Abbildung 2.5 gibt einen Uberblick iber die im Wasserkreislauf der
Pflanzen stattfindenden Isotopenfraktionierungsprozesse.

Der Sauerstoffkreislauf in den Stoffwechselvorgédngen der Pflanzen ist sehr kom-
plex. Zum Aufbau der Primarprodukte, der Kohlenhydrate, nutzen die Pflanzen
Sauerstoff aus dem Kohlendioxid der Luft. Dieser besitzt einen vergleichsweise
hohen 8-*0yswow-Wert gegeniiber dem aus dem Grundwasser aufgenommenen,
im Wasser gebundenen Sauerstoff.

Es kann bei den Stoffwechselprodukten allerdings kein Zusammenhang zwischen
dem 20-Gehalt des Kohlendioxids, als vielmehr eine Ubereinstimmung mit dem
80-Gehalt des Blattwassers gefunden werden. Es wird postuliert, dass dieser Ef-
fekt durch Equilibrierungsreaktionen zwischen Kohlendioxid und dem Blattwasser
im Pflanzeninneren zustande kommt (Deniro und Epstein 1979, Schmidt et al
2001, Sternberg et al 1986, Epstein et al 1977).

(_f-\ Isotopen-
% austausch

\\ \ atm.
\ co _ £ %
\\ 2 17z, Wasserin Zellen /%h%
X = | o2,
. g Photosynthese S, 4
Niederschlag - L %,
atm. . — % T Zucker/Zellulose X%
O, Furaneol
Hzo' ) ‘
Verdampfung ’
Erdreich ¥’>
Wasser

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Isotopenfraktionierungsprozesse in Pflan-
zen, nach Hillaire-Marcel (1986)
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Bei der weiteren Umsetzung der Primarprodukte zu den Sekundarprodukten ist
eine weitere Abreicherung an *O zu beobachten, da die Beteiligung des Wassers
an den Biosyntheseschritten zunimmt und die Reaktionen mit verschiedenen Iso-
topeneffekten einhergehen. So haben Kohlenhydrate als primére Assimilations-
produkte durchschnittliche §-*Oysuow-Werte von 25%., wahrend Sekundarmeta-
bolite wie zum Beispiel Proteine §-**0Ovsmow-Werte von etwa 17%o und Lipide von
ca. 5-11%o aufweisen (Rossmann 1997, Winkler 1984; vgl. auch Abbildung 2.2).

Bei der Betrachtung von Produkten pflanzlichen Ursprungs kann somit zusam-
menfassend gesagt werden, dass molekularer Sauerstoff und Kohlendioxid der
Luft weitgehend standortunabhéngig sind, wohin gegen das in der Pflanze enthal-
tene Wasser eine standortspezifische GroRe darstellt, was eine Basis fur eine
Herkunftsbestimmung aufgrund der Sauerstoffisotopengehalte rechtfertigt.

Isotopeneffekte im Wasserstoffkreislauf

Wasserstoff kommt auf der Erde hauptsachlich in Wasser, Erdol, Erdgas, und
Mineralien vor. Abbildung 2.6 gibt einen Uberblick tber die verschiedenen

d-H/Dvsmow-Werte der Wasserstoffreservoire der Erde.

Am wesentlichsten wirkt sich bei den Isotopenfraktionierungsprozessen von Was-
serstoff der Wechsel von Molekilen zwischen flissiger und Dampfphase aus.
Dabei ist aufgrund der relativ groBen Massendifferenz zwischen den Isotopen *H
(Wasserstoff) und H (auch D, Deuterium oder schwerer Wasserstoff) ein ausge-
pragter Temperatureffekt zu beobachten. Bei erhdhter Umgebungstemperatur
kann die kinetische Energie der Umgebung ausreichen, um Wassermolekiile, wel-
che Deuterium enthalten, in die Gasphase Ubergehen zu lassen. Daher ist die
Isotopenfraktionierung bei kiihleren Temperaturen deutlich starker ausgepragt und
weist auch starke saisonale Schwankungen auf.

Die relevanten Wasserstoffquellen fiir Lebensmittel und -zusatzstoffe sind vorwie-
gend, wie bei Sauerstoff, im Wasserkreislauf zu sehen. Dies fuhrt dazu, dass die
Wasserstoffdiskriminierungen eng mit denen des Sauerstoffs verknipft sind. Hier-
bei wurde bereits 1964 eine lineare Abh&ngigkeit zwischen Sauerstoff- und
Wasserstoffanreicherung festgestellt (Dansgaard 1964).
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Abb. 2.6: 8-H/Dyswow-Werte von Wasserstoff in verschiedenen Wasserstoffpools,
nach Winkler (1984)

Die bei den Isotopeneffekten im Sauerstoffkreislauf beschriebenen Effekte beziig-
lich Meereshohe (Ho6heneffekt) und Abstand zur Kiste (Kontinentaleffekt) gelten
entsprechend (vgl. auch Abbildung 2.3).

Abbildung 2.7 zeigt den 3-H/Dysmwow-Jahresdurchschnitt von den 2001 in Europa
gefallenen Niederschlagen, sowie Durchschnittswerte verschiedener Monate der
Erdbeererntesaison.

Die beim Sauerstoffkreislauf beschriebene Isotopenfraktionierung bei der Eva-
potranspiration von Pflanzen kommt auch im Wasserstoffkreislauf zum tragen (An-
reicherung des Blattwassers mit schweren Isotopen).

Organisches Blattmaterial zeigt sich gegeniiber dem Blattwasser stark an Deuteri-
um abgereichert. Dies ist auf Reduktionsprozesse wahrend der Photosynthese
und im Sekundarmetabolismus zurtickzufihren.
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Jahresdurchschnitt April

102 4%\
) W 4
/

784 e

x\
\

Abb. 2.7: 8-H/Dyswow-Werte [%o] des Niederschlages in Europa: Jahresdurch-
schnitt 2001 sowie Durchschnittswerte von Monaten der Erdbeer-
erntesaison (April 2001, Mai 2001, Juli 2001), nach Daten der IAEA
(http://isohis.iaea.org)

Isotopeneffekte im Kohlenstoffkreislauf

In pflanzlichen Systemen ist die Quelle des Kohlenstoffs das Kohlendioxid der At-
mosphére, welches gegenliber dem im Wasser der Ozeane geldsten Carbonat am
schweren Isotop **C abgereichert ist (Keeling 1961). Beim Einbinden in organi-
sche Verbindungen wird dieses wiederum abgereichert, so dass organische
Verbindungen niedrigere 8-"*Cyppg-Werte als atmospharisches Kohlendioxid auf-

weisen (vergleiche Abbildung 2.8).
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Abb. 2.8: 8-*Cyppg-Werte von Kohlenstoff in verschiedenen Kohlenstoffpools,

nach Hoefs (1973) und Winkler (1984).

Die Bindung des Kohlenstoffs erfolgt durch die Photosynthese in grinen Pflanzen.

Die bei der Kohlendioxidbindung erfolgende Abreicherung ist vom Photosynthese-

typ (Cs, C4 oder CAM,; siehe nachfolgende Erklarungen) der jeweiligen Pflanze
abhangig (Hillaire-Marcel 1986, Park und Epstein 1961, Smith und Epstein 1971).

Bei den Cs-Pflanzen wird das durch die Spaltéffnungen in den Bléattern hereindif-

fundierende Kohlendioxid im Calvin-Zyklus in dem Primarprodukt, 3-Phosphogly-

cerinsaure, einem Molekldl mit drei Kohlenstoffatomen, gebunden (Calvin und

Bassham 1962). Die Mehrzahl der Kulturpflanzen in gemagigten Breiten sind Cs-
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Pflanzen, zum Beispiel starkeliefernde Pflanzen wie Getreide, Reis, Kartoffeln,
aber auch Zuckerriibe, Soja, Wein und Zitruspflanzen. Diese Pflanzen besitzen
ublicherweise einen 8-*Cyppg-Wert zwischen -32 und -24%o. (Winkler und Schmidt
1980).

C4-Pflanzen sind an wasserarmen, heif3en Standorten zu finden, sie nehmen da-
her Kohlendioxid Uberwiegend nachts auf, um so Transpirationsverlusten vorzu-
beugen. Das Kohlendioxid wird in Oxalessigsaure, eine Verbindung mit vier
Kohlenstoffatomen, gebunden und als Malat zwischengespeichert, bis dann tags-
Uber bei geschlossenen Spalt6ffnungen im Pflanzeninneren wieder Kohlendioxid
aus dem Malat freigesetzt und nachfolgend im Calvin-Zyklus umgesetzt wird.
Nachdem auf diese Weise annahernd das gesamte aufgenommene Kohlendioxid
gebunden wird, ist hier ein geringerer Isotopeneffekt zu beobachten. C,-Pflanzen
weisen daher mehr *3C in ihrer Biomasse auf, was in 8-**Cypps-Werten zwischen
-16 und -10%o. resultiert. Kulturpflanzen, welche diese Art der Photosynthese be-
treiben, sind zum Beispiel Hirse, Mais und Zuckerrohr.

CAM-Pflanzen bauen das atmospharische Kohlendioxid — je nach auf3eren klima-

tischen Gegebenheiten — sowohl auf dem Cs- als auch auf dem Cs-Weg ein. Der
8-*Cyppe-Wert der Biomasse von CAM-Pflanzen liegt demzufolge zwischen dem
der beiden anderen Pflanzengruppen, das heil3t bei -30%0 und -12%.. Bekannte
Kulturpflanzen, die CAM-Photosynthese betreiben, sind zum Beispiel Ananas und
Vanille (Faulhaber 1998, Weinert 1998, Winkler und Schmidt 1980).

Neben den Unterschieden im Photosynthesetypus kommt es, wie auch beim Sau-
erstoff- und Wasserstoffkreislauf, zu kleinen Unterschieden im Sekundérmeta-
bolismus der Pflanzen. Die héchsten **C-Gehalte finden sich analog zu den
hochsten '20-Gehalten in den Kohlenhydraten und den anderen Priméarprodukten
der Photosynthese (organische Sauren). Lipide und Aminosduren sind demge-
genuiber an **C abgereichert (O’Leary 1981, Schmidt et al 1995).

Zusatzlich zu den endogenen Beeinflussungen der *3C-Verteilung im Pflanzen-
inneren spielen noch einige exogene Faktoren eine Rolle.

Im Gegensatz zum Sauerstoffhaushalt ist der Kohlenstoffhaushalt — abgesehen
vom Photosynthesetyp — ebenso, wenn auch in niedrigerem Ausmalf3, von den Kli-
matischen Bedingungen abhéangig (Farquhar et al 1982, Farquhar und Ehleringer
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1989, O’Leary 1981 und 1995). So ist zum Beispiel zu beobachten, dass sich der
8-1*Cypps-Wert der Pflanze deutlich erhéht, wenn diese verminderter Wasserver-
fugbarkeit ausgesetzt ist (Farquhar et al 1982, Farquhar und Ehleringer 1989,
Heaton 1999, Robinson et al 2000).

Zudem ist ein Zusammenhang zwischen dem §-*Cypps-Wert von Cz-Pflanzen und
der Hohe Uber dem Meeresspiegel nachgewiesen worden (Korner et al 1991). Des
weiteren haben unterschiedliche **C-Gehalte in Gebieten mit hoher oder niedriger
Dichte industrieller Besiedlung einen Einfluss auf den resultierenden 8-**Cyppe-
Wert der Biomasse. In Gebieten mit hohem Industrieaufkommen sind die
5-13Cypps-Werte des atmospharischen Kohlendioxids aufgrund der Verbrennung
von Kohle und Erdél niedriger, da fossile Brennstoffe an **C abgereichert sind
(Faulhaber 1998, O’Leary 1981).

Der 8-*Cyppe-Wert gilt heute als zuverlassigster Parameter fiir die Zuordnung der
Arten und der von ihnen entstammenden Produkte zu Cs- oder Cs-Pflanzen, da er
sich als streng mit dem Photosynthesetyp zusammenhangend gezeigt hat (Os-
mond und Ziegler 1975). Das bekannteste Beispiel hierfir ist der Nachweis der
Herkunft von Saccharose aus Zuckerriibe (C3-Pflanze) oder Zuckerrohr- und Mais-
hydrolysaten (C,4-Pflanzen; Winkler und Schmidt 1980).

Anhand der in diesem Kapitel beschriebenen Beeinflussung der Verhaltnisse von
Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Wasserstoff-Isotopen durch geographische und Kili-
matische Gegebenheiten sowie aufgrund spezieller Charakteristika verschiedener
Synthesewege, auf denen organische Verbindungen sowohl in biologischen Orga-
nismen als auch bei der chemischen Synthese gebildet werden, wird deutlich,
welche Bedeutung die Untersuchung der Stabilisotopenverhaltnisse fir eine Aus-
sage Uber Natur- und Syntheseprodukte und deren Herkunft hat.

Dabei ist zu beachten, dass die Isotopenverteilung in tierischen Lebensmitteln wie
Fleisch, aber auch Milch, Eiern oder Honig, die in den oben aufgefirten Kreisslau-
fen nicht beschrieben wurden, auch vorwiegend durch diese Kreislaufe beeinflusst
werden. Die Isotopenverteilung in tierischen Produkten wird hauptséchlich durch
die (pflanzliche) Nahrung und das Trinkwasser bestimmt, daneben durch Reaktio-
nen im tierischen Metabolismus sowie klimatische Faktoren, wobei die ersten
beiden im Einfluss Uberwiegen (Peterson und Fry, 1987; Boner und Férstel, 2004).
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Beim Heranziehen von Isotopenverteilungen als Parameter flr eine Authentizitats-
oder Herkunftsbeurteilung ist zu beachten, dass nur solche Molekiile zu einer ver-
lasslichen und reproduzierbaren Aussage fuhren, welche Sauerstoff- und Wasser-
stoffatome besitzen, die direkt an das Kohlenstoffgeriist gebunden sind. Anderen-
falls kbnnen durch Austauschreaktion mit dem das Molekldl umgebenden Milieu
die Ergebnisse verfalscht werden (Epstein et al 1977, Schmidt et al 1998).

2.5.2 Technik der Stabilisotopenanalytik mittels Isotopenverhaltnismassen-

spektrometrie

Der Unterschied zwischen gewohnlichen Massenspektrometern, wie in Kapitel
2.3.2 beschrieben, und Isotopenverhaltnismassenspektrometrie-Geraten (IRMS)
liegt im aufzulésenden Massenbereich, in der Stabilitat der lonenproduktion und in
der Probenzufuhr.

Die IRMS stellt eine Technik dar, welche in der Lage ist, mit einem sehr sensitiven
Detektor hochprazise Messungen zu machen, die eine sehr geringe Standard-
abweichung besitzen. Daher ist sie sehr gut als analytische Massenspektrometrie
zu verwenden (im Gegensatz zur Strukturaufklarung mittels "gewohnlicher Mas-
senspektrometrie, Meier-Augenstein 1999). Um das Verhaltnis der Isotope bestim-
men zu kénnen, werden die zu messenden Proben durch Pyrolyse (Sauerstoff und
Wasserstoff) oder Verbrennung (Kohlenstoff) in einfache niedermolekulare
Messgase (molekularer Wasserstoff fur Wasserstoffmessungen, Kohlenmonoxid
fur Sauerstoff- und Kohlendioxid fur die Kohlenstoffbestimmung) tberfuhrt.

Die IRMS ist eine schon seit langem bekannte Methode und wird seit der ersten
Halfte des zwanzigsten Jahrhunderts angewendet. Der Aufbau moderner Isoto-
penverhaltnismassenspektrometer beruht auf Entwicklungen aus den vierziger
Jahren (Nier 1940 und 1947).

Die Anwendung in der Routineanalytik wurde durch die Entwicklung multipler Kol-
lektoren fur die gleichzeitige Detektion der isotopomeren Analytmolekile und den
abwechselnden Einlass von Mess- und Referenzgas in das Massenspektrometer
ermoglicht.

Das Massenspektrometer steht heute zumeist mit entweder Elementaranalysa-
toren (EA) in Verbindung, welche die komplette Probe in das jeweilige Messgas
Uberfuhren, oder es ist mit einem Gaschromatographen uber ein zwischen-
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geschaltetes Interface zur Erzeugung des Messgases gekoppelt, der es ermog-
licht, ohne zu aufwendige Probenvorbereitung eine Zielverbindung aus einem
Probengemisch mittels des Isotopenverhaltnismassenspektrometers zu untersu-
chen. Abbildung 2.9 zeigt den schematischen Aufbau eines Isotopenverhéltnis-
massenspektrometers sowie die verschiedenen mdglichen Zugange zu den Mess-
beziehungsweise Referenzgasen.

Isotopenverhaltnismassenspektrometer

Bei Isotopenverhaltnismassenspektrometern handelt es sich um hochauflésende
Sektorfeld-Massenspektrometer, welche nur fir die Messung der Isotopomere ein-
facher Messgase einsetzbar sind. Die erforderliche hohe Prazision und
Genauigkeit bei der Bestimmung der 5-Werte wird dadurch erreicht, dass abwech-
selnd das Messgas des Analyten und ein Referenzgas mit bestimmtem 3-Wert
gemessen werden. Die lonenerzeugung erfolgt mittels ElektronenstoRRionisation,
die Detektion der so entstandenen Kationen erfolgt nach Auftrennung im Magnet-
feld in parallelen Faraday-Kollektoren. Die dort erhaltenen Ergebnisse werden
mittels einer Software auf das zu Beginn der Messung eingeflihrte Referenzgas

bezogen und in 8-Werte umgerechnet.

Elementaranalysator

Elementaranalysatoren dienen allgemein zur Uberfiihrung von festen oder fliissi-
gen Proben in einfachere gasformige Bestandteile zur Bestimmung ihrer
Zusammensetzung. Die im Zusammenhang mit der Isotopenverh&ltnismassen-

éferenzgas

o

Abb. 2.9: Schematische Darstellung des Messaufbaus zur Bestimmung von
Stabilisotopenverhéltnissen aus Isotopenverhéltnismassenspektrometer
mit den Zugangen Gaschromatograph (GC), Referenzgaseinlass sowie
Elemantaranalysator (EA)

lonenquelle

Magnetfeld

L

(I
Faraday-Detektoren
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spektrometrie eingesetzten Elementaranalysatoren dienen zur quantitativen Uber-
fuhrung von festem oder flissigem Probenmaterial (sowohl Reinsubstanzen als
auch Stoffgemischen wie in Proben komplexer Zusammensetzung, z.B. nattrlicher
Biomasse) in die vom Isotopenverhaltnismassenspektrometer zu untersuchenden
Messgase.

Fur die Bestimmung von Sauerstoff- und Wasserstoffisotopenverhaltnissen wer-

den bei der zu analysierenden Probe nach Einbringen in den Reaktionsofen in
einer Silberkapsel durch Pyrolyse bei einer Temperatur von 1460°C in einem
Glaskohlenstoffrohr, welches mit Glaskohlenstoffsplittern und nickelbelegter Kohle
sowie Nickelwolle gefullt ist, die enthaltenen Wasserstoff- und Sauerstoffatome in
die Messgase Kohlenmonoxid sowie Wasserstoff Uberfuhrt. Das so entstehende
Gasgemisch wird tUber chemische Gasadsorbentien (anionisches Adsorptionsma-
terial zur Entfernung von Kohlendioxid und Sauerstoff und eventuell vorhandenen
Stickoxiden, je nach Probenzusammensetzung) sowie Magnesiumperchlorat (zur
Entfernung von Wasser) gefuihrt. Dann wird das bei der Pyrolyse entstandene
Gemisch aus Wasserstoff und Kohlenmonoxid an einem Molekularsieb (gepackte
GC-Saule) aufgetrennt. Danach erfolgt der Einlass in die lonenquelle des Massen-
spektrometers mittels einer sogenannten Open-Split-Verbindung.

Bei Kohlenstoffbestimmungen wird die Probe in Zinnkapseln in den Reaktionsofen

eingebracht, welcher aus einem mit Wolframoxid, Quarzwolle und Kupfer gefllten
Quarzrohr besteht. Dort wird die gesamte Probenmenge im Heliumstrom mit ele-
mentarem Sauerstoff bei 1000°C verbrannt; die erhaltenen Gase (Kohlendioxid
(Messgas), Wasser und je nach Probenbeschaffenheit Stickoxide und Schwefeldi-
oxid) werden durch einen Reduktionsofen geleitet, in dem Uberschussiger
Sauerstoff durch Kupfer entfernt wird und sich Stickoxide in Stickstoff umwandeln.
Nach Durchgang durch eine Wasserfalle durchlauft das entstandene Analytgas,
wie bei der vorstehend beschriebenen pyrolytischen Umsetzung bei der Sauer-
stoff- und Wasserstoffbestimmung, eine gaschromatographische Auftrennung vor
Einleitung in die lonenquelle des Massenspektrometers.

Gaschromatograph und Interface/Reaktor

Die Probenzufuhrung in ein Isotopenverhaltnismassenspektrometer kann tber ein
System bestehend aus Gaschromatographen und speziellem Uberfiihrungs-
interface erfolgen. Dies hat gegeniber der Probenzufiihrung durch einen EA den
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Vorteil, dass einzelne Verbindungen, sofern sie fliichtig genug sind (vgl. Kapitel
2.3.3), aus einer komplexen Mischung untersucht werden kdnnen, ohne dass eine
langwierige Auftrennung im Labormaflstab erfolgen muss, da das Analytmolekul
mittels Gaschromatographie vom Rest der Probe abgetrennt wird und das Isoto-
penverhaltnismassenspektrometer prinzipiell — wie bei der GC-MS Kopplung — als
Detektor fungiert.

Zur Herstellung der zur Isotopenbestimmung nétigen Messgase wird der Kapillar-
saule ein Reaktor nachgeschaltet, in dem die Umwandlung in das jeweilige Mess-
gas erfolgt.

Bei der Sauerstoffmessung erfolgt die Konversion des Sauleneluats in die Mess-

gase in einem Pyrolyseofen bei 1250°C. Der in diesem enthaltene Reaktor besteht
aus einem Keramikrohr, welches ein mit einem Nickelfaden gefilltes Platinrohr
enthalt. Dieser Nickelfaden dient als Kohlenstoffspeicher. Um einen Sauer-
stoffaustausch zwischen der Keramikwand und dem im Reaktor entstehenden
Kohlenmonoxid zu verhindern, wird der Zwischenraum mit einem reduktiven Gas-
gemisch (1% Wasserstoff in Helium) gespdult. Dies unterstitzt das bei der Pyrolyse
erwinschte reduktive Milieu.

Um Wasserstoffisotopenmessungen durchzufiihren, wird ebenfalls mit einem

pyrolytischen Reaktorinterface gearbeitet. Die Pyrolyse des Séauleneluats findet im
leeren Keramikrohr bei 1440°C statt.

Im Gegensatz dazu wird, wie bei der Verwendung eines EAs, zur Kohlenstoffmes-

sung ein Verbrennungs-Reaktorsystem verwendet. Die von der Kapillarsaule
eluierenden Zielverbindungen werden bei 950°C in einem mit Platin-, Kupferoxid-
und Nickeloxiddrahten gefullten Keramikrohr zu Kohlendioxid, Stickoxiden und
Wasser verbrannt. Die Freisetzung des hierzu nétigen Sauerstoffes erfolgt dabei
quantitativ aus den Metalloxiden. Der Verbrennungsofen kann mittels durchstro-
mendem Sauerstoffgas nach Erschopfung seiner Kapazitat reoxidiert werden.
Anschliel3end wird das so erhaltene Reaktionsgemisch durch einen Reduktions-
ofen gefuhrt, welcher mit elementarem Kupfer geflllt ist und bei 600°C betrieben
wird.

Wie bei der Analytgaszuleitung nach elementaranalytischer Umsetzung der Pro-
ben in die Messgase, ist auch bei der Verwendung von gaschromatographischen
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Systemen bei allen Messmodi eine Wasserfalle (hier eine Nafion®-Membran) vor
Einleitung des Analytgasstromes zwischengeschaltet.

Die Beschrankung des Tragergasflusses bei Uberfiihrung in die lonenquelle des
Isotopenverhéaltnismassenspektrometers erfolgt wie bei der Messgaserzeugung
mittels Elementaranalysator tber ein Open-Split-System.

Da Isotopomere bei der Elution von einer chromatographischen Saule einer Frak-
tionierung unterworfen sind (die jeweiligen schweren Isotopomere eluieren
schneller; Shepard et al 1976, Fetzer et al 1980), ist eine vollstandige Basis-
linientrennung vom vorhergehenden und nachfolgenden Eluenten zur Zielkom-
ponente hierbei unerlasslich.

Standardisierung

Die Isotopenverhaltnismessung erfolgt durch eine vergleichende Analyse gegen
ein Standardgas bekannter Isotopenzusammensetzung, welches abwechselnd mit
dem Analytmessgas in das Istopenverhaltnismassenspektrometer eingelassen
wird.

2.5.3 Beispiele etablierter Anwendungen der Isotopenverhéaltnismassen-
spektrometrie in der Authentizitdtskontrolle von Lebensmitteln

Die Echtheitskontrolle von Lebensmitteln mittels Stabilisotopenanalytik hat sich in
den letzten 25 Jahren etabliert (Rossmann und Schmidt 2000), etwa seit 1990
sind GC-C-IRMS Gerate kommerziell erhaltlich (Meier-Augenstein 1999). Online
Messungen von GC-P-®0-IRMS werden seit Ende der neunziger Jahre durchge-
fuhrt (HOr et al 2001).

Da die Isotopenverhéltnismassenspektrometrie ein vielversprechendes Werkzeug
zur Echtheitsprifung von Lebensmitteln und Lebensmittelbestandteilen ist, wird
die Bestimmung der Globalverteilung von Isotopen in organischen Molekilen heu-
te in praktisch allen Lebensmittelgruppen zur Authentizitatskontrolle eingesetzt.

Die Routineanalytik von Stabilisotopenverhéltnissen zur Authentizitatskontrolle ist
am weitesten im Weinsektor verbreitet. Seit 1990 existiert eine von der Européi-
schen Union gefuhrte offizielle Weindatenbank flr stabile Isotopenparameter
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(Verordnungen 2670/90, 2347/91, 2348/91, 822/97, 2729/2000; Rossmann et al
1999).

Hierbei kbnnen Weinverfalschungen durch Zuckerung mit fir Weine nicht zuge-
lassenen Sulungsmitteln nachgewiesen werden.

Da Trauben Cs-Pflanzen sind, ist es einerseits moglich, den Zusatz von Zucker (im
dadurch erzielten erhdhten Ethanolgehalt) aus C,-Pflanzen zu entdecken, ande-
rerseits ermdglicht die Wasserstoffisotopenmessung die Detektion des Zusatzes
von Zucker aus Cs-Pflanzen, zum Beispiel aus der Zuckerribe (Winkler 1984,
Rossmann 2001).

Zudem kann die Stabilisotopenuntersuchung des Wassers in Wein im Vergleich
mit Werten des Regenwassers zur Aufdeckung von Verfalschung teurerer (z.B.
franzosischer) Weine mittels billiger Weine (z.B. aus Marokko), verwendet werden
(Winkler 1984, Forstel 1985). Die Sauerstoffisotopenfraktionierung ermdglicht zu-
dem den Nachweis der Wasserung von Wein (Holbach et al 1994).

Zusatze von mehr als 15% Fremdglycerin zum Glycerinanteil eines Weines kon-
nen ebenfalls mittels einer IRMS-Multielementmessung von Wasserstoff, Sauer-
stoff und Kohlenstoff festgestellt werden (Rossmann 1997).

Die *C-Untersuchung des Kohlendioxides in Sekt erlaubt Riickschliisse auf die
Art der Produktion (Winkler 1984).

Ebenso ist die Unterscheidung von Bier, gebraut nach dem Reinheitsgebot, von
solchem, welches beispielsweise Zusatze aus Reis, Mais oder Zuckerrohr zur
Gerste enthalt, mittels 8-**C-Bestimmungen moglich (Winkler 1984).

Bei der Untersuchung von Aromastoffen aus etherischen Olen ist es zum Beispiel
moglich, die Herkunft von Linalool in Lavendeldl durch IRMS in Verbindung mit
GC- / MDGC-Analytik zu bestimmen (Hener et al 1992).

Durch Kohlenstoffanalytik von Linalylacetat kann ein Zusatz von naturidentischem
Aroma zu nattrlichem nachgewiesen werden (Rossmann und Schmidt 2000).

Bei Benzaldehyd (Bittermandeldl) dagegen ist die Messung des Kohlenstoffstabil-
isotopenverhéltnisses nicht aussagekraftig. Eine Aussage uUber die Herkunft aus
naturlicher beziehungsweise synthetischer Quelle ist aber durch Wasserstoff-
isotopenanalytik moglich (Rossmann und Schmidt 2000). Synthetisch aus
naturlichem Zimtaldehyd (ex Cassia) hergestellter Benzaldehyd ist jedoch auf die-
se Weise nicht von natirlichem zu unterscheiden (Ruff et al 2000).
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Bei Vanillin ist eine Unterscheidung anhand des *3C-Verhaltnisses sowohl mittels
SNIF-NMR, als auch mittels IRMS madglich (Winkler 1984). Auch der Sauerstoff-
isotopenwert kann zur Beurteilung herangezogen werden, da synthetisches
Vanillin niedrigere Werte als natirliches aufweist (Rossmann und Schmidt 2000).
Im Hinblick auf biotechnologisch hergestelltes Vanillin kann zur Unterscheidung
von natiirlichem Vanillin aus der Vanillepflanze die Bestimmung des '?0O-Gehaltes
in Verbindung mit selektiver Degradation zu Guajacol zur Bestimmung des positi-
onsspezifischen Isotopenwertes der Formylgruppe in Verbindung mit einem
Verhaltnis des *C-Gehaltes von Vanillin und erhaltenem Guajacol herangezogen
werden (Bensaid et al 2002).

Die Authentifizierung von Koffein aus verschiedenen Quellen ist ebenfalls per Mul-
tielementbestimmungen maoglich (Richling et al 2003).

Weitere Beispiele fiur Authentizitatskontrollen von Aromastoffen mittels IRMS sind
unter anderem die in unserem Arbeitskreis entstandenen Arbeiten von HOr (2001)
und Ruff (2001); hierbei wurden die sogenannten "Grinnoten”, 1-Hexanol, (2)-3-
Hexenol, (E)-2-Hexenal und (E)-2-Hexenol, sowie Benzaldehyd, Estragol, Deca-
nal, Citral, Linalool und Linalylacetat untersucht.

Bei Frucht- und Gemiisesaften kann anhand des *®0-Gehaltes im Fruchtsaftwas-
ser eine Unterscheidung von frisch gepressten und aus Konzentrat hergestellten
Saften getroffen werden (Houerou et al 1999, Jamin et al 2003).

Zudem kann die Wasserung von Saften, darunter Orangensaft, durch Kohlenstoff-
und Sauerstoffisotopenbestimmung aufgedeckt werden (Pupin et al 1998).

Die Bestimmung von Kohlenstoff- und Wasserstoffisotopenverhéaltnissen kann fer-
ner zum Nachweis eines Zuckerzusatzes in Apfelsaft dienen (Kelly et al 2003).

Bei Fetten, Olen und Protein kann eine Unterscheidung der Herkunft anhand des
8-*Cyppe-Werts aus Cs- beziehungsweise C,-Planzen sowie aus Fisch erfolgen.
Hierbei haben Produkte aus C,4-Pflanzen die negativsten Werte, gefolgt von Pro-
dukten aus Fisch und dann solchen aus Cs-Pflanzen (Winkler 1984).

Bei Olivendlen ist durch Bestimmung des Kohlenstoffstabilisotopenverhaltnisses
des Ols und verschiedenen daraus isolierten Fettsduren die Behandlung durch
Deodorisierung oder Gaswasche des Ols nachweisbar. Zudem kann die mégliche
Verschneidung mit raffiniertem Olivendél oder anderen Pflanzenélen nachgewiesen
werden (Spangenberg et al 1998).
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Bei der Untersuchung von Kéase aus Sardinien, Pecorino Sardo, ein Produkt mit
geschutzter geographischer Ursprungsbezeichnung (EWG Verordnung 2081/92),
kann durch Untersuchung von Stickstoff- und Kohlenstoffisotopenverhaltnissen
der Aminosauren des Caseins eine Herkunftskontrolle erfolgen (Manca et al
2001). Ebenso lasst sich bei Emmentaler die Herkunft aus verschiedenen Regio-
nen (Schweiz, Vorarlberg und Allgau) durch Bestimmung von Kohlenstoff-, Stick-
stoff- und Strontium-lsotopenverhéltnissen ermitteln (Pilonell et al 2003a und b).
Bei Butter kann durch Multielement-Isotopenverhaltnisbestimmung von Kohlen-
stoff, Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel und Strontium in Verbindung mit Chemo-
metrics ebenfalls eine Herkunftsbestimmung erfolgen (Rossmann et al 2000).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Untersuchungen an Schaumwein

3.1.1 Kenntnisstand

3.1.1.1 Schaumwein

Schaumwein, beziehungsweise Sekt, ist ein Getrank, das seinen Ursprung im
Champagner aus der gleichnamigen Region, der Champagne, in Frankreich hat.
Inzwischen ist es ein weltweit beliebtes Getrank geworden, so dass auch in ande-
ren Landern ahnliche Produkte hergestellt werden (Martinelli et al 2003). Der Pro-
Kopf-Verbrauch in Deutschland betrug in den vergangenen Jahren etwa 4 | (siehe
Tabelle 3.1), im Vergleich zu etwa 121 | Bier, 20 | Wein und 5 | Spirituosen (deut-
sche Hauptstelle fir Suchtfragen, http://www.optiserver.de/dhs).

Innerhalb der EU wird der Verkehr von Schaumwein von der Verordnung (EG)
1493/1999 geregelt. Diese legt zum Beispiel zugelassene 6nologische Verfahren
und Mindestanforderungen an die unterschiedlichen Produkte fest.

Herstellungsverfahren

Die Produktion von Schaumwein beinhaltet typischerweise zwei Fermentations-
schritte, eine erste Fermentation, die zur Entstehung von Ethanol und Aroma-
stoffen fUhrt, und eine zweite, kiirzere Fermentation, bei der das gebildete Kohlen-
dioxid im Gebinde erhalten wird. Die zweite Fermentation wird Ublicherweise
dadurch erreicht, dass kleine Mengen Zucker als Substrat fir die Hefen zugege-
ben werden. Diese zweite Fermentation und der verwendete Grundwein beeinflus-
sen malfigeblich die sensorischen Eigenschaften des Schaumweins.

Tab. 3.1: Verbrauch je Einwohner an Schaumwein pro Jahr (deutsche Hauptstelle
fur Suchtfragen, http://www.optiserver.de/dhs)

Jahr 2000 2001 2002 2003 2004

Pro-Kopf Verbrauch
_ 4,1 4,2 3,9 3,8 3,8
Schaumwein [l]
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3.1 Untersuchungen an Schaumwein

Schaumwein wird vorwiegend durch drei unterschiedliche Verfahren hergestellt:
traditionelle Flaschengéarung, Grol3raumverfahren und Transversierverfahren.

Bei der traditionellen Methode ("Méthode champenoise®) wird der Grundwein nach

der ersten Garung mit Zuckerdosage und einer Sekthefe, die wenig Alkohol, aber
vorwiegend Kohlendioxid produziert, in druckbestandige Flaschen abgeflllt. Die
Flaschen werden verschlossen und in speziellen Gestellen gelagert. Die Flaschen
mussen dabei von Zeit zu Zeit von Hand oder in speziellen Gestellen geruttelt
werden. Dabei werden die Flaschen langsam in eine senkrechte Position ge-
bracht, so dass sich die Hefe im Flaschenhals absetzt. Die Garung dauert
mindestens 90 Tage, die gesamte Herstellung mindestens 9 Monate.

Zur Entfernung der Hefe (das sogenannte Degorgieren) wird der Flaschenhals
eingefroren und der im Hals befindliche Hefepfropfen entfernt. Der Flussigkeitsver-
lust wird dann mit einer sogenannten Fulldosage ausgeglichen, welche letzte
Geschmackseinstellungen erlaubt. Eine Herstellung nach dieser Methode qualifi-
ziert das so erhaltene Produkt zu der Bezeichnung "Flaschengérung nach dem
traditionellen Verfahren®.

Die traditionelle Methode wird vorwiegend bei hochwertigen Schaumweinen ver-
wendet und ist zum Beispiel fir Champagner, Crémant und Cava verpflichtend.

Im sogenannten Transversierverfahren findet die zweite Garung in speziellen

gro3raumigen Garflaschen statt, deren Inhalt dann unter Druck zur Beibehaltung
des entstandenen Kohlendioxids in Tanks umgefullt werden. Die Enthefung erfolgt
wie bei der unten beschriebenen "Méthode Charmat®. Im Gegensatz zur Grol3-
raumgarung ist fur derart hergestellt Schaumweine die Bezeichnung "Flaschen-
garung“ zulassig, das aufwandige Degorgieren entfallt aber. Ohne letzteres darf
das entstehende Produkt lediglich mit dem Begriff “Flaschengarung® gekenn-
zeichnet werden, nicht aber mit dem Zusatz "nach dem traditionellen Verfahren®
oder "Méthode champenoise®.

Die heute meistverwendete Methode, weil billiger als die traditionelle, ist die Grol3-
raumgarung, auch als "Méthode Charmat® bezeichnet. Hier wird der Grundwein
mit Sekthefe und Gardosage in Grol3raumdrucktanks gefullt. Nach Abschluss der
Garung wird der Tankinhalt stark gekuhlt, um moéglichst viel Kohlendioxid in LO-
sung zu halten, wahrend die Hefe mittels Filtration entfernt wird. Anschlie3end
wird das Filtrat in Flaschen abgeflllt. Auf diese Weise hergestellte Schaumweine
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3 Ergebnisse und Diskussion

durfen nicht mit der Bezeichnung "Flaschengarung® in den Verkehr gebracht wer-
den.

Durch die sogenannte direkte Karbonisierung (Imprégnierverfahren), das heif3t das

Versetzen des Grundweines mit Kohlendioxid, wird nach deutschem Weinrecht
kein Schaum-, sondern ein Perlwein erreicht. Das Produkt durchlauft keine zweite
Garung und unterliegt auch nicht der Sektsteuer, was zu einem preislichen Vorteil
fuhrt. Ein in Deutschland beliebtes Beispiel dafur ist "Prosecco Frizzante®, im Ge-
gensatz zu "Prosecco Spumante®. Letzterer wird nach der traditionellen Methode
oder der Grolsraummethode hergestellt.

Ein Sonderfall der Perlweinherstellung stellt Asti Spumante dar, welcher durch
fraktionierte Garung, die sogenannte "Méthode rural“ hergestellt wird, bei der die
(einmalige) Garung der Moste bei 5-7 vol% Alkohol durch (zum Teil mehrfache)
Hefeentfernung und Kduhllagerung abgebrochen wird (Troost und Haushofer
1980).

Aroma von Schaumwein

Im Gegensatz zu Wein, dessen Zusammensetzung und Authentizitatsproblematik
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war und ist (vgl. Kapitel 2.5.3), wurde
Sekt im Vergleich dazu relativ wenig untersucht.

Das Weinaroma ist eine komplexe Mischung unterschiedlicher Substanzen, so-
wohl in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht. Es wurden dber 1000
Verbindungen in einem Bereich von sub-ng/l bis hin zu Hunderten von mg/I gefun-
den. Diese Stoffe gehoren zu den verschiedensten Substanzklassen. Das Aroma
wird von vielen Faktoren beeinflusst: Umweltbedingungen wie Boden und Klima,
Reife der Trauben, Art der Rebsorte, Fermentationsbedingungen, Art der vorhan-
denen Mikroorganismen, Produktionsprozess und Alterung (Rapp et el 1983).
Dabei weisen die einzelnen Rebsorten deutliche Unterschiede im Hinblick auf
Qualitat und Quantitat der Aromastoffe auf, anhand derer eine Differenzierung der
verschiedenen Rebsorten der Ausgangsweine mdoglich ist (Rapp 1998).

Es gibt einzelne Studien zum Einfluss von Produktionshilfsmitteln wie Bentonit auf
die sensorische Qualitat (Martinez-Rodriguez und Polo 2002, Puig-Deu et al 1999)
oder Uber das Verhalten der Kohlendioxidblaschen im Sekt, welche einerseits als
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3.1 Untersuchungen an Schaumwein

Qualitatsmerkmal gelten, andererseits einen Effekt auf die Aromafreisetzung und
das sog. "mouthfeeling” haben.

So beschrieben Edelenyi und Mitarbeiter 1976 Abweichungen zwischen Aroma-
stoffen in Grundwein und Rohsekt. Beim Tankgarverfahren waren einige nur
wahrend des Garvorganges zu beobachten, wahrend das Endprodukt dem
Grundwein relativ dhnlich war, dagegen wurden beim Flaschengarverfahren blei-
bende quantitative Anderungen der untersuchten Verbindungen festgestellt
(Edelenyi et al 1976). Loyaux und Mitarbeiter untersuchten 1981 fliichtige Verbin-
dungen in Schaumwein wahrend des Prozesses der zweiten Fermentation nach
unterschiedlicher Verweilzeit auf der Hefe mittels GC-MS (Loyonx et al 1981).

Eine weitere Studie beschaftigte sich mit dem Einfluss der Ertrages eines Wein-
bergs auf phenolische, fliichtige und stickstoffhaltige Verbindungen und den
sensorischen Qualitdten von Sekt anhand von 16 Sekt-Proben aus vier Grundwei-
nen. Dabei wurden Unterschiede in den Gehalten an freien Aminoséuren sowie
bei den phenolischen Verbindungen beobachtet. Daneben wurde bei einem sen-
sorischen Vergleich den Schaumweinen aus den Weinbergen mit niedrigerem
Ertrag bessere sensorische Qualitaten zugesprochen (Pozo-Bayon et al 2003).

Wie in Kapitel 2.5.3 bemerkt, erlaubt die Untersuchung des Kohlenstoffstabil-
isotopenverhaltnisses den Nachweis eines Zusatzes von Nicht-Garungs-Kohlen-
dioxid zu Sekt (Winkler 1984).

Francioli und Mitarbeiter beschrieben 1999 eine Methode zur Prifung des Alters
von Cava-Schaumweinen mittels GC-MS-Analytik nach Headspace-SPME, wel-
che anhand einer Analyse von 17 Komponenten des Schaumweinaromas eine
ungefahre Einschéatzung des Alters der Schaumweine ermdglicht und zudem die
Einhaltung der geforderten neun Monate Alterungszeit fir Cava Schaumweine
feststellen kann (Francioli et al 1999).

Daneben gibt es jedoch keine weiteren Studien, die sich speziell mit der Authenti-
zitatskontrolle von Schaumweinen beschaftigen.

Dies ist insofern verwunderlich als Schaumwein, obschon er in Herstellungs- und
Verbrauchszahlen weit hinter dem (gut kontrollierten) Wein liegt, aufgrund des
vergleichsweise hohen Preises, der stark vom Herstellungsverfahren und insbe-
sondere der geographischen Herkunft abhangt, einen deutlich héheren Verfal-
schungsanreiz aufweist.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1.1.2 1,2-Propandiol

1,2-Propandiol (auch als 1,2-Propylenglycol bezeichnet) ist eine chirale Ver-
brauchschemikalie. Die Substanz wird im Korper zu Milchsaure und weiter zu
Brenztraubensaure oxidiert und ist im Gegensatz zu Ethylenglycol sehr wenig to-
xisch, steht aber im Verdacht, Allergien auszulosen (Dekant und Vamvakay 1995,
Jackson 1995). Es ist als Losungsmittel fir Lebensmittel und Kosmetika zugelas-
sen. Im Grundsatz kdnnen sowohl das Racemat als auch die enantiomerenreinen
Verbindungen verwendet werden (Center for Food & Nutrition Policy Technical
Advisory Panel - Review Propylene glycol).

Anwendung findet 1,2-Propandiol im Lebensmittelbereich zum Beispiel als Lo6-
sungsmittel fur Aromastoffe oder in Tinten zur Beschriftung von Verpackungen, als
Konservierungsmittel oder als Feuchthaltemittel in Lebensmitteln oder Tabakwa-
ren (Ruddik 1972, Uematsu et al 1997).

Zudem wird es in Frostschutzmitteln und Enteisern verwendet und dient als Er-
satzstoff fur Ethylenglycol als Losungsmittel in einer Vielzahl von technischen und
kosmetischen Produkten. 1994 wurden alleine in den USA etwa 430 Mio Tonnen
produziert (Center for Food & Nutrition Policy Technical Advisory Panel - Review
Propylene glycol). Der Herstellungsprozess verlauft dabei Gber das Zwischenpro-
dukt Propylenoxid, welches zu 1,2-Propylenglycol hydrolysiert wird. Prinzipiell ist
die Herstellung von 1,2-Diolen durch die Hydrolyse von Epoxiden, Chlorhydrinen,
1,2-Dichloriden oder durch katalytische Reduktion von o-Keto- oder
a-Hydroxyaldehyden oder Ketonen mdglich (Center for Food & Nutrition Policy
Technical Advisory Panel - Review Propylene glycol).

1,2-Propandiol wird meist aus Propylen, einem fossilen Rohstoff, hergestellt (Alte-
ras und Cameron 1999). Es wurden viele Versuche unternommen, 1,2-Propandiol
auch aus nachwachsenden Rohstoffen zu gewinnen. Die Hydrolyse von Zuckern
in Anwesenheit eines Metallkatalysators ergibt eine Mischung aus 1,2-Propylen-
glycol und anderen Polyolen. Das so entstehende 1,2-Propandiol ist weitgehend
racemisch.

Die Produktion von 1,2-Propandiol ist auch mit vielen Mikroorganismen, zum Bei-
spiel Chlostridium thermobutyricum (Enebo 1954), verschiedenen Hefen (Suzuki
und Onishi 1968), Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum HG-8 oder
E.coli (Boronat und Aguilar 1979) aus erneuerbaren Energiequellen (Einfachzu-
ckern) moglich (Alteras et al 2001).
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3.1 Untersuchungen an Schaumwein

Enantiomerenreines 1,2-Propylenglycol kann durch katalytische Hydrierung von
D- oder L-Milchsaureestern, durch die biologische Umsetzung von Acetol oder die
Trennung von racemischen 1,2-Propylenglykol gewonnen werden (Alteras et Ca-
meron 1999).

Ein direkter Biosyntheseweg zum S-(+)-Enantiomer aus 6-Desoxyzuckern in E.coli
ist zwar bekannt, jedoch nicht wirtschaftlich, da diese Zucker sehr teuer sind (Bo-
ronat und Aguillar 1981, Hacking und Lin 1976). Auch viele andere Mikroorga-
nismen bilden S-(+)-1,2-Propandiol, allerdings aus seltenen und daher teuren
Zuckern wie Rhamnose oder Fucose (Cameron und Cooney 1986).

Dass mehrere Mikroorganismen in der Lage sind, das R-(-)-Enantiomer herzustel-
len, ist zwar bekannt, allerdings sind die Ausbeuten gering (Cameron und Cooney
1986, Cameron et al 1998). Es wurden daher Versuche unternommen, durch ge-
netisch veranderte Mikroorganismen, beispielsweise E.coli, besseren Zugang zu
enantiomerenreinem 1,2-Propandiol zu erhalten (Cameron und Cooney 1986, Al-
teras und Cameron 1999 und 2000).

Der von Mikroorganismen verfolgte Biogeneseweg ist nicht abschliel3end geklart.
Schitz und Radler beschrieben 1984 die Bildung von 1,2-Propandiol durch
Lactobacillus-Arten (L. brevis). Dabei wurde ein Mechanismus aus Lactaldehyd
vorgeschlagen. Holzer und Mitarbeiter beschrieben 2003 die Entstehung von 1,2-
Propandiol in L. buchneri aus Milchsaure tber Lactaldehyd (Holzer et al 2003).
Grundsatzlich folgt die Biosynthese zwei Hauptwegen (Bennett und San 2001).
Der eine benutzt Desoxyzucker als Kohlenstoffquelle, der andere das
glycolytische Intermediat Dihydroxyacetonphosphat als Ausgangsprodukt. Abbil-
dung 3.1 zeigt eine Zusammenfassung der beschriebenen Bildungswege (nach
Bennett und San 2001).

Bakterien kdnnen hauptsachlich auf zwei Wegen 1,2-Propandiol bilden. Einige
Stdmme, darunter zum Beispiel auch einige E.coli-Stamme, kénnen Desoxyzucker
wie Rhamnose oder Fucose als Substrat verwenden. Die andere Bildungsmdg-
lichkeit, wie zum Beispiel fur Thermobacterium thermosaccharolyticum beschrie-
ben, verwendet Methylglyoxal aus dem Kohlenhydratstoffwechsel als Edukt
(Bennett und San 2001).

Hefe (Saccharomyces cervisiae), wie sie ublicherweise zur Weinbereitung ver-
wendet wird, ist dagegen nicht in der Lage, 1,2-Propandiol zu bilden (Bennett und

46



3 Ergebnisse und Diskussion

0. 0
2>( 0
O\/U\/OH

Dihydroxyacetonphosphat, DHAP

L-Rhamnose L-Fucose

|

L-Rhamnulose-1-phosphat  L-Fuculose-1-phosphat /U\¢O

Methylglyoxalsynthese

O <—

RhaA lFucA l
H, OH Q Ho, H
NO /U\/O H )\%O
S-Lactaldehyd Acetol R-Lactaldehyd
H \O H HO \H
S-1,2-Propandiol R-1,2-Propandiol

Abb. 3.1: Mdglichkeiten der Biogenese von 1,2-Propandiol nach Bennett und San
(2001). RhaA: L-Rhamnose-Isomerase; FucA: L-Fuculose-1-Phosphat-
aldolase

und San 2001). Neben Ethanol und Kohlendioxid produzieren Hefen viele Neben-
produkte wie zum Beispiel Glycerin, Essigsaure, Bernsteinsaure und Milchsaure.
Daneben wird das Weinaroma stark von der Produktion héherer Alkohole und an-
deren fliichtigen Substanzen beeinflusst (Antonelli et al 1999).
Die Entstehung von 1,2-Propandiol in Wein und Sekt, insbesondere auch die Fra-
ge einer enantioselektiven Bildung, ist nicht eindeutig geklart.

Analyse der Enantiomeren von 1,2-Propandiol

Zur Analyse der Enantiomeren von chiralen Diolen wie 1,2-Propandiol sind im
Stand der Technik verschiedene Methoden bekannt. Es wurde eine chirale GC-
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Phase (10% Permethyl-B-Cyclodextrin und 90% OV-1701-OH) beschrieben, an
der die Auftrennung von 1,2-Propandiol aus Wein gezeigt wurde. Die Probe wurde
hier durch Extraktion mit Diethylether, anschlieRender Reaktion mit Essigsaurean-
hydrid und Ausschutteln mit Dichlormethan zur Bestimmung der Enantiomerenver-
haltnisse vorbereitet (Sponholz et al 1993).

Eine andere Mdglichkeit ist die GC-MS-Untersuchung von chiralen Diolen, darun-
ter 1,2-Propandiol, nach Derivatisierung mit (R)-(+)-2-Phenylbutylchlorid an
achiraler stationarer Phase (Powers et al 1994). In weiteren Studien wurde die
Auftrennung von mehreren Diolen, darunter 1,2-Propandiol, an neuen chiralen
GC-Phasen gezeigt (Alteras und Cameron 1999, Nie et al 2000, Yi und Tang
2000).

Eine weitere Methode zur Ermittlung der Absolutkonfiguration von chiralen
1,2-Diolen stellt die Derivatvisierung mit 2’-Methoxy-1,1-binaphthalen-8-carb-
aldehyd und nachfolgende Analytik mittels NMR dar (Fukui et al 2003).

Eine Methode zur direkten Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses von kurz-
kettigen Diolen aus wassrigen Probengemischen wie Wein oder Sekt nach
lediglich einem Extraktionsschritt ohne weitere Probenvorbereitung wurde bislang
nicht beschrieben.

1,2-Propandiol in Wein

1,2-Propandiol wird in Literaturstellen, welche sich mit dem Aroma von Wein be-
schéaftigen, vergleichsweise selten erwéhnt. Eine Ursache hierfir kénnte darin
liegen, dass Weinproben ublicherweise vor der Untersuchung mit GC-Methoden
einer Destillation unterzogen werden, so dass nichtflichtige Verbindungen wie
Glycerin, 2,3-Butandiol und Propylenglycol nicht auf diese Weise quantifiziert wer-
den konnen (Peinado et al 2004).

Wagner und Kreutzer untersuchten 2000 die Gehalte von 1,2-Propandiol in Wei-
nen verschiedener Qualitatsstufen und Herstellungsparameter mittels Flissig-
Flissig-Extraktion mit Chloroform und anschlieRender gaschromatographischer
Bestimmung (Wagner und Kreutzer 2000). Bei Vergarung eines Mostes mit ver-
schiedenen Trockenreinzuchthefen, bei unterschiedlicher Schénung und unter-
schiedlicher Temperaturfiuhrung der Garung, wurden Gehalte von 9-27 mg/l

48



3 Ergebnisse und Diskussion

1,2-Propandiol in Wein gefunden. Die oben genannten Parameter zeigten keine
signifikanten Auswirkungen auf den Gehalt an 1,2-Propandiol.

Eine von Girard und Mitarbeitern 2001 veroffentlichte Studie zeigte hingegen eine
Beeinflussung des 1,2-Propandiolgehaltes durch sowohl Hefestamm als auch
Prozessfuhrung bezlglich Temperatur bei der Weinherstellung. Hierbei wurden
Gehalte von 8-60 mg/l gefunden.

Bei der Untersuchung unterschiedlicher Qualitatsstufen wurden in Trocken-
beerenauslesen deutlich erhdhte Gehalte (62-146 mg/l) gefunden, diese Beobach-
tung bestatigte die Ergebnisse von Sponholz und Mitarbeitern aus dem Jahr 1993
(Durchschnittswerte von 61 bzw. 59 mg/l fir Auslesen und Beerenauslesen,
125 mg/I fiir Trockenbeerenauslesen).

Weitere Literaturstellen geben als Gehalte von 1,2-Propandiol in Weinen
40-65 mg/l (de Revel et al 1999) und 8-60 mg/l (Girard et al 2001) an.

Biologischer Saureabbau (malolaktische Fermentation der im Wein enthaltenen
Apfelsaure zu Milchsaure und Kohlendioxid durch Lactobacillus-Arten) fiihrte in
der oben genannten Studie von Wagner und Kreutzer (2000) nicht zu Erhéhung
des 1,2-Propandiolgehaltes. Dies war sowohl von Schitz und Radler (1984), als
auch von Sponholz und Mitarbeitern (1993; siehe oben) beschrieben worden, die
1,2-Propandiol als Glycerin-Abbauprodukt von L.brevis-Stammen sahen.
Fernandes und Mitarbeiter beobachteten 2003 einen deutlichen Abbau (um etwa
90% des Ausgangsgehaltes) von 1,2-Propandiol wahrend der malolaktischen
Fermentation von Wein, im Gegensatz zu den Erfahrungen von de Revel und Mit-
arbeitern, die 1999 eine Zunahme von 1,2-Propandiol beobachteten.

Das Vorliegen der verschiedenen Enantiomere von 1,2-Propandiol in Wein wurde
1993 von Sponholz und Mitarbeitern untersucht. Dabei wurden Gehalte von
40-42 mg/l 1,2-Propandiol gefunden, wobei die Enantiomerentberschusswerte
zwischen 52% ee (mit bakteriellem Apfelsaureabbau) und 75% ee (ohne bakteriel-
len Apfelsaureabbau) zugunsten des R-(-)-Enantiomers lagen.

1,2-Propandiol in Sekt

Wie bereits anfangs beschrieben, werden immer mdglichst aktuelle Methoden zur
Authentizitatskontrolle bendtigt. Da zudem ein Zusammenhang zwischen
1,2-Propandiolvorkommen und der Wein- bzw. Sektherstellung noch nicht voll-
standig geklart ist, sollte festgestellt werden, ob ein direkter Zusammenhang
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zwischen 1,2-Propandiolgehalt oder dessen Enantiomerenverhaltnis und Herstel-
lungsmethode, Herkunft oder einem anderen Merkmal besteht. Daher war es ein
Ziel dieser Arbeit, die Enantiodifferenzierung zur Echtheitsprifung und/oder Her-
kunftskontrolle von Sekt zu evaluieren.

3.1.2 Probenvorbereitung

Zur Bestimmung von 1,2-Propandiol aus dem wasserigen Milieu in Schaumweinen
sollte eine einfache und schnelle Probenvorbereitungsmethode entwickelt werden,
welche keine racemisierenden Effekte auf die zu untersuchende Probe hat.

Die Proben wurden einer Extraktion mit Diethylether unterworfen, nachdem sie
vorher mit einer Mischung aus Extrelut® und Natriumsulfat (1/1; v/v) in einer Reib-
schale zu einer krimeligen Masse verrieben wurden. Diese wurde dann im
Soxhlet-Extraktor vier Stunden mit Diethylether extrahiert. Das Losungsmittel wur-
de im Vakuum abgezogen und der Rickstand in Ethanol aufgenommen.

Bei einer Uberprufung des Verfahrens mit enantiomerenreiner Probe wurde keine
Enantiomerendiskriminierung festgestellt.

Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-MS und internem Standard 2-Methyl-1-
pentanol.

3.1.3 Analysenmethode

Zunachst erfolgte eine Uberprifung der Mdoglichkeiten zur Auftrennung von
1,2-Propandiol an verschiedenen kommerziell erhaltlichen chiralen Kapillarsdulen
bei verschiedenen Temperaturprogrammen. Die beste Trennung der Enantiome-
ren wurde dabei mit einer 2,6-O-Dimethyl-3-O-pentyl-B-cyclodextrin-Phase bei
einer Temperaturfihrung von 50°C isotherm fuir 60 Minuten erreicht.

Mittels enantiomerenreiner Referenzsubstanz (S-(+)-1,2-Propandiol) wurde die
Elutionsreihenfolge bestimmt. Das S-(+)-Enantiomer eluierte auf dieser Phase un-
ter den gewéhlten Bedingungen vor dem R-(-)-Enantiomer (Abbildung 3.2).
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Abb. 3.2: A: racemisches 1,2-Propandiol; B: S-(+)-1,2-Propandiol; Totalionen-
chromatogramme der mittels MDGC-MS erreichten Auftrennung; chirale
Saule: (2,6-O-Dimethyl-3-O-pentyl-B-cyclodextrin);  Temperaturpro-
gramm: 50°C isotherm

3.1.4 Ergebnisse der 1,2-Propandiol-Analytik

Das Enantiomerenverhaltnis von 1,2-Propandiol aus 22 Sekt-Proben unterschied-
licher Herkunft wurde untersucht. Tabelle 3.2 gibt eine Ubersicht tiber die erzielten
Ergebnisse.

Die Gehalte an 1,2-Propandiol lagen mit 1-5 mg/l im Vergleich zu den Literaturda-
ten aus Wein relativ niedrig. Dies durfte dadurch zu erklaren sein, dass die zur
Sektherstellung eingesetzten Weine gute Qualitat besitzen und somit wenig Pro-
dukte aus Nebengéarungen durch Mikroorganismenbefall aufweisen.

Der durchschnittliche Enantiomerentberschuss lag bei 80-90% ee. Diese Werte
stimmen im Grundsatz mit den von Sponholz und Mitarbeitern bei Wein veroffent-
lichten Daten Uberein, auch hier wurde ein Uberschuss des R-(+)-Enantiomers
festgestellt, wenn auch nur von 52-75% ee (Sponholz et al 1993).
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Tab. 3.2: Gehalte und Enantiomerenanteile von 1,2-Propandiol aus Schaumwein
verschiedener Herkinfte, Herstellungsarten, Zuckergehalte und Quali-
tatsstufen; ‘zweite Garung in Deutschland

Probe |Herkunft | Qualitat Garart Zuckergehalt Gehalt R:S % ee
[mg /1]
Sekt 02 |DE Perlwein - halbtrocken 1,2 95: 5 90,5
Sekt 09 |DE Schaumwein - halbtrocken 25 92: 8 84,1
Sekt 10 | DE Schaumwein, - lieblich 2,6 91: 9 81,9
rot
Sekt 13 |DE Schaumwein - lieblich 3,2 91: 9 82,5
Sekt 14 |DE Schaumwein - trocken 2,3 94: 6 88,8
Sekt 15 |DE Schaumwein - Extra trocken 29 93: 7 85,3
Sekt 17 |DE Schaumwein - trocken 3,5 95: 5 90,2
Sekt 19 |DE Schaumwein Flaschen- Extra trocken 4,1 9 : 4 91,4
garung
Sekt 27 |DE Schaumwein - trocken 1,2 91: 9 82,1
Sekt 08 |FR Schaumwein - halbtrocken 2,6 77 :23 53,2
Sekt 20 |FR Champagner traditionell | Extra trocken 2,3 93: 7 85,4
Sekt21 |FR Blanc de Blancs | traditionell | Extra trocken 2,8 93: 7 85,6
Sekt 22 |FR Schaumwein traditionell | Extra trocken 2,7 94: 6 88,9
Sekt 23 |FR Champagner traditionell | Extra trocken 2,2 93: 7 86,4
Sekt24 |FR Cremant traditionell | Extra trocken 7.9 9%: 4 91,4
Sekt 25 |FR Champagner traditionell | Extra trocken 2,0 93: 7 86,6
Sekt03 |[IT Schaumwein, Asti DOCG | lieblich 2,1 93: 7 86,2
Sekt04 |IT Schaumwein Asti DOCG | lieblich 54 9: 4 92,2
Sekt 05 [IT Schaumwein Asti DOCG | lieblich 1,6 9: 4 91,4
Sekt 18 [IT Prossecco - - 3,6 89:11 78,4
frizzante
Sekt 28 |IT Schaumwein charmat | lieblich 1,8 92: 8 83,7
Sekt16 |IT Prossecco - - 2,2 93: 7 85,7
frizzante
Sekt 06 |ES Cava traditionell |trocken 1,6 93: 7 86,8
Sekt 07 |ES Cava traditionell | halbtrocken 2,3 93: 7 86,9
Sekt11 |ES Cava traditionell | halbtrocken 34 95: 5 89,2
Sekt 01 |ES' Perlwein - halbtrocken 4,3 94: 6 87,8
Sekt 26 |ES' Schaumwein - halbtrocken 3,8 99: 1 98,7
Sekt29 |ES' Schaumwein - halbtrocken 1,6 94: 6 | 87,7
Sekt 12 |UA Schaumwein - halbtrocken 3,2 93: 7 85,5
Sekt 30 |UA Schaumwein - halbtrocken 2,9 89:11 78,3
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3 Ergebnisse und Diskussion

Eine Ausnahme bildete die Probe mit der internen Nummer acht, ein franzdsischer
Sekt, die mit einem Gehalt von 23% einen deutlich hoheren S-(-)-Anteil aufwies
als die anderen Proben.

Eine Gegenuberstellung der beiden ermittelten Parameter, 1,2-Propandiolgehalt
und Enantiomerentberschuss, anhand der Herstellungsarten, Zuckergehalte und
Qualitatsstufen, jeweils fir sich allein betrachtet, fihrte zu keiner klaren Aussage.
Abbildung 3.3 zeigt allerdings eine relative Haufung franzdsischer Schaumweine
im Gegensatz zur Streuung von Weinen anderer Produktionslander. Zudem legt
sie eine Korrelation von 1,2-Propandiolgehalt beziehungsweise Enantiomeren-
verhaltnis und Herstellungsart sowie Herkunftsort nahe, da alle franzésischen
Proben nach der traditionellen Methode hergestellt wurden. Um eine eindeutige
Aussage erhalten zu kdnnen, sollte noch mindestens ein weiterer Parameter in die
Bestimmung einer deutlich h6heren Probenzahl mit einbezogen werden.
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Abb. 3.3: Korrelation von 1,2-Propandiolgehalt und Enantiomerentberschuss in
untersuchten Sektproben, angegeben nach Herkunft des Grundweines
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3.1.5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Studie priufte neue Madoglichkeiten der Authentifizierung von
Schaumweinen. Dazu wurden Schaumweinproben unterschiedlicher Herkinfte
und Qualitatsstufen in Hinblick auf ihren Gehalt und ihr Enantiomerenverhéltnis
von 1,2-Propandiol untersucht. Es erscheint moglich, dass Schaumweine, welche
nach der traditionellen Methode ("Méthode champenoise”) in Frankreich herge-
stellt wurden, mit Hilfe der analysierten Parameter authentifiziert werden kénnen.
Es hat sich jedoch gezeigt, dass eine absolute Bewertung lediglich auf Grund von
1,2-Propandiol nicht erfolgen kann. Unter Umstanden kdnnten die erhaltenen Er-
gebnisse mit weiteren Parametern korreliert werden.

Allerdings ist hierzu eine Auswertung einer wesentlich grof3eren Probenzahl erfor-
derlich.

Ein anderer Ansatz zur Authentizitdtskontrolle von Schaumwein betraf die
13C-Isotopenverhaltnisse des enthaltenen Kohlendioxids zur Detektion von zuge-
setztem Kohlendioxid, welches nicht aus einem Garungsprozess stammt
(Calderone et al 2005 und 2007).

Eine Studie von Jos und Mitarbeitern (2004) zeigte die Mdglichkeit der Unter-
scheidung nach Herkunft von franzdsischen ("Champagne®) und spanischen
("Cava“) Schaumweinen anhand des Mineralstoffgehaltes auf, welcher mittels in-
duktiv gekoppelter Plasma-Atom-Emmissions-Spektrometrie (ICP-AES) bestimmt
und mit Chemometrics ausgewertet wurde.

Zur instrumentell-analytischen Untersuchung von 1,2-Propandiol ist anzumerken,
dass Takahisa und Engel 2005 eine weitere chirale GC-Phase beschrieben, wel-
che die Trennung von Diolen, darunter 1,2-Propandiol, ermdglichte (Takahisa und
Engel 2005).
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

3.2.1 Einleitung

In einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit waren Studien zur Authentizitats-
kontrolle von Erdbeeren durchzufihren.

Erdbeeren z&hlen mit zu den beliebtesten Frichten der Welt, der Pro-Kopf-
Verbrauch in Deutschland lag 2001/2002, abgesehen vom Eigenverbrauch der
Selbsterzeuger, bei 2,7 kg (AID Infodienst e.V., http://www.was-wir-essen.de) und
2008 bei 2,8 kg (Rheinische Landwirtschafts-Verlag GmbH, http://www.spargel-
erdbeerprofi.de). 2007 wurden in Deutschland etwa 154 000 Tonnen Erdbeeren
geerntet, des weiteren wurden 81 000 Tonnen Erdbeeren importiert, was einem
Importanteil von 34% entspricht (Zentralverband Gartenbau e.V., www.g-net.de).
Eingefuihrt werden Erdbeeren vorwiegend aus Spanien und lItalien, gefolgt von
Polen, Belgien, den Niederlanden, Marokko, Frankreich und Israel (Merkblatt Erd-
beeren, Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft, Lfl Bayern; siehe auch
Abbildung 3.4).

Erdbeeren (Fragaria ananassa) sind botanisch gesehen keine Beeren, sondern
gehoéren zu den sogenannten Scheinfriichten. Der allgemein als "Erdbeere® be-
zeichnete Korper besteht aus dem verdickten Blitenboden, und die kleinen
"Kerne" auf der "Frucht“-Oberflache stellen die eigentlichen Frichte der Erdbeer-
pflanze dar (Gassner et al 1989).

Niederlande

Marokko
Andere Lander
BeIgien/Luxemburgx |,

Polen —

ltalien ——

Spanien

Abb. 3.4. Erdbeer-Importanteile der wichtigsten Herkunftslander 2002. Nach AID
Infodienst e.V. (http://www.was-wir-essen.de)
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

Aufgrund der Beliebtheit des Erdbeeraromas gibt es neben frischen Erdbeeren
noch die verschiedensten Erdbeerprodukte. Erdbeeren werden in Konfitliren,
SuRspeisen und Desserts verwendet, dabei werden vor allem Milchprodukte mit
der Geschmacksrichtung Erdbeere angeboten.

Nachdem die weltweite Produktion an Erdbeeren nicht ausreicht, um den Bedarf
fur alle nachgefragten Erdbeerprodukte zu decken, werden diese nicht nur mit
Erdbeeren, sondern auch mit Aromen hergestellt.

Milchprodukte und Speiseeis stellten in Deutschland 2008 mit 24 beziehungsweise
9 kg pro Jahr und Kopf, Platz zwei und vier der Verzehrsmenge aromatisierter Le-
bensmittel dar (Deutscher Verband der Aromenindustrie, http://www.aromen-
haus.de).

Da Erdbeerprodukte aul3erordentlich beliebt sind, reicht — wie oben erwahnt — die
Weltjahresproduktion von 3,2 Mio t (2006, Fachgruppe Obstbau, http://www.obst-
bau.org) bei weitem nicht aus, um die Nachfrage an mit Erdbeergeschmack
aromatisierten Produkten decken zu kdnnen.

So schreibt ein popularwissenschaftliches Buch Uber die industrielle Herstellung
von Lebensmitteln (Grimm 1999), dass die weltweite Erdbeerernte lediglich dafur
ausreiche, 5% des Bedarfes an Produkten mit Erdbeergeschmack in den USA zu
decken. Dieser Mangel an "echten® Erdbeeren wird wiederholt auch in der Presse
diskutiert (Arte Newsletter vom 03.10.2005, Dopheide 2007), so dass das Be-
wusstsein des Verbrauchers gerade bei Produkten mit Erdbeergeschmack sehr
auf die Art der Aromatisierung gelenkt wird. Der Hinweis auf nattrliche Aromatisie-
rung bietet daher einen deutlichen Wettbewerbsvorteil und somit ein grol3es
Verféalschungspotential.

Bei der Kennzeichnung von Erdbeerprodukten ist das Aromenrecht zu beachten.
In Europa werden Aromen noch durch die sogenannte Aromenrichtlinie (Richtlinie
(EWG) 88/388) geregelt, diese ist in Deutschland durch die Aromenverordnung
umgesetzt. Ab dem 20.01.2011 tritt eine neue Verodnung (Verordnung (EG)
1334/2008), veroffentlicht am 31.12.2008, in Kraft. Die Ausfiihrungen in der vorlie-
genden Arbeit beziehen sich auf die alten, vorstehend aufgefiihrten Regelungen.

Per Definition der Aromenverordnung sind Aromastoffe Stoffe oder Gemische, die
dazu bestimmt sind, Lebensmitteln einen bestimmten Geruch oder Geschmack zu
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3 Ergebnisse und Diskussion

verleihnen. Aromen werden demzufolge unterschieden in natirliche, naturidenti-
sche und kunstliche Aromen.

Die Bezeichnung naturliches Aroma ist nur dann zul&ssig, wenn es ausschlieflich
beziehungsweise nahezu ausschlief3lich aus dem betreffenden Lebensmittel oder
Aromatrager gewonnen wurde. Dabei sind nur physikalische (Destillation oder Ex-
traktion), mechanische, enzymatische oder mikrobiologische Verfahren einsetzbar,
um Aromastoffe aus Ausgangsstoffen pflanzlicher oder tierischer Herkunft zu ge-
winnen. Als naturlich beizeichnete Aromastoffe konnen weiterhin nach der Her-
kunft aus der genannten Quelle ("from the named fruit‘, FTNF) und gemischten
naturlichen Aromen, beziehungsweise Aromen, die durch die vorstehend genann-
ten Verfahren aus Ausgangsstoffen pflanzlicher oder tierischer Herkunft ge-
wonnenen Aromen ("with other natural flavors®, WONF) unterschieden werden.
Eine Sonderform der FNTF-Aromen sind die Aromaextrakte, diese sind keine
chemisch definierten Stoffe, sondern Stoffgemische, welche die gleichen Ge-
schmacksbausteine enthalten wie die zugrundeliegenden Pflanzenmaterialien.
Naturidentische Aromen sind Stoffe, die den nattrlichen Aromen chemisch gleich
sind, jedoch aus anderen Quellen durch chemische Synthese oder durch Isolie-
rung mit chemischen Verfahren gewonnen wurden. Voraussetzung dieser Dekla-
ration ist das Vorkommen des/der betreffenden Aromastoffe(s) in der Natur.
Kinstliche Aromen sind Stoffe, die in der Natur nicht vorkommen, aber dennoch
eine aromatisierende Wirkung haben; sie machten in Deutschland 2008 etwa 2%
der verwendeten Aromen aus, gegenuber 70% nattrlichen und 28% naturidenti-
schen Aromen (Deutscher Verband der Aromenindustrie, http://www.aromen-
haus.de).

Aromastoffe werden Lebensmitteln nur in sehr geringer Menge zugesetzt und stel-
len daher fur die Verarbeiter zun&chst verhaltnismaRig geringe Kostenfaktoren
dar. Der Preisunterschied zwischen natirlichen, insbesondere FNTF, und natur-
identischen Aromastoffen kann allerdings, auch beeinflusst durch die jeweilige
Verfugbarkeit der Rohstoffe, betrachtlich sein (Serra et al 2005). Ublicherweise ist
von einer Preisdifferenz von 1:10 bis 1:100 zwischen dem naturidentischen und
dem naturlichen Produkt auszugehen.
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

3.2.2 Authentizitdtskontrolle Erdbeeraroma

Die Beliebtheit von Erdbeeren und die Komplexitat des Erdbeeraromas — Erd-
beeren besitzen keine sogenannte "Impact‘-Verbindung, also keinen einzelnen
Stoff, der als solcher alleine ihr Aroma ausmacht — haben dazu gefiihrt, dass das
Aroma von Erdbeeren Gegenstand einer Vielzahl von Studien war und immer
noch ist.

Eine groRe Zahl von Veroffentlichungen, die sich vor Beginn dieser Arbeiten mit
dem Aroma von Erdbeeren beschaftigten, zielten auf das Verstandnis der Zu-
sammensetzung des Erdbeeraromas oder die Selektion von Erdbeer-Varietaten
mit als besonders hochwertig geschétzten Aromaprofilen zur Veredelung oder
Neuziichtung von Erdbeervarietdten mit verbesserten Geschmacks- und/oder
Verarbeitungseigenschaften ab. Viele Studien beschéftigten sich mit der Erstel-
lung von Methoden fiur die Qualitatsbewertung von Erdbeeren im Hinblick auf die
Akzeptanz der Endverbraucher fur frische Friichte (Azodanlou et al 2003) oder in
Bezug auf die Anbaumethode, welche die héchste Ausbeute an Aromastoffen ver-
spricht (Loughrin und Kasperbauer 2002).

Ziele dieser Arbeiten waren zum einen der Vergleich der in wilden und kultivierten
Erdbeeren vorhandenen Aromaprofile. Kultivierte Erdbeeren mit guten Verarbei-
tungseigenschaften weisen meistens den Nachteil eines armeren Aromas auf.
Aufgrund dieser Beobachtungen sollten durch Neuzichtungen die geschmack-
lichen Eigenschaften von Kulturerdbeeren verbessert werden (Drawert et al 1973,
Hirvi und Hokanen 1982, Pyysalo et al 1979, Urruty et al 2002, Ulrich et al 2007).
Des weiteren beschéaftigen sich Studien mit der Beeinflussung des Erdbeeraromas
wahrend der Lagerung unter Schutzgas, da eine Mdglichkeit gesucht wird, die
Haltbarkeit der empfindlichen, leicht verderblichen Friichte zu erhéhen (Pelayo-
Zaldivar et al 2007, Nielsen und Leufven 2008).

Im Hinblick auf Authentizitdtsuntersuchungen von Erdbeeren stehen zur Zeit nur
eine begrenzte Zahl von Methoden zur Untersuchung von Pirees und Séaften zur
Verfiigung. Kreck und Mitarbeiter beschrieben 2001 die mégliche Eignung chiraler
Komponenten des Erdbeeraromas zur Echtheitskontrolle mittels SBSE-MDGC-MS
(Kreck et al 2001).

Zur Authentizitatskontrolle von Erdbeerpiree oder -marmeladen hat man auch die
Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie eingesetzt, mit der reine Erdbeer-
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3 Ergebnisse und Diskussion

purees von Mischpurees unterschieden werden konnten (Defernez und Wilson
1996, Holland et al 1998). Die Uberpriifung der Reinheit von Fruchtséaften, darun-
ter von Fruchtsaft aus Erdbeeren, ist durch den Nachweis von Sorbitol (enthalten
beispielsweise in Apfelsaft, aber nicht in Erdbeersaft) moglich (Wrolstad et al
1981).

Aufgrund des grof3en Verfalschungspotentials der aufR3erordentlich beliebten Erd-
beerprodukte ist es erforderlich, weitere Ansatzpunkte fur Untersuchungen zur
Authentifizierung zu ermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu zwei Ansat-
ze gewahlt.

Zum einen sollte evaluiert werden, ob mittels Aromaprofilen eine schnelle Aussage
Uber das Vorliegen einer naturlichen Zusammensetzung von Aromastoffen aus
Erdbeerfrichten getroffen werden kann.

Andererseits wurde versucht, mit Hilfe der Stabilisotopenverhaltnisanalytik von
Furaneol®, einer Schliisselkomponente des Erdbeeraromas, eine alternative Kon-
trollmethode zur Verfiigung zu stellen.
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3.2.3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3.1 Untersuchungen mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Neben den vorangehend beschriebenen Arbeiten gibt es auch eine Vielzahl von
Untersuchungen, die sich mit der Aromazusammensetzung (die einige hundert
Verbindungen umfasst, Gomes da Silva et al 1999) einzelner Erdbeersorten be-
schaftigten. Andere Arbeiten beschaftigten sich mit dem Erstellen von
Aromaprofilen, mit dem Versuch, die Schlisselaromakomponenten eines typi-
schen Erdbeeraromas zu definieren. Weitere Arbeiten befassten sich mit dem
Zusammenhang von Aromastoffen und deren geruchlicher Intensitat (Dirnick et al
1977, Schreier 1980, Hirvi 1983, Wintoch et al 1991, Larsen und Poll 1992, Fi-
scher und Hammerschmidt 1992, Ulrich et al 1995 und 1997, Schieberle und
Hofmann 1997, Zabetakis und Holden 1997, Gomes da Silva et al 1999, Hakala et
al 2002).

Nach Auswertung der oben beschriebenen Literaturstellen wurde fur die vorlie-
gende Arbeit eine Liste von sowohl quantitativ als auch sensorisch relevanten
Verbindungen erstellt.

Dies fulhrte zur Auswahl an Komponenten, welche im Rahmen dieser Arbeit naher
betrachtet wurden. Tabelle 3.3 gibt eine Ubersicht nach Stoffklassen geordnet. Im
weiteren Verlauf der Arbeit ist zu beachten, dass je nach Fragestellung und/oder

Tab. 3.3: Zur Erstellung von Aromaprofilen von Erdbeeren betrachtete Verbin-

dungen
Ester "Grunnoten” Sonstige
Methylbutanoat Hexanal 2-Pentanon
Methyl-2-methylbutanoat E-2-Hexenal Benzaldehyd
Ethylbutanoat 1-Hexanol Linalool
Ethyl-2-methylbutanoat E-2-Hexenol 2-Methylbutterséaure
Butylacetat Furaneol®
Methylhexanoat Nerolidol
Butylbutanoat v-Decalacton
Ethylhexanoat v -Dodecalacton
E-2-Hexenylacetat
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Konzentrationen der Verbindungen teilweise auf die Wiedergabe einzelner Kom-
ponenten verzichtet wurde.

Selbst aufgearbeitete Erdbeerproben wurden mittels GC-MS untersucht. Die so
ermittelten Aromaprofile wurden mit den Verbindungen, welche aus der Literatur
als relevant zusammengefasst wurden, verglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Erdbeeraromaextrakte wurden aus
frischen oder selbst tiefgefrorenen Erdbeeren verschiedener Herkiinfte, sowohl
von regionalen Selbstpflickfeldern als auch aus dem Einzelhandel, in drei Jahren
und zu verschiedenen Zeiten der Anbausaison gewonnen. Die Aufarbeitung er-
folgte dabei mit XAD-Extraktion, SDE oder LLE.

Bei ihren Untersuchungen verwendeten Hakala und Mitarbeiter zur Quantifizierung
der einzelnen Verbindungen den Anteil der Flache des jeweilig zu betrachtenden
Peaks an der gesamten Peakflache aller flichtigen Verbindungen des jeweiligen
Aromaprofils als Vergleichswert (Hakala et al 2002). Dieses Verfahren wurde fur
die Betrachtung der Aromaprofile in der vorliegenden Arbeit ebenfalls angewen-
det, um einen Vergleich unter anderem auch mit dieser Literaturstelle zu
ermdglichen.

3.2.3.2 Einfluss der Extraktionsmethode auf die Zusammensetzung des

Erdbeerearomas

In der Literatur wurden zur Herstellung der Aromaextrakte, welche fur die Erstel-
lung der Aromaprofile mittels GC-MS eingesetzt wurden, unterschiedlichste Pro-
benvorbereitungsmethoden verwendet, darunter Abtrennung mittels Adsorptions-
materialien, FlUssig-Flussig-Extraktion (LLE), Flissig-Fest-Extraktion, Vakuum-
Destillation, Simultane Destillation-Extraktion (SDE), Mikro-Festphasenextraktion
oder durch Headspace (HS) Methoden.

Es ist bekannt, dass die Art der Probenaufarbeitung einen wesentlichen Einfluss
auf die resultierende Zusammensetzung des Aromaextraktes hat. Verschiedene
Aufarbeitungsmethoden wirken sich unterschiedlich auf die im Aroma enthaltenen
Stoffklassen aus. So fuhrt zum Beispiel die vergleichsweise starke Erhitzung bei
der SDE zur Bildung von Artefakten wie Furfural. Schwerfllichtige Verbindungen,
wie zum Beispiel Sauren, werden dagegen bei der HS-Analytik weniger oder gar
nicht erfasst (Fischer und Hammerschmidt 1992).
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Um auf verschiedene Weise gewonnene Aromaextrakte untereinander und mit
Literaturdaten vergleichen zu kénnen, ist es zunéchst nétig zu untersuchen, in-
wieweit unterschiedliche Probenvorbereitungsmethoden Einfluss auf die Analysen-
ergebnisse nehmen.

Globalwerte verschiedener Jahrgange und Aufarbeitungsarten

Um die Einflussnahme der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Pro-
benaufarbeitungsmethoden auf die erhaltenen Erdbeeraromaextrakte zu ermitteln,
wurde der Mittelwert aller jeweils mit derselben Probenaufarbeitungsmethode er-
haltenen Aromaextrakte einander gegentber gestellt.

Um einen Einfluss der geographischen Herkunft auszuschlieen, wurden nur aus
deutschen Erdbeeren erhaltene Extrakte in die Mittelwertbildung einbezogen.
Diese Gegenuberstellung der Mittelwerte fur die jeweiligen Aromastoffe zeigt Ab-
bildung 3.5.

12

relativer Flachenanteil

Abb. 3.5: Darstellung der Mittel der Flachenanteile ausgewahlter Verbindungen
aus dem Aroma deutscher Erdbeeren (unterschiedliche Jahrgdnge und
Varietaten) bei unterschiedlicher Aufarbeitung. Gelb: LLE; Rot: XAD,;
blau: SDE
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Die so erhaltenen Mittelwerte zeigten erwartungsgemal hauptsachlich quantitative
Unterschiede.

In der Gruppe der Ester wurden bei chromatographischer Vortrennung XAD die
geringsten Konzentrationen erhalten, LLE und SDE zeigten weitestgehend eine
Ubereinstimmung der Mengenanteile am Gesamtaroma in dieser Stoffklasse.

Die "Grunnoten" wurden mit allen drei Aufarbeitungsmethoden in etwa gleichméa-
Big erfasst, bei der heterogenen Gruppe der Ubrigen Verbindungen waren die
quantitativen Schwankungen deutlicher ausgepragt. Die Abwesenheit von Furane-
ol® in den mit XAD-Extraktion aufgearbeiteten Extrakten kénnte an einem Abbau
des Furaneols® in Dichlormethan (dem dort verwendeten Lésungsmittel, vgl. Kapi-
tel 3.2.4) liegen.

Dabei kénnten neben der Aufarbeitungsmethode an sich jedoch auch weitere Un-
terschiede bei der Probenvorbereitung einen Einfluss auf das Aromaprofil gehabt
haben. Zum einen handelt es sich um unterschiedliche Erdbeerproben, zum ande-
ren wurden die Erdbeeren zum Teil direkt nach dem Pflicken (teilweise sowohl bei
XAD- und SDE-Probenaufarbeitung), zum Teil nach unbekannter Lagerzeit (im
Handel, einige Proben bei allen Aufarbeitungsmethoden) und zum Teil nach Tief-
kuhllagerung (einige Proben bei allen Aufarbeitungsmethoden) aufgearbeitet.
Zudem waren die Extrakte zur Vermessung unterschiedlich lange im jeweiligen
Ldsungsmittel gelagert.

Dass diese Fragen berechtigt sind, wird um so deutlicher, wenn man sich vor Au-
gen fuhrt, wie unterschiedlich die Aromaextrakte einzelner sortenreiner Erdbeer-
proben zusammengesetzt sind. Abbildung 3.6 zeigt eine Darstellung der Flachen-
anteile der ausgewahlten Verbindungen der mittels XAD-Extraktion erhaltenen
Erdbeeraromaextrakte, welche fir die Abbildung 3.5 zur Mittelwertbildung verwen-
det wurden. Alle hier gezeigten Erdbeerproben (S1-S15) stammen aus Deutsch-
land, Erntezeitpunkt und Varietat sind jedoch verschieden.

Ein Vergleich der Aromaprofile von mit unterschiedlichen Probenaufarbeitungs-
methoden und unterschiedlichen Lagerbedingungen erhaltenen Erdbeeraroma-
extrakten kann somit nicht verwendet werden, um eine Aussage uber die Eignung
einer Extraktionsmethode zu treffen.
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Abb. 3.6: Ubersicht tiber die Flachenanteile der ausgewahlten Verbindungen in
XAD-Extrakten von Erdbeerproben (S1-S15) deutscher Herkunft.

Betrachtung einer Charge

Um den Einfluss der Extraktionsmethode direkt zu betrachten und alle oben ge-
nannten zusatzlichen Einflussfaktoren wie Lagerzeit, Lagerbedingungen und
Sorteneinfluss ausschlie3en zu kénnen, wurde eine Charge niederlandischer Erd-
beeren untersucht, bei der die Aufarbeitung am gleichen Tag, also nach
vergleichbaren Lagerbedingungen, nach allen drei in dieser Arbeit verwendeten
Methoden durchgefihrt wurde. Die Flachenanteile der ausgewéhlten Verbin-
dungen zeigt Abbildung 3.7.
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relativer Flachenanteil

Abb. 3.7: Flachenanteile von in den Extrakten einer Charge durch SDE (gelb),
LLE (blau) und XAD (rot) aufgearbeiteten niederlandischen Erdbeeren
gefundenen Aromakomponenten.

Wie bei der Gegenuberstellung der Flachenanteile aller aus deutschen Erdbeeren
gewonnenen Extrakte (Abbildung 3.5) zeigten die hier gefundenen Mittelwerte
(Abbildung 3.7) starke quantitative Unterschiede.

Abweichend von der Gegenuberstellung der Mittelwerte wurden hier in der Gruppe
der Ester mit XAD nicht bei allen Estern die geringsten Konzentrationen erhalten.
Der im Vergleich zu Abbildung 3.5 hohe Anteil von Methylbutanoat (und, wenn
auch in geringerem Mal3e, Methylhexanoat) konnte gegentber dem Mittelwert der
mit XAD erhaltenen Extrakte der vorhergehenden Gegeniberstellung daher rth-
ren, dass bei den dort untersuchten Extrakten aufgrund der Lagerung im Labor
Verluste aufgetreten sind (vgl. Kapitel 3.2.4). So ist nicht auszuschliel3en, dass die
beiden genannten leichtfllichtigsten Ester teilweise verdampft sind.

LLE und SDE zeigten, wie bei der Betrachtung der Mittelwerte verschiedener Erd-
beerproben, weitestgehend eine Ubereinstimmung der Mengenanteile am Ge-
samtaroma in dieser Stoffklasse.
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

Die "Gruinnoten” wurden, wie schon in der ersten Gegenuberstellung der Auf-
arbeitungsmethoden mit allen drei Aufarbeitungsmethoden gezeigt, in etwa
gleichmafiig erfasst.

Diese Betrachtungsweise einer direkten Gegenuberstellung der drei verwendeten
Probenaufarbeitungsmethoden zeigte, dass die verschieden aufgearbeiteten Ex-
trakte bei Erdbeeren lediglich im Bereich der "Grinnoten" unter Vorbehalt
miteinander verglichen werden kdnnen.

Bei den Estern ist ein Vergleich zwischen den durch SDE und LLE aufgearbeiteten
Proben in etwa maglich, ein Bezug zu den mit XAD erhaltenen Extrakten kénnte
zu falschen Schlussfolgerungen fihren.

Fir den Anteil am Gesamtaroma aller tbrigen Verbindungen ist die Probenaufar-
beitungsmethode derart bedeutsam, dass ein aussagekraftiger Vergleich nur
innerhalb von Extrakten derselben Aufarbeitungsklasse gefiihrt werden kann.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3.3 Aromaprofile von Erdbeeren

Betrachtung ausgewahlter Sorten

Die Gegenuberstellung von mittels XAD aufgearbeiteter Extrakte von Erdbeerpro-
ben aus Deutschland ergab starke quantitative Unterschiede der Extrakte unter-
einander bei allen ausgewahlten Verbindungen (Abbildung 3.6, vergleiche auch
Kapitel 3.2.3.2). Dies schien nicht nur durch Unterschiede in der Lagerungsdauer
oder -art erklarbar zu sein. Daher sollte im folgenden der Einfluss der Varietat der
Erdbeeren auf das jeweilige Aromaprofil untersucht werden.

Wie grof3 die Unterschiede, sowohl qualitativ als auch quantitativ, zwischen den
Erdbeerextrakten waren, zeigt Abbildung 3.8. In dieser Graphik sind die Total-
ionenstromchromatogramme dargestellt, welche nach GC-MS-Untersuchung
zweier mit XAD aufgearbeiteter selbstgepflickter, direkt verarbeiteter Erdbeerpro-
ben erhalten wurden:

Das obere Bild zeigt ein Aromaprofil der Sorte Polka, das untere eines der Sorte
Honoeye. Die Hauptkomponente (A) des Polka-Aromaprofils stellte Methoxyfura-
neol dar, welches bei dem Extrakt aus Honoeye lediglich in mittlerer Menge
vorkam. Die Majorkomponente des Honoeye-Extraktes, n-Hexansaure (B), war im
Polka-Extrakt nur in Spuren vorhanden.

Die zum Vergleich der Aromaprofile ausgewahlten Verbindungen zeigten ebenfalls
starke guantitative Unterschiede. So Uberwogen beim Aromaextrakt aus Polka-
Erdbeeren die Ester und die "Grunnoten”, wahrend der Extrakt der Honoeye-Erd-
beeren einen hoheren Anteil an y-Lactonen am Gesamtaroma zeigte. Bei den
Ubrigen ausgewahlten Verbindungen zeigten sich keine so signifikanten Unter-
schiede im relativen Mengenanteil der beiden Extrakte.
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Abb. 3.8: Chromatogramme (Totalionenstrom GC-MS) zweier Aromaextrakte von
Erdbeeren der Varietaten Polka (oben) und Honoeye (unten), beides
Aufarbeitung mittels XAD-Extraktion. A: Methoxyfuraneol, B: n-Hexan-
saure, 1: Methylbutanoat, 2: Methyl-2-methylbutanoat, 3: Ethylbutanoat,
4: Ethyl-2-methylbutanoat, 5: Butylacetat 6: Methylhexanoat, 7: Butyl-
butanoat, 8: Ethylhexanoat, 9: E-2-Hexenylacetat, 10: Hexanal, 11: E-
2-Hexenal, 12:1-Hexanol, 13: E-2-Hexenol, 14: 2-Pentanon, 15: Benzal-
dehyd, 16: Linalool, 17: 2-Methylbuttersaure, 18: Furaneol®, 19: Neroli-
dol, 20: y-Decalacton, 21: y-Dodecalacton
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Diese Gegenuberstellung bestatigt, dass — wie es sich schon bei der Gegentber-
stellung aller Extrakte einer Aufarbeitungsart (XAD-Extraktion) angedeutet hatte —
die Erdbeerextrakte einzelner Erdbeersorten deutliche Unterschiede im Aromapro-
fil aufweisen.

Im folgenden sollte daher untersucht werden, ob fur die Erdbeervarietaten ein
chargenunabhangiges, reproduzierbares Aromaprofil erstellt werden kann, wel-
ches sich mit anderen Studien vergleichen lasst.

Zur Untersuchung wurden hier die Aromaextrakte von Erdbeervarietaten betrach-
tet, welche mehrmals, teilweise mit verschiedenen Aufarbeitungsmethoden,
untersucht wurden. Aufgrund begrenzter Verfugbarkeit von Erdbeerproben mit
bekannter Sorte wurden lediglich die Varietaten Polka, Honoeye, Elsanta und Kent
verwendet.

Fur die Varietaten Polka und Honoeye konnte zudem ein Vergleich mit Daten von
Hakala und Mitarbeitern durchgefiihrt werden. In dieser Studie ist die Aufarbeitung
mittels Headspace-Analytik (HS, Hakala et al 2002) erfolgt. Abbildung 3.9 zeigt die
Gegenuberstellung von sowohl im Rahmen dieser Arbeit als auch in der Arbeit von
Hakala und Mitarbeitern betrachteten Verbindungen der beiden Varietaten Polka
und Honoeye. Fir diese beiden Varietaten standen die grof3te Anzahl an selbst
aufgearbeiteten Proben zur Verfiigung.

Der Vergleich der in allen drei Aufarbeitungsarten (eigene Extrakte mittels SDE
und XAD sowie Literaturdaten) untersuchten Komponenten ergab im Uberblick ein
innerhalb einer Varietat dhnliches Aromamuster. Dies war nach der Gegenuber-
stellung der Chromatogramme der Varietaten (Abbildung 3.8) auch zu erwarten.
Generell zeigten die Extrakte von Polka-Erdbeeren vergleichsweise viele Ester
sowie geringe Anteile der Ubrigen Verbindungen (Alkohole, Ketone und Aldehyde).
Die mit XAD-Extraktion gewonnenen Extrakte zeigten dabei erwartungsgemali
vergleichsweise geringe Estergehalte im Vergleich zu mit SDE oder HS aufgear-
beiteten Proben. Bei den "Grinnoten" waren stark unterschiedliche Gehalte zu
beobachten. Dies durfte mit unterschiedlichen Reifegraden der Erdbeeren zu er-
klaren sein.
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Abb. 3.9: Aromakomponenten der Sorten Polka (oben) und Honoeye (unten),

XAD (blaue Balken); HS (gru-

aufgearbeitet mittels: SDE (rote Balken);
ne Balken, Daten aus: Hakala et al, 2002)
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Honoeye-Erdbeeren wiesen einen vergleichsweise geringen Gehalt an Estern auf,
der Anteil an "Griinnoten" war dagegen relativ hoch. Der relative Anteil der tbrigen
Verbindungen war geringflgig hoher als bei der Varietéat Polka.

Diese Tendenzen stimmen auch mit den friheren Beobachtungen von Ulrich und
Mitarbeitern Uberein. Ein direkter Vergleich konnte in diesem Fall allerdings nicht
erfolgen, da in dieser Studie eine andere Art der Quantifizierung verwendet wurde.
Hierbei wurden ebenso unter anderem die Varietdten Polka und Honoeye unter-
sucht (Ulrich et al 1995).

Einteilung in Aromatypen

Die vorhergehenden Betrachtungen zeigen, dass es moglich zu sein scheint, Ten-
denzen uber die Anteile von bestimmten Aromastoffen in den Aromaprofilen
verschiedener Erdbeersorten zu bestimmen.

Ulrich und Mitarbeiter unternahmen es, die unterschiedlichen Aromaprofile ver-
schiedener Varietaten anhand von Quantifizierungen der flichtigen Verbindungen
in Aromatypen von Erdbeeren einzuteilen (Ulrich et al 1997).

Sie unterschieden Erdbeeraromen in den sogenannten methylanthranilat- und den
methylanthranilatfreien-Typ. In die erste Kategorie fallen Walderdbeeren (Fragaria
vesca). Der zweite Typ, zu dem die meisten der heutigen Kulturerdbeeren und alle
hier untersuchten Sorten gehdéren, wurde von der Gruppe weiterhin unterschieden
in den sogenannten Ester-Typ (mit vergleichsweise hohem Estergehalt; zum Bei-
spiel die Sorte Polka), der sich durch groRere sensorische Qualitat auszeichnet.
Der zweite Typ heute iblicher Kulturerdbeeren wird als Furaneol®-Typ bezeichnet.
Sein Aromaprofil weist einen vergleichsweise hohen Anteil an Furaneol®, aber
wenigen Ester auf. Im allgemeinen werden Erdbeeren diesen Typs, wie die Sorten
Elsanta oder Senga Gourmella, als sensorisch weniger attraktiv betrachtet (Ulrich
et al 1997).

Im folgenden wurde der Versuch unternommen, die selbst gewonnenen Erdbeer-
extrakte von in der Literatur noch nicht unter diesem Aspekt beschriebenen Sorten
oder Erdbeeren unbekannter Varietat in die zwei von Ulrich und Mitarbeitern be-
schriebenen Aromatypen von Kulturerdbeeren, den Ester-Typ und den Furaneol®-
Typ, einzuteilen.
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Die in Verbindung mit den Abbildungen 3.8 und 3.9 gemachten Betrachtungen
lassen dabei den Schluss zu, dass sich die Varietat Honoeye eher dem Furaneol®-
Typ zuordnen lasst, da vergleichsweise geringe Estergehalte gefunden wurden.
Die Varietat Kent dagegen (im Vorhergehenden nicht abgebildet) scheint dem Es-
ter-Typ anzugehoren. Leider standen hier nur zwei selbst aufgearbeitete Proben
zur Verfigung, von denen eine mittels XAD-Extraktion (siehe auch Reihe S10 in
Abbildung 3.10) und eine mittels LLE gewonnen wurde.

Aufgrund der im Kapitel 3.2.3.2 beschriebenen Probleme bei der Vergleichbarkeit
der durch verschiedene Aufarbeitungsmethoden gewonnenen Extrakte wurden in
diesem Zusammenhang lediglich die mittels XAD-Extraktion gewonnenen Proben
betrachtet, da hiervon die grof3te Anzahl zur Verfiigung stand. Nach der in Kapitel
3.2.3.2 gemachten Beobachtung, dass sich Furaneol® im fiir die XAD-Extraktion
verwendeten Lésungsmittel Dichlormethan zersetzt, wurde die Einteilung lediglich
nach dem Verhaltnis des Anteils an Estern zu den tbrigen ausgewahlten Aroma-
stoffen vorgenommen. Abbildung 3.10 zeigt die so erhaltenen Ergebnisse.

Neben der auch von Ulrich und Mitarbeitern beschriebenen Varietat Elsanta
schien nur noch die Sorte Honoeye, wie oben schon beschrieben (neben Proben
mit unbekannter Sorte, Reihen funf bis sieben), unter den im Rahmen dieser Ar-
beit untersuchten Sorten dem Furaneol®-Typ anzugehoren. Die entsprechenden
Reihen (S1-S7) sind mit blau/griinen Ténungen dargestellt.

Die Varietaten Korona, Holly und Kent (letztere wie oben schon beschrieben)
schienen, wie die von Ulrich bereits beschriebene Varietat Polka und weitere Pro-
ben unbekannter Sorte, dem Ester-Typ zu entsprechen. Diese Proben (S8-S13)
sind in Abbildung 3.10 mit braun/roten Farbténen dargestellt.

Weitere Versuche der Klassifizierung von Erdbeervarietaten anhand ihres Aroma-
typs wurden vor wenigen Jahren auch von der Gruppe um Uruty (2002)
unternommen, welche die Unterscheidung nicht anhand von Verbindungsklassen,
sondern mittels Chemometrics nach Aromaextraktion durch Festphasenmikroex-
traktion traf. Diese Studie untersuchte jedoch andere als die im Rahmen dieser
Arbeit mehrfach bestimmten oder von Ulrich und Mitarbeitern (1997) untersuchten
Varietaten, so dass ein direkter Vergleich nicht mdglich war. Eine Betrachtung der
dort untersuchten Aromen lasst ebenfalls vermuten, dass eine Einteilung in den
Ester- und den Furaneol®-Typ erfolgen kann.
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relativer Flachenanteil

Abb. 3.10: Aromastoffe in XAD-Extrakten deutscher Erdbeeren, Einteilung nach
den von Ulrich et al (1997) vorgeschlagenen Erdbeeraromatypen. S1-3
Elsanta, S4 Honoeye, S5-7 Sorte unbekannt, S8 Korona, S9 Holly, S10
Kent, S11-12 Polka, S13-14 Sorte unbekannt

Einfluss des Erntezeitpunktes

In einer Saison wurde nun ferner der Versuch unternommen, einen Wechsel des
Aromaprofils von Erdbeerproben im Saisonverlauf von Februar bis Mai festzustel-
len (Extraktionsmethode: SDE).

Da jedoch nur Erdbeeren unterschiedlicher Sorten (und auch Herkinfte; die frilhen
Proben wurden aus Erdbeeren spanischer und italienischer Herkunft gewonnen)
zur Verfigung standen und sich die Aromaprofile in den S&uren untereinander
stark unterschieden, war hier keine Aussage mdglich.

Die Betrachtung einer einzelnen Erdbeersorte schien ebenfalls nicht sinnvoll, da
die Reifesaison einer Varietat nur tber wenige Wochen geht und zudem nicht alle
Frichte an einer Pflanze gleichzeitig reifen.

73



3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

Einfluss der geographischen Herkunft

Hakala und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von geographischer Herkunft
und Kultivationsmethode (biologischer oder konventioneller Anbau) auf die Zu-
sammensetzung der flichtigen Verbindungen von Erdbeeren. Dabei wurde
festgestellt, dass die Art der Erzeugung lediglich einen vernachlassigbaren Ein-
fluss auf das Aroma der Erdbeersorten hat, und dass der geographische Ursprung
gegenuber dem Einfluss der Varietat auf das Erdbeeraroma ebenfalls sehr gering
ist (Hakala et al 2002).

Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit selbst aufgearbeiteten Proben wurde
kein Vergleich durchgefihrt, da bei den Proben, welche nicht in Deutschland an-
gebaut wurden, die Varietat nicht bekannt war.

Bei der Beurteilung der Authentizitat eines Erdbeeraromas ist es notwendig, alle
oben genannten Faktoren zu bertcksichtigen, bevor eine abschlieRende Aussage
getroffen werden kann.

Die grof3en quantitativen und qualitativen Unterschiede der Aromakomponenten
zwischen den einzelnen Erdbeersorten zeigten, dass, wenn der Unterschied der
Aromaprofile schon zwischen gleichzeitig geernteten Erdbeerproben (wodurch
Unterschiede des Aromas durch Lagerdauer, -art und klimatische Einfliisse aus-
geschlossen werden) verschiedener Varietat so grof3 ist, eine Betrachtung
gemischter Proben, wie sie in Industrieprodukten anzutreffen sein durften, nicht
aussagekraftig sein kann.

Lediglich die Erstellung von Mittelwerten aus Erdbeerproben, welche mit einer be-
stimmten Aufarbeitungsmethode, wie der vorhergehend beschriebenen XAD-
Extraktion, aufgearbeitet wurden, die einer der beiden Aromatypen nach Ulrich
angehdren, kann ein erster Hinweis darauf sein, dass eine zu untersuchende Pro-
be tatsachlich der angegebenen Sorte entspricht. Mit nur zwei Aromatypen von
Kulturerdbeeren kann dies allerdings keine endgultige Aussage uber die tatsachli-
che Sorte sein, sondern kann nur einen Hinweis auf eventuelle Mischproben aus
Varietaten beider Typen oder Falschdeklarationen liefern.

Zudem ist zum Beispiel das Auftreten einer Aromakomponente, insbesondere in
stark erhdhter Konzentration, die in Erdbeeraromen jenes Typs Uublicherweise
nicht vorkommt, ein Hinweis auf eine vorliegende Verfalschung und auf einen Zu-
satz von nicht aus der Frucht stammendem Aroma.

Ein Abgleich mit weiterfihrenden analytischen Methoden ist jedoch unabdingbar,
um eine definierte Aussage zu ermoglichen.
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3.2.4 Untersuchungen mittels Isotopenverhaltnismassenspektroskopie

3.2.4.1 Furaneol® aus Erdbeeraroma

Zur Moglichkeit der Qualitatskontrolle mittels Stabilisotopenanalytik wurde der
Erdbeer-Inhaltsstoff Furaneol® (4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) im Hinblick
auf weitergehende Moglichkeiten der Authentizitatskontrolle durch Kohlenstoff-,
Wasserstoff- und Sauerstoff- oder Multielementstabilisotopenanalytik untersucht.

Furaneol® ist ein bedeutender Aromastoff von Erdbeeren, Ananas, Mango, Kara-
mell und Rindfleisch (Whitehead 1998). Es ist ein Dihydrofuran mit folgender
Struktur:

HO
4
0

Der geruchliche Eindruck von Furaneol® hat in héheren Konzentrationen eine ka-
ramellartige bis verbrannte Note und wird bei gro3erer Verdinnung fruchtig und
erdbeerartig (Pickenhagen et al 1981).

Furaneol® gilt als Schliisselkomponente des komplex zusammengesetzten Ana-
nas-, aber auch Erdbeeraromas (Douillard und Guichard 1990), so dass ein
Verfalschungspotential durch Anreicherung eines naturlichen Ananas-/Erdbeer-
aromas mit dieser geruchsaktiven Komponente grundséatzlich gegeben ist.

"Nattirliches" Furaneol® ist extraktiv aus den genannten natiirlichen Quellen zu-
ganglich. Ein wesentlich kostengunstigerer Weg fuhrt zur US-Deklaration "natir-
lich"; in der EU-Legislative ist ein derartiger Syntheseweg, wie er durch Behand-
lung von 6-Desoxyzuckern, wie zum Beispiel D-Rhamnose oder D-Fucose mit
einem Amin, zum Beispiel nattrlichem L-Prolin, unter Saurekatalyse erhalten wird,
fur die Deklaration "natirlich” unzulassig. Die Desoxyzucker sind im Prinzip en-
zymatisch aus Naturprodukten (D-Fruktose-1,6-diphosphat und Lactaldehyd) oder
durch Hydrolyse von Flavanoidglycosiden wie Hesperidin und Naringin zuganglich
(Whitehead 1998, Roscher et al 1997).
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Zudem wurde von Koutsompogeras und Mitarbeitern 2007 eine enzymatische Bil-
dung von Furaneol® aus 1,2-Propandiol, 1-Propanol, Saccharose sowie Fructose
mittels zellfreien Bakterien- (Methylobacterium extorquens) und Erdbeerextrakten
beschrieben (Koutsompogeras et al 2007).

3.2.4.2 Sauerstoff-Stabilisotopenanalytik

Zur Bestimmung des Sauerstoffisotopenwertes von Furaneol® war es zunachst
notig, eine geeignete Probenaufarbeitungsmethode zu finden, bei der eine Diskri-
minierung des zu messenden Isotopenverhéltnisses auszuschlie3en war. Ferner
musste untersucht werden, ob Furaneol® in Milieus, wie sie in Erdbeerfriichten
und in aromatisierten Erbeerprodukten vorliegen, ein stabiles Isotopenverhéltnis
aufweist, das heil3t, dass kein Austausch mit den das Molekll umgebenden Ver-
bindungen stattfindet. Ein solcher Austausch wirde zu nicht aussagekraftigen
Ergebnissen fuhren.

Schuhmacher und Mitarbeiter untersuchten verschiedene Probenaufarbeitungs-
methoden (dynamische Headspace-Analytik, Diethyletherextraktion sowie simulta-
ne Destillation-Extraktion) von Komponenten (Ester, Terpene und Lactone) des
Erdbeeraromas im Hinblick auf ihre Eignung zur Authentizitdtsbewertung mit
Kohlenstoffstabilisotopenanalytik. Alle ausgewahlten Probenvorbereitungsmetho-
den wurden als geeignet fur die Untersuchung des Isotopenverhaltnisses der
ausgewahlten Verbindungen befunden (Schuhmacher et al 1995). Eine Untersu-
chung der Eignung der vorstehend genannten Methoden fiir Furaneol® wurde
jedoch noch nicht beschrieben.

Bestimmung des linearen Messbereiches von Furaneol®

Fur eine fehlerfreie Sauerstoffisotopenmessung einer Verbindung ist zunachst die
Bestimmung des jeweiligen linearen Messbereiches nétig (Ruff 2001, Hor 2001).
Mittels EA-Analytik wurden unterschiedliche Mengen an Furaneol® als Reinsub-
stanz vermessen und die jeweils erhaltene Peakflache gegen den §-*Oysmow-
Wert aufgetragen. Bei EA-Messungen ist eine Peakflache von mindestens 80 As
fur aussagekraftige Werte erforderlich.
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Zur Bestimmung des linearen Bereiches fur GC-IRMS-Messungen wurden Fura-
neol®-Lésungen in einer Verdiinnungsreihe mit dem geplanten Extraktionsmittel
hergestellt. Um auszuschlie3en, dass sich abweichende Werte durch eine Isoto-
penfraktionierung durch Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel oder Zersetz-
ung begrinden, wurden nacheinander drei Messreihen mit jeweils Doppelbestim-
mungen durchgefihrt. Dabei wurde die Messung nach einem beziehungsweise
funf Tagen wiederholt.

Die Zusammenstellung der erhaltenen Ergebnisse in Abbildung 3.11 zeigt, dass
bei GC-IRMS-Bestimmungen von Furaneol® der Bereich einer Peakflache von 40
bis 120 As Linearitat (bei allerdings hoher Fehlerbreite, im linearen Bereich lag ein
Wert von 10,2 + 0,3%0 vor) feststellbar war. Dies entspricht einer Konzentration
von 2 bis 4 mg/ml.

Uberpriifung der Probenaufarbeitungsmethode

Die Isolierung von Furaneol® sollte durch Fraktionierung von Handelsproben und
Erdbeerextrakten tber XAD-Saulen erfolgen.

Zur Uberprifung der Aufarbeitungsmethode in Bezug auf eventuelles Diskriminie-
rungspotential auf das Sauerstoffisotopenverhéltnis der Zielverbindung im derart
gewonnenen Extrakt wurde eine Lésung von Furaneol® in verdiinnter wasseriger
Ldsung auf eine XAD-Saule aufgegeben und mit Dichlormethan eluiert. Dann wur-
de das Eluat getrocknet, fraktioniert abdestilliert und mittels GC-IRMS vermessen.
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Abb. 3.11:Bestimmung des linearen 8-'*Oyswow-Messbereiches von Furaneol®
mittels GC-P-IRMS
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Tab. 3.4: Uberpriifung der Probenaufarbeitungsmethode

8-0vsmow [%o] GC-P-IRMS
Furaneol® vor XAD-Saule 12,9 +0,7

Furaneol® nach XAD-Séaule 11,8 0,4

Die so behandelte Probe wies (reproduzierbar) einen um 1,1%o. hoheren 5-Wert als
die "unbehandelte“ Probe auf (Tabelle 3.4). Der Unterschied zeigt, dass die Pro-
benaufarbeitung Einfluss auf das Isotopenverhéltnis des zu analysierenden
Furaneols® ausiibt.

Lagerversuch von Furaneol®

Um die Stabilitat des Isotopenverhaltnisses von Furaneol® in verschiedenen L6-
sungsmitteln, aber auch in den Lebensmitteln, aus denen es extrahiert werden
sollte, zu Uberprufen, wurde ein Lagerversuch durchgefihrt.

Dazu wurden jeweils 100 mg Furaneol® in je 10 ml der folgenden Lésungsmittel
gegeben: Ethanol, 10% Ethanol in Wasser, 10% Ethanol in Citratpuffer pH 3,5,
Citratpuffer pH 3,5 und Dichlormethan. Die Auswahl der Lésungsmittel soll dabei
die Umgebung in der Frucht, den untersuchten Lebensmitteln und den Extrakti-
onsbedingungen simulieren, um zu untersuchen, ob sich das ,native’ Isotopen-
verhaltnis bei Lagerung oder Aufarbeitung verandert haben konnte.

Die Probelésungen wurden in Headspace-Gefal3en gelagert. Nach unterschiedli-
chen Zeitabstdnden wurden Aliquote mittels einer Kanile enthommen und mittels
GC-IRMS vermessen.

Tab. 3.5: Sauerstoffisotopenverhéltnisse der zum Lagerversuch eingesetzten Lo-

sungsmittel
Lésungsmittel 8-*0ysmow [%o] EA-P-IRMS
Ethanol 96 % +19,9+0,5
10 % Ethanol in Wasser -78x15
10 % Ethanol in Citratpuffer pH 3,5 -74+13
Zitratpuffer pH 3,5 7,715
Dichlormethan
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Tab. 3.6: 8-¥0yswow-Werte unterschiedlich deklarierter Furaneol®-Referenzen

Probe Qualitat 8-®0vsmow [%o] GC-P-IRMS
Furaneol® 01 |n.b. 11,0+ 1,0
Furaneol® 02 |naturidentisch 11,8+0,2
Furaneol® 03 |synthetisch 10,7+ 0,3
Furaneol® 04 |natiirlich 147+11
Furaneol® 05 | natrlich 28,3+0,9
Furaneol® 06 |natirlich 26,6 +0,8
Furaneol® 07 |natirlich ex Rhamnose 155+0,4

Die Sauerstoffisotopenverhaltnisse der verwendeten Losungsmittel wurden eben-
falls per IRMS vermessen (vergleiche Tabelle 3.5), um vergleichen zu kénnen, ob
sich das Isotopenverhéltnis von Furaneol® durch Austauschreaktionen an das des
Ldsungsmittels angleicht.

In einem Beobachtungszeitraum von 61 Tagen konnte ein solcher Vorgang nicht
beobachtet werden. Es wurde lediglich eine Zersetzung des Furaneols® beobach-
tet, welche jedoch keinen Einfluss auf die Isotopenverteilung hatte.

Bestimmung der Sauerstoff-lsotopenverhaltnisse von Referenzsubstanzen

Zur Bestimmung der Sauerstoff-Isotopenverhéltnisse von Referenzverbindungen
wurden entsprechende Loésungen von Furaneol® verschiedener Erzeuger und
Qualitaten hergestellt. Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick tiber die erzielten Ergeb-
nisse.

Bei Betrachtung der in Tabelle 3.6 gezeigten Messergebnisse fallt auf, dass sich
zwar die synthetischen Referenzen mit 8-**0Oyswow-Werten von 10,7 bis 11,8%o in
einem engen Bereich befanden, die 8-**0Ovswow-Daten der als "natiirlich" gekenn-
zeichneten Referenzen sich davon jedoch stark unterschieden. Erstgenannte
lagen im Bereich um 27%o., was nach den ersten Messungen von Erdbeerextrakten
auch zu erwarten war, die beiden letztgenannten wichen aber mit Werten von et-
wa 15%o. deutlich davon ab.

Zu erklaren war diese Diskrepanz eventuell mit der Herstellung des als "naturlich®
zu bezeichnenden Furaneols® aus Rhamnose, was bei einer der betreffenden
Proben auch deklariert war. Zum Uberpriifen dieser These wurden Rhamnose-
Proben mittels EA-IRMS untersucht. Tabelle 3.7 zeigt die ermittelten Werte.
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

Tab. 3.7: 8-*¥0ysyow-Werte verschiedener Rhamnose Referenzen

Referenzen 8-80ysmow [%o] EA-P-IRMS
Rhamnose 01 27,3x0,5
Rhamnose 02 24,7+0,1
Rhamnose 03 148+0,4

In der Tat wurden deutlich unterschiedliche Werte gefunden. Eine Erklarung ergibt
sich aus der Tatsache, dass die Gewinnung von Rhamnose entweder aus Mikro-
organismen oder aus Glykosiden erfolgt (Roscher et al 1997).

Demzufolge kénnten samtliche als "natiirlich" deklarierten Furaneol®-Referenzen
tatsachlich aus Rhamnose hergestellt sein (vgl. Tab. 3.6).

Sauerstoff-lsotopenverhaltnis von Furaneol® in Erdbeeren

Zur Uberpriifung des Sauerstoff-Isotopenwertes von Furaneol® in Erdbeeren wur-
den zum einen Fruchte aus dem Einzelhandel und zum anderen selbst gepfliickte
Erdbeeren vom Feld, die nach Sorten getrennt angebaut wurden, untersucht.

Tab. 3.8: 3-8 0ysyow-Werte von Furaneol® aus Extrakten verschiedener Erdbeer-

proben
Erdbeeren Herkunft, Sorte 8-®0vsmow [%o] GC-P-IRMS
Erdbeeren 01 |Spanien 26,0+1,8
Erdbeeren 02 |Italien 21,8+0,7
Erdbeeren 03 |Spanien 22,6 £0,6
Erdbeeren 04 |Deutschland 23,9+ 0,5
Erdbeeren 05 |Deutschland 209+1,3
Erdbeeren 06 |Deutschland 18,0+ 1,0
Erdbeeren 11 |Deutschland, Kent 20,2+ 0,7
Erdbeeren 12 |Deutschland, Polka 18,3+0,9
Erdbeeren 13 |Deutschland, Tenira 19,9+0,3
Erdbeeren 14 |Deutschland, Honoeye 19904
Erdbeeren 15 |Deutschland, Korona 18,7+ 0,5
Erdbeeren 16 |Deutschland, Elsanta 18,5+ 0,7
Erdbeeren 17 |Deutschland 149+1,1

80
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Abb. 3.12: Abreicherung von *®0 im jahreszeitlichen Verlauf, GC-P-IRMS-Messun-
gen von Furaneol® aus Erdbeerextrakten deutscher Herkunft

Furaneol® wurde aus den Erdbeerproben durch Adsorptionschromatographie an
XAD und nachfolgender Elution mit Dichlormethan extrahiert.

Dabei wurden die Proben teilweise direkt, teilweise nach Tiefkiihllagerung ver-
wendet. Letztere hat laut Literatur keinen Einfluss auf den Furaneol®-Gehalt in
Erdbeeren (Schreier 1980, Douillard und Guichard 1990).

Die mittels GC-IRMS ermittelten 5-20ysyow-Werte sind in Tabelle 3.8 zusammen-
gefasst.

Zwischen den gleichzeitig geernteten Erdbeeren verschiedener Sorten war kein
wesentlicher Unterschied im 8-0ysmow-Wert festzustellen (Proben 11-16). Es fallt
allerdings auf, dass im jahreszeitlichen Verlauf die untersuchten Proben eine
Abreicherung von 20 in Furaneol® um deutlich mehr als 10%o zeigten. Wenn man
ausschlief3lich die in Deutschland geernteten Chargen berticksichtigt, veranderte
sich der 6-Wert innerhalb von zwei Monaten um etwa 9%o (vgl. Abbildung 3.12).
Dies durfte vornehmlich auf evaporative Effekte durch steigende Umgebungstem-
peratur im Verlauf der Erntesaison zurtickzufiihren sein.

Derartige evapotranspirative Effekte auf den §-*Oyswow-Wert, aber auch auf den
d-H/Dvsmow-Wert sind aus der Literatur bekannt (Dunbar und Wilson 1983). Sie
sind sowohl in den Blattern als auch in der Frucht zu beobachten. Laut Autoren-
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren

angaben ist die Anreicherung ausgepragter in langsam wachsenden Frichten wie
Apfeln, Birnen oder Pflaumen, als in schnell wachsenden, wasserhaltigeren Friich-
ten wie Wassermelone, Zucchini oder Gurke.

Obschon es sich bei Erdbeeren um vergleichsweise schnell reifende Frichte han-
delt, ist ein Uberdurchschnittlich hoher evapotranspirativer Effekt festzustellen,
resultierend in einer vergleichsweise hohen Abreicherung von *20. Dies ist vermut-
lich auf die relativ geringe GroR3e der Frichte und deren diinne Schale zuriickzu-
fuhren.

Bestimmung des Furaneol®-Sauerstoff-Isotopenverhaltnisses verschiedener
Handelsproben mit Erdbeeraroma

Um die Moglichkeit einer Authentizitatskontrolle von Erdbeerprodukten durch die
Sauerstoff-Isotopenverhaltnisanalyse von Furaneol® zu tiberpriifen, wurden ver-
schiedene Handelsproben untersucht.

Die Isolierung des Furaneols® erfolgte wie bei der Untersuchung der Erdbeerfriich-
te Uber XAD-Chromatographie mit nachfolgender Dichlormethan-Elution.

Die Proben wurden, wenn erforderlich, zerkleinert oder entgast, mit demineralisier-
tem Wasser verdunnt (bei alkoholischen Getranken so weit, dass der Ethanolge-
halt der aufgegebenen Losung unter 2,5% gehalten wurde), und die so gewonne-
nen Extrakte wurden nach fraktionierter Destillation zur Bestimmung der Sauer-
stoffisotopenverhéltnisse von Furaneol® herangezogen. Dabei ergaben sich die in
Tabelle 3.9 zusammengestellten Ergebnisse.

Es ist zu erkennen, dass die 5-"®*Oyswow-Werte der Friichte und der daraus herge-
stellten Produkte jeweils groRer als 23%. waren, wahrend die aromatisierten
Proben Furaneol®-Isotopenverhéltnisse von kleiner 16%. aufwiesen.

Abbildung 3.13 gibt einen Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten
Sauerstoffisotopenverhaltnis-Bestimmungen von Furaneol® aus verschiedenen
Quellen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.9: 8-®0gwow-Werte [%c] von Furaneol® verschiedener untersuchter Le-

bensmittel
Probe Aromatisierung 8- 0ysmow [%o] GC-P-IRMS
Erdbeeren, Konserve Erdbeeren 249+0,3
Konfittire 1 Erdbeere 26,2+1,1
Konfittire 2 Erdbeere 28,2+0,3
Konfittire 3 Erdbeere 28,7+0,3
Konfitlre 4 Erdbeere 23,7+0,3
Fruchtaufstrich Erdbeere 26,8 £ 0,7
Fruchtperlwein 1 Erdbeerwein 23,0+1,2
Fruchtwein Erdbeerwein 23,2+1,0
Limes 1 Likér mit Fruchtfleisch 25,4+0,6
Limes 2 Erdbeermark, Aroma 12,8+0,1
Limes 3 Aromatisierter weinhal- 13,0+£1,3
tiger Cocktail
Fruchtsaftgetrank 16,1+0,4
Mangosirup Mangopuree 24504
Mangonektar Mangomark 31,2+0,6
Ananassirup Ananassaftkonzentrat 26,2+0,3
Ananassaft 1 Ananassaft 250+04
Ananassaft 2 Ananassaft 28,0+£0,6

Aus den erarbeiteten Daten wird ersichtlich, dass die gewahlte Strategie, syntheti-

sches und natiirliches Furaneol® aufgrund der Sauerstoffisotopenverteilung zu

unterscheiden, nicht zum Erfolg fuhrte. Von Bedeutung ist, dass sich die

§8-80Ovsmow-Werte der beiden als natiirlich zu kennzeichnenden Quellen von Fura-

neol® (Aroma aus Friichten beziehungsweise biotechnologisch aus Rhamnose

gewonnen) nicht voneinander unterschieden. Der Sauerstoffisotopenwert allein

lasst daher keine Unterscheidung von FTNF-Aroma und anderen nattrlichen Aro-

men zu.
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3.2 Untersuchungen an Erdbeeren
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Abb. 3.13: Gegeniiberstellung der mittels GC-P-IRMS gemessenen 8-*0Oysvow-
Werte von Furaneol® aus Erdbeerextrakten, synthetischen und natiirli-
chen Referenzen (aus der Frucht bzw. enzymatisch gewonnen) sowie
verschiedenen Handelsproben

Zudem verhindert das Sinken der 8-**Oyswow-Werte des Erdbeer-Furaneols® im
Saisonverlauf die sichere Unterscheidung von natirlichem und naturidentischem
Furaneol® allein durch Sauerstoff-Isotopenverhaltnisanalytik.

In Verbindung mit weiteren Analysenparametern, sei es eine Multielement-Stabil-
isotopenbestimmung oder die Korrelation mit einem Parameter, der mit einer
anderen Analysenmethode ermittelt wird, kénnte die Bestimmung des 8-**0Ovsmow-
Wertes jedoch einen Hinweis auf die Herkunft von Erdbeeraroma geben.

3.2.4.3 Wasserstoffstabilisotopenanalytik

Zum potentiellen Einsatz einer Multielementisotopenanalyse wurde begonnen, die
H/D-Isotopenverhaltnisse von Furaneol® zu untersuchen.

Die bei ersten Versuchen ermittelten Werte von Furaneol®-Referenzen und der
Zielkomponente aus Erdbeeren zeigt Abbildung 3.14.
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Abb. 3.14: GC-P-IRMS-8-H/Dysmow-Messung von Furaneol® aus Erdbeerextrak-
ten; synthetischen und natirlichen Referenzen (aus der Frucht bzw.
enzymatisch gewonnen)

Das in den meisten Erdbeerextrakten enthaltene Furaneol® zeigte &-H/Dvsmow
Werte von -330 bis -290%o. Lediglich eine Probe wies einen davon abweichenden
Wert von -174%o auf. Die mittels GC-IRMS vermessenen Furaneol®-Referenzen
zeigten 8-H/Dysvow-Werte von -191 bis -124%e.

Um zu untersuchen, ob wahrend der Aufarbeitung eine Veranderung des Wasser-
stoffisotopenverhéltnisses des natirlich in den Erdbeeren vorliegenden Furane-

ols®

stattfindet, wurde die Probenaufarbeitung, wie zuvor fir die Sauerstoff-
bestimmung beschrieben, mittels XAD-Extraktion untersucht.

Dazu wurde eine Furaneol®-Referenz bekannten 8-H/Dysyow-Wertes in Wasser
geldst und der gleichen Probenaufarbeitung wie ein Erdbeerextrakt unterzogen.
Nach erfolgter Aufarbeitung wurde das Isotopenverhéltnis erneut bestimmt. Nach-
dem keine Anderung des §-Wertes festgestellt wurde, kann davon ausgegangen
werden, dass die Probenaufarbeitung keinen Einfluss auf das H/D-Isotopenver-

haltnis von Furaneol® hat.

Ferner wurde analog zu der Durchfiihrung der **0-Bestimmungen eine vergleich-
bare Lagerstudie in Losungsmitteln durchgefuhrt, welche die Umgebung in der
Frucht, den untersuchten Lebensmitteln und den Extraktionsbedingungen simulie-
ren sollten, um zu untersuchen, ob das ,native’ Isotopenverhaltnis bei Lagerung
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Abb. 3.15: Stabilitatsuntersuchung des H/D-Isotopenverhéltnisses von Furane-
ol® in Citratpuffer pH 3,5 (links) und 96% EtOH (rechts) iiber 73 Tage

oder Aufarbeitung verandert wird. Abbildung 3.15 zeigt die Veranderung des
d-H/Dysmow-Wertes in den Losungsmitteln Ethanol und Citratpuffer pH 3,5.

In den drei anderen untersuchten Lésungsmitteln zeigten sich vergleichbare zeit-
abhangige Wertanderungen. Da die Veranderungen schon innerhalb kurzer Zeit
(weniger als drei Wochen) stattfanden, ist eine Untersuchung von Handels- oder
weiteren Erdbeerproben nicht sinnvoll, da anzunehmen ist, dass sich das Isoto-
penverhaltnis schon bei der Lagerung derart verandert hat, dass der ,native’ Wert
nicht festzustellen ist. Somit kann das H/D-Isotopenverhéltnis nicht zur Authentizi-
tatstberprifung eingesetzt werden.

Dies kénnte auch die Diskrepanz zwischen den ermittelten H/D-Verhaltnissen von
aus Erdbeeren extrahiertem Furaneol® im Gegensatz zu den Lésungen der Refe-
renzsubstanzen erklaren, da auch mit der Umgebung in der Frucht Austausch-
vorgange stattfinden konnten, sowohl wahrend der Fruchtreifung und Aroma-
bildung, als auch wéahrend der Lagerung nach der Ernte.

3.2.4.4 Kohlenstoffstabilisotopenanalytik

Die Kohlenstoff-Isotopenanalytik von Furaneol® war ebenfalls nicht erfolgreich, da
schon bei der Messung von Referenzsubstanzen via Elementaranalysator eine zu
hohe Messungenauigkeit festgestellt wurde.

Probleme bei der Kohlenstoffstabilsisotopenbestimmung mittels GC-C-IRMS von
Furaneol® sind bereits friiher beschrieben worden (Schreier 1991).

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auf die weitere Messung von Kohlenstoff-
stabilisotopenverhaltnissen verzichtet.
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3.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Erdbeeraroma sowie Erdbeerprodukte stehen nach wie vor im Interesse der Ver-
braucher und damit der Industrie und der Forschung. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde versucht, Alternativen zu bestehenden Methoden zur Authentifizierung von
Erdbeeraromen zu entwickeln. Dazu wurde einerseits fur Erdbeeren GC-MS
Aromaprofile erstellt und andererseits eine Stabilisotopenuntersuchung von
Furaneol®, einer Schliisselkomponente des Erdbeeraromas, in Erdbeeren und
Erdbeerprodukten durchgefihrt.

Bei der Authentizitdtskontrolle von Erdbeeren beziehungsweise Erdbeeraroma
mittels der Betrachtung von Aromaprofilen ist es erforderlich, die Proben nach ei-
ner festgelegten Probenvorbereitung zu betrachten. Ein Vergleich zwischen ver-
schieden aufgearbeiteten Proben ist nur ndherungsweise maoglich.

Wie gezeigt wurde, haben verschiedene Erdbeervarietaten voneinander abwei-
chende Aromaprofile. Bei Proben, welche Erdbeeren gemischter Varietaten ent-
halten, gestaltet sich daher eine Aussage Uber die Echtheit der Probe anhand
eines Aromaprofiles schwierig. Relativ hohe Zusatze von Aromastoffen zu einem
natirlichen Erdbeeraroma sollten jedoch auch bei Mischproben detektierbar sein.
Bei der Betrachtung von sortenreinen Erdbeerproben ist zunéachst die Zuordnung
zu einem von zwei Aromatypen moglich. Dies erleichtert eine Aussage uber even-
tuell zugesetzte, nicht fruchteigene Aromastoffe gegentber Mischproben, welche
Erdbeeren verschiedener Sorten enthalten.

Das Erstellen eines Aromaprofils von Erdbeeren kann zudem zu einer Aussage
zur Echtheitskontrolle in Bezug auf die Deklaration einer Erdbeervarietat beitra-
gen.

Beziiglich der Authentizitatskontrolle mittels Stabilisotopenanalytik von Furaneol®
muss gesagt werden, dass sich diese ausgewahlte Komponente nur bedingt zur
Echtheitsprifung eignet, da lediglich die Bestimmung des Sauerstoffisotopenge-
haltes eine begrenzte Aussage zulasst. Die Bestimmung der Wasserstoffisotopen-
verteilung liefert aufgrund von Austauschreaktionen von Wasserstoffatomen
zwischen dem Furaneol®-Molekiil und der Umgebung, sowohl in der Frucht als
auch im Extraktionslosungsmittel, keine aussagekraftigen Werte. Aufgrund mess-
technischer Probleme konnte eine zuverldssige Kohlenstoffisotopenverhaltnis-
bestimmung nicht durchgefuhrt werden.
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Eine Unterscheidung von authentischem natiirlichem Furaneol® aus der Frucht
beziehungsweise biotechnologisch aus Rhamnose stammendem Furaneol®, wel-
ches auch zur Bezeichnung "natirlich berechtigt, ist anhand des -*Ovsmow-
Wertes nicht méglich. Nachdem die ermittelten 8-**0Oysyow-Werte von Furaneol®
fur nattrliche Aromen nahe bei denen der synthetisch hergestellten Verbindungen
lag, ist eine Abgrenzung von nattrlichen und synthetischen Proben, lediglich ge-
stiitzt auf den 8-®*Ovsmow-Wert nur bedingt méglich.

In Verbindung mit einem oder mehreren anderen Parametern, sei es die Stabiliso-
topenanalyse einer anderen Komponente des Erdbeeraromas oder ein mit einer
anderen Methode ermittelter Parameter, kann der §-*Oysuow-Wert aber einen
wertvollen Hinweis auf die Herkunft von Erdbeeraromen geben.

Die Aromazusammensetzung von Erdbeeren ist weiterhin Gegenstand einer Viel-
zahl von Untersuchungen mit unterschiedlichen Untersuchungsmethoden nach
verschiedenartigen Probenvorbereitungsmethoden wie zum Beispiel Gaschroma-
tographie-Massenspektrometrie, multidimenstionaler Gaschromatographie oder
Gaschromatographie-Olfaktometrie und Aromaverdinnungsanalyse (Kafkas et al
2005, Schulbach et al 2004, Fukuhara et al 2005, Williams et al 2005).

Daneben werden auch Studien zum Einfluss &ufRerer Faktoren wie dem Ernteda-
tum (Pelayo-Zaldivar et al 2005), der fortschreitenden Reifung (Azodanlou et al
2004), agrartechnischer MaRnahmen, zum Beispiel Anbau unter einem Regen-
schutz (Rohloff et al 2004) oder unter erhdhter Kohlendioxid-Zufuhr (Wang und
Bunce 2004), auf die Entwicklung des Erdbeeraromas, insbesondere im Hinblick
auf die Entwicklung von Methoden zur Verbesserung der Qualitat, darunter auch
des Aromas der erhaltenen Friuchte, durchgefihrt.

Zudem werden Versuche fortgesetzt, Erdbeervarietaten anhand ihrer Aromaprofile
zu klassifizieren, um Methoden zur schnellen Beurteilung von Neuztchtungen in
Bezug auf die industrielle Verwertbarkeit dieser Friichte zu finden.

Aromaprofile kdnnen zur Bestimmung von Typ, Herkunft oder Qualitdt von Le-
bensmitteln aller Arten (wie zum Beispiel Fleischprodukte, Obst, Honig und Kase)
verwendet werden, da die Zusammensetzung (und damit die fltichtigen Kompo-
nenten) einer jeden Probe von einer Vielzahl einzigartiger Faktoren wie beispiels-
weise Herkunft, Reife, Be- und Verarbeitung oder Lagerung beeinflusst wird.
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Durch instrumentell-analytische Methoden ermittelte Aromaprofile geben hier eine
héhere Objektivitat als sensorisch ermittelte (Plutowska und Wardencki 2007).

Die Daten, welche durch die Aromaprofile gewonnen wurden, erlauben zudem in
Ansétzen die Charakterisierung von Proben, so dass beispielsweise das Jahr des
Wachstums, die Lagerart der Frichte (gefroren oder frisch) sowie die geographi-
sche Herkunft der jeweiligen Erdbeerprobe festgestellt werden kann (de Bois-
herbert et al 2004 und 2006).

Weitere Untersuchungen im Hinblick auf die Authentizitatskontrolle von Erdbeeren
oder erdbeerhaltigen Lebensmitteln benutzen die Charakterisierung mittels Infra-
rotspektroskopie (Obstplrees, Downey und Kelly 2004), anhand von Zellwand-
Polysacchariden (Hemicellulose, Figel und Schieber 2004, Schieber et al 2005)
oder durch die mikroskopische Untersuchung von Verunreinigungen in Marmela-
den (Morais et al 2004).
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4 AUSBLICK

Authentizitats- und Herkunftskontrollen von Lebensmitteln sind gefragter denn je,
sowohl von Seiten der Verbraucher und Hersteller als auch der Forschung (Muller
und Steinhart 2007; Luykx und van Ruth 2008).

Mit der fortschreitenden Globalisierung des Lebensmittelmarktes und den damit
verbundenen, héaufig langen, Transportwegen wachst das Bedurfnis der Verbrau-
cher, die Herkunft der Nahrungsmittel zu erfahren.

Die Art der Gewinnung (konventionell oder 6kologisch) oder Verarbeitung (z.B.
frisch gepresster Saft oder Saft aus Konzentrat), sowie der Einsatz oder die Ver-
meidung von bestimmten Zusatzstoffen (zum Beispiel natirliche oder
naturidentische Aromastoffe) nehmen, neben der geographischen Herkunft, ver-
starkt einen hohen Stellenwert bei der Kaufentscheidung von Verbrauchern ein.
Ahnliches gilt auch fir den industriellen Handel, bei dem eine Authentizitatskon-
trolle unabdingbar ist, um Wettbewerbsverzerrungen zu verhindern.

Die Verfalschungen von Lebensmitteln wandeln sich im Laufe der Zeit (auch in
Abhéangigkeit von den zur Kontrolle eingesetzten Methoden) und sind somit mit
klassischen und langjahrig etablierten Methoden haufig nicht mehr oder nicht mehr
mit ausreichender Sicherheit moglich. Daher erschienen auch in den letzten Jah-
ren eine Vielzahl von Forschungsarbeiten, um neue Parameter zu ermitteln,
welche eine Uberpriifung einer Vielzahl ausgelobter Eigenschaften eines Lebens-
mittels ermaoglichen.

Das Interesse, Mdoglichkeiten zur Authentizitatskontrolle mittels GC-MS zu finden
ist unvermindert hoch. Haufig werden Aromaprofile oder chemometrische Metho-
den, auch in Verbindung mit anderen Untersuchungsparametern, zur Auswertung
der Daten verwendet. Beispiele aktueller Studien auf diesem Gebiet sind:
- Analyse der geographischen Herkunft, Traubensorte sowie oenologischer
Bedingungen von Eiswein mittels SPME-GC-MS durch Analyse ausgewahl-
ter Aromastoffe (Setkova et al 2007).
- Unterscheidung von im Eichenfass gelagerten Weinen in Bezug auf Her-
kunft, Varietat sowie Lagerzeit anhand von Aromastoffextrakten mittels
SBSE (Garde-Cerdan et al 2009).
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- Authentifizierung von Absinth nach SPME und anschlieBende GC-MS-
Analytik (Lachenmeier et al 2005).

- Authentizitatsprifung von Zitronenlikéren (Limoncello) durch SPME-GC-MS
an achiraler und chiraler Phase (Crupi et al 2007).

- Unterscheidung von Ananassaft aus Konzentrat beziehungsweise Direkt-
saft (Elss et al 2005).

- Unterscheidung von Balsamico-Essigen mittels Aromaprofilen: 'Aceto bal-
samico traditionale di Modena' im Vergleich zu industriell hergestelltem
'‘Aceto balsamico di Modena' (Cocchi et al 2004).

- Analytik von Olen: Verfalschung von Mohndl mit Sonnenblumendl, SPME-
GC-MS (Krist et al 2006).

- Authentifizierung von "Pesto Genovese" anhand von Aromastoffextrakten
mittels SBSE (Salvadeo et al 2007, Zunin et al 2009).

- Untersuchung von Honig bezlglich geographischer und botanischer Her-
kunft: Dabei verwendete Extraktionsmethoden sind SPME-GC-MS zur
Ermittlung einer Indikatorkomponente von Baumwollhonig (Alissandrakis et
al 2005), und zur Ermittlung von Indikatorkomponenten in palastinischem
Honig (Odeh et al 2007). Des weiteren ist eine klare Unterscheidung zwi-
schen griechischem und tirkischem Honig mittels Aromaprofilen méglich
(Tananaki et al 2007).

- Analyse der geographischen Herkunft von Kaffee mittels SPME-GC-MS,
(Risticevic et al 2008) unter Zuhilfenahme von Chemometrics, Detektion
von Verfalschungen von gemahlenem Rdstkaffee mit Gerste mittels SPME-
GC-MS, (Oliveira et al 2009).

- Unterscheidung von tiefgekihltem von frischem Fisch mittels SPME-GC-
MS (Iglesias et al 2009).

Authentizitatskontrolle mittels enantio-MDGC wird vorwiegend weiterhin auf dem

Gebiet der Echtheitskontrolle von Aromen und aromatisierten Produkten ange-
wendet. Da die meisten kommerziell verwendeten Rohmaterialen im Hinblick auf
vorliegende Enantiomerenverhéltnisse nahezu erschépfend untersucht sind und
die Bestimmung von Enantiomerenverhaltnissen zur Authentizitdtsbestimmung
inzwischen zur erweiterten Routineanalytik gehort, gibt es nur wenige neue Ansat-
ze zu diesem Themenkomplex.
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4 Ausblick

Neuere Arbeiten beschaftigen sich unter anderem mit der Analyse von chiralen
Aromakomponenten in mit minzeartigen Aromen versetzten Produkten, Rhabar-
ber, Lavendel, Himbeeren und Drachenfriichten sowie in etherischen Olen
(Dregus et al 2003, Siano et al 2005, Jung et al 2005, Sewenig et al 2005,
Herbach et al 2006, Nhu-Trang et al 2006).

In weiteren Studien hat man den Einfluss von industriellen Behandlungsmethoden
auf die Enantiomerenverteilung untersucht, so beispielsweise auf die ausgewahl-
ter Aromastoffe in Orangensaften, um so die bei der Verarbeitung erfolgten Be-
handlungen nachweisen zu kénnen (Ruiz del Castillo et al 2004).

Gelegentlich wird auch die enantio-MDGC in Verbindung mit der IRMS eingesetzt.
Beispielsweise kann enantio-MDGC zur Authentifizierung von Himbeeren (E-a-
lonon), Prunusprodukten (Pfirsich, Aprikose, Nektarine; y- und 3-Dekalakton) oder
von Brombeeren (Heptan-2-ol und trans-Linalooloxid) mittels enantioselektiver
Analytik in Verbindung mit IRMS (Wasserstoff und Kohlenstoff beziehungsweise
Sauerstoff, Wasserstoff und Kohlenstoff) eingesetzt werden (Sewenig et al 2005,
Tamura et al 2005, Greule und Mosand| 2008).

Auch auf dem Gebiet der Authentizitdtskontrolle von Lebensmitteln mittels
Stabilisotopen via IRMS werden weiterhin etliche, vielversprechende Anwen-
dungsmadglichkeiten fir praktisch alle Arten von Lebensmitteln untersucht.

Fur die Kontrolle von alkoholischen Getranken wurden neue Methoden entwickelt
um die Echtheit von Whisky mittels Kohlenstoffbestimmung zu prifen (Rhodes et
al 2009) sowie um die geographische Herkunft von Weinen mittels Wasserstoff-
beziehungsweise Sauerstoffbestimmung zu ermitteln (Capron et al 2007, West et
al 2007). Zudem wurden Methoden enwickelt, um mittels Kohlenstoffanalytik den
Zusatz von CO; zu Schaumwein nachzuweisen (Cabanero et al 2007, Calderone
et al 2007) und um Obstbrdnde von anderen Spirituosen zu unterscheiden
(Winterova et al 2008).
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Im Bereich der Uberpriifung von Obst und Gemiise sowie daraus hergestellten

Produkten, darunter Aromen, zeigen Studien unter anderem, dass es moglich ist,

die geographische Herkunft von Tomaten mittels 8-*Oysvow-Werten zu be-
stimmen (Pfammatter et al 2004);

die Echtheit von Birnenaromen sowie mit Birnenaromen aromatisierten Le-
bensmittel mittels Wasserstoffbestimmung zu Uberpriufen (Kahle et al
2005);

Multielementanalytik von Wasserstoff- sowie Kohlenstoffisotopen-Bestim-
mungen zur Authentizitatsbestimmung von Apfelaromen und diese enthal-
tenden Produkten einzusetzen (Elss et al 2006);

mittels Multielementanalyse (Kohlenstoff und Wasserstoff) eine Verfal-
schung durch die Verwendung von dem Lebensmittelfarbstoff Betanin aus
billigerem Rote-Beete-Saft (C4-Pflanze) anstelle von Purple Pitaya (CAM)
zur Lebensmittelfarbung nachzuweisen, wenn die Verfalschung zu einem
hohen Mal3, Uber 40%, vorliegt (Herbach et al 2006);

durch eine Multielementuntersuchung von Spargelwasser sowie der Prote-
infraktion die Herkunft von bayerischem Spargel abzuklaren (Schlicht et al
2006);

eine geographische Herkunftsbestimmung von Pistazien mittels Global-
bestimmungen von verschiedenen Isotopenverhéltnissen (Kohlenstoff,
Stickstoff, Sauerstoff) durchzuftihren (Heier 2006);

die "natirliche" Herkunft von biotechnologischen Aromen zu Uberprifen
(Lapadatescu et al 2006);

naturliches (FTNF), biotechnologisches (natirlich, WONF) sowie naturiden-
tisches a-lonon, B-lonon sowie a-lonol zu unterscheiden (Del Mar Caja et al
2007);

die geographische Herkunft von Blaubeeren mittels Multielementbestim-
mung zu ermoglichen (Camin et al 2009);

die Herkunftskontrolle von Vanillin zu verbessern, indem neue Probenauf-
arbeitungsmethoden auf ihre Eignung zur Isotopenbestimmung Uberprift
wurden (Cicchetti und Chaintreau, Lamprecht und Blochberger 2009);

die natirliche oder naturidentische Herkunft des Aromastoffes (+)-Dihydro-
actinidiolid (vorkommend z.B. in Gruntee, Roiboos, Tabak, Trauben sowie
Aprikosen) mittels Wasserstoff- und Kohlenstoffisotopenverhaltnissmess-
ung zu bestimmen (del Mar Caja et al 2009);
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4 Ausblick

- die geographische Herkunft sowie das Herstellungsjahr von Olivenélen mit-
tels Multielementmessung (**C, 20, H/D) zu bestimmen (Camin et al 2008,
Bontempo et al 2009).

Bei der Analyse von tierischen Lebensmitteln hat sich die Isotopenverhéltnisanaly-
se ebenfalls als wertvolles Werkzeug zur Echtheitsbestimmung erwiesen.

So kann fur Fleisch, zum Beispiel von Rind, Lamm oder Geflugel, durch Multiele-
mentmethoden, das heisst anhand der Messung der Isotopenverhdaltnisse der
Elemente Sauerstoff und Wasserstoff die geographische Herkunft nachgewiesen
werden, Einbeziehung der Elemente Stickstoff und Schwefel erméglicht eine wei-
tere lokale Differenzierung (Boner und Foérstel 2004, Schmidt et al 2005, Camin et
al 2007, Nakashita et al 2008, Franke et al 2008).

Weitere Studien zur Authentizitatsbewertung tierischer Lebensmittel beschaftigen
sich unter anderem mit der Herkunftsbestimmung von Honig (Guler et al 2007,
Arauco et al 2008), Milch (Crittenden et al 2007, Sacco et al 2009) sowie von
Zucht- oder Wildlachs (Aursand et al 2009).

Des weiteren ermdglicht eine Untersuchung von Kase mittel IRMS in Verbindung
mit anderen Analysenergebnissen die geographische Ursprungsbestimmung von
Raclette und Mozzarella (Pillonel et al 2004, Brescia et al 2005). Multielement-
isotopenanalytik (Kohlenstoff, Stickstoff, Wasserstoff, Schwefel und Sauerstoff)
kann auRerdem zur Authentizitdtsbestimmung von Peretta, einem typischen Kase
aus Sardinien dienen. Hierbei konnte sardinischer Kase von freilaufenden Tieren
von Kase aus importierter Rohware sowie von Kase aus Intensivtierhaltung auf
Sardinien unterschieden werden (Manca et al 2006).

Zudem ermoglicht die Stabilisotopenanalytik, fur sich allein genommen oder in
Verbindung mit anderen Methoden, einen Hinweis auf die Herkunft von Lebens-
mitteln aus konventionellem oder 6kologischem Anbau.

Georgi und Mitarbeiter beschrieben 2005 die Unterscheidung von Kohl, Zwiebeln,
Blattsalat und Chinakohl aus konventionellem und biologischem Anbau mittels
einer Multielementmethode (Kohlenstoff, Stickstoff). Hierbei zeigte sich, dass Ge-
muse aus biologischem Anbau an schweren Isotopen abgereichert war.

Auch bei Fleischproben kann nachvollzogen werden, ob das Tier, von dem die
Fleischprobe stammt, nach konventioneller Methode oder auf 6kologische Weise
gefuttert wurde. Die Bestimmung erfolgt zumeist Gber das Kohlenstoffisotopen-
verhaltnis, da bei Okologischer Landwirtschaft meist auf Cs-Pflanzen zuriickge-
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griffen wird, wéahrend konventionelle Haltung haufig Maissilage, also Futter aus
einer C4-Pflanze, verwendet (Boner und Forstel 2004, Schmidt et al 2005, Knobbe
et al 2006). Diese Effekte fihren auch dazu, dass Milch aus biologischer gegen-
uber Milch aus konventioneller Haltung mittels IRMS-Analytik unterschieden
werden kann (Molkentin und Giesmann 2007).

Durch die unterschiedliche Futterung von Legehennen (z.B. Tiermehl oder Kdrner-
futterung) kann so auch mittels Kohlenstoff- und Stickstoffanalytik zwischen Eiern
aus Kafig-, Boden-, Freiland- und biologischer Haltung unterschieden werden
(Rogers 2009).

Durch verlassliche Authentizitatsprifungen wird sowohl das Vertrauen des Ver-
brauchers in die Lebensmittelkontrolle, als auch das Qualitaitsmanagement
innerhalb der Lebensmittelindustrie verbessert. Alle drei in dieser Arbeit benutzten
Untersuchungsmethoden leisten fur sich oder in Verbindung mit anderen einen
Beitrag zur Echtheitsbestimmung von Lebensmitteln.

Um eine effektive Analytik zur Authentizitatskontrolle durchfiihren zu kdnnen, ist
das Vorliegen umfangreicher Daten authentischer Probenmaterialien unerlasslich,
um auch in Anbetracht von nattrlichen Schwankungen, wie sie in Lebensmitteln
auftreten, sichere Aussagen treffen zu konnen.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Allgemeine Vorschriften

Dieses Kapitel enthalt Daten zu verwendeten Chemikalien, Geraten und allgemei-
ne Probenvorbereitungsmethoden. Abweichende Programme oder Aufarbeitungs-
methoden werden bei den jeweiligen untersuchten Lebensmitteln aufgefihrt.

5.1.1 Material

Chemikalien und Lésungsmittel

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien in p.a.-Qualitéat eingesetzt
und wie die synthetischen und natirlichen Aromastoffe von den Firmen Acros
(Geel, Belgien), Aldrich (Steinheim), BASF (Ludwigshafen), Fluka (Deisenhofen),
ICN (Eschwege), Lancaster (Muhlheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
SAM GmbH (Mannheim) und Sigma (Steinheim) bezogen.

Die verwendeten Losungsmittel wurden zusétzlich Gber Fillkérperkolonnen destil-
liert.

Gase

Reinstgase wurden von den Firmen Linde AG (Unterschleil3heim) und Messer
Griesheim (Frankfurt) bezogen.
Im einzelnen wurden folgende Gase mit unterschiedlichen Reinheitsgraden ver-
wendet:
= Fiur kapillargaschromatographische und massenspektrometrische Bestim-
mungen wurden He-Gas 5.0, H»-Gas 5.0 und N»-Gas beider Firmen
verwendet
= Als Tragergas fur die Isotopenverhaltnisbestimmung diente Helium 5.3
= Zur Kohlenstoffisotopenmessung wurde als Oxidationsreagenz O,-Gas
(5.0. Linde AG) eingesetzt
= Fir die Sauerstoffisotopenanalysen wurde als Sptilgas 1% H, in Helium (H>
5.0, He 5.0, Messer Griesheim) verwendet
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5.1 Allgemeine Vorschriften

Isotopenstandards

Fur die *C- und H/D-Isotopenverhéltnis-Messungen waren zertifizierte Kohlendio-
xid- (Reinheitsgrad 4.8) bzw. Wasserstoffgase (Reinheitsgrad 6.0) von Messer
Griesheim mit gravimetrisch definierten Isotopenverhéltnissen verfigbar, die als
Priméarstandards anerkannt sind (Kohlendioxid: 8-**Cyppg-Wert: -24,9%0; Wasser-
stoff: 8-H/Dysmow-Wert: -200%so).

Fir die 8-180VSMOW-Bestimmung steht kein zertifiziertes Referenzgas zur Ver-
fugung, daher wurde ein Kohlenmonoxid Reinstgas (4.7) als sogenannter Labor-
standard verwendet. Dieser wurde durch regelmaRige Vergleichsmessungen mit
IAEA zertifiziertem BaCO3; (IAEA-CO-9) uberprift, indem der anorganische Stan-
dard durch Analyse via Elementaranalysator gegen den Laborstandard vermessen
wurde.

Des weiteren wurden — in Ermangelung eines zertifizierten organischen Standards
— weitere Kontrollmessungen mittels interner sekundarer Laborstandards, zumeist
Vanillin, Kontrollmessungen via GC durchgefihrt.

Pufferlosungen

Citratpuffer pH 3,5

Verbrauchsmaterial

Das Verbrauchsmaterial fir die Messungen mit den Elementaranalysatoren wurde
von der Firma HEKAtech (Wegberg) bezogen.

Fur die Sauerstoff- und Wasserstoffisotopenanalytik wurden Nickelwolle, Glaskoh-
lenstoffsplitter, nickelbelegte Kohle, Silberkapseln (Feststoffmessungen) sowie
Silberkartuschen (Flussigkeitsmessungen) verwendet.

Zur Bestimmung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse wurden Zinnkartuschen zur
Messung in gepackten CNS-Reaktoren verwendet.
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5 Material und Methoden

5.1.2 Gerate

Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

Gerat (HRGC 1):
Autosampler:

Injektor 1:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Transferkapillare:

MS 1:
lonenquelle:

Detektor:
Massenbereich:
Scandauer:

Fisons Instruments GC 8060 (ThermoQuest, Egelsbach)
Fisons Instruments AS 800

Split/Splitless-Injektor  (Splitverhaltnis 1:20), Temperatur
220°C bei Saulennummer 1, 250°C bei Saulennummer 2

Helium 5.0, Fluss 1,0 ml/min (bei 120°C, druckkontrolliert)

J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm i.d., df 0,25 pm); S&aulen-
kopfdruck 90 kPa

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

0,25 mm i.d., unbelegt desaktiviert, Temperatur 250°C bei
Trennsaule 1, 315°C bei Trennsaule 2

Fisons Instruments MD 800 (ThermoQuest, Egelsbach)

Elektronenstof3ionisation (EI positiv) mit 70 eV, Temperatur
230°C, Quellendruck 10 nbar, Kathodenstrom: 1,5 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
fur MSWindows (ThermoQuest, Egelsbach).

Gerat (HRGC 2)

Injektor:
Autosampler:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Tragergas:
MS 2:

lonisation:
Temperatur:
Multiplier:
Massenbereich:

Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington,
USA)

Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 220°C
Agilent 7683 Series Injektor

J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, df= 0.25 pm)

50°C, 3 min isotherm, 4°C/min, 250°C, 10 min isotherm
2.0 ml/min Helium 5.0, constant flow

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent Tech-
nologies, Wilmington, USA)

ElektronenstofZionisation (El), 70 eV
lonenquelle 150°C, Transferline 250°C
1300 V

38-450 u

Datenaufnahme mittels HP Chem Station, nach Konvertierung mit File Converter
Datenauswertung mittels Xcalibur.
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5.1 Allgemeine Vorschriften

Multidimensionlae Gaschromatographie (MDGC-MS)

Zwei Ofen werden gekoppelt zur chiralen Trennung (Fisons Instruments GC 8160
und 8130, Thermo Electron, Dreieich, Deutschland).
Anstelle von Detektor 1 wird an das Ende der chiralen Saule in der Regel das

Massenspektrometer MS 1 mit Hilfe einer beheizten Transferkapillare gekoppelt.
So sind MDGC-MS Messungen maoglich.

Gerat (HRGC 3):
Injektor:

Tragergas:
Trennsaule:
Make-up-Gas:

Temperaturprogramm:

Brenngase:

Detektor 1:

Geréat (HRGC 4)
Saulenschaltung:

Tranferkapillaren:
MS 1:

Fisons Instruments GC 8160 (ThermoQuest, Egelsbach)

Split / Splitless - Injektor (Splitverhéltnis 1 : 20), Tempe-
ratur 220°C

Helium 5.0, Saulenkopfdruck 165 kPa, 2 ml/min
J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm i.d., df = 0,25 um)
Stickstoff 5.0, 75 ml/min

60°C, 10°C / min, 240°C (10 min isotherm)
Stickstoff 5.0 (Fluf3 40 ml/min)

gereinigte Luft ( FluR 300 ml/min)

Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 220°C,
Stickstoff mit 60 ml/min, Wasserstoff mit 30 ml/min, ge-
reinigte Luft mit 300 ml/min

Fisons Instruments GC 8130 (ThermoQuest, Egelsbach)

ventillose Multi-Column-Switching-System (MCSS) -
Schaltung, elektrisch betrieben, Domdruck 75 kPa, Mit-
teldruck 85 kPa,

0,25 mm i.d., unbelegt desaktiviert, Temperatur 200°C
siehe 6.1.2.3

Die Bestimmung der "Cut"-Zeiten erfolgte anhand von Referenzen mittels des FID

an HRGC 2. Die Steuerung, Datenaufnahme und -auswertung wurde mit Chrom-

card Version 1.21 fur MS-Windows (ThermoQuest, Egelsbach) vorgenommen.
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Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie-Kopplung (HRGC/EA-C/P-IRMS)

Isotopenverhaltnismassenspektrometrie (IRMS)

IRMS:
Transferkapillare:

lonenquelle:

Detektor:
Massenbereich:

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)

ElektronenstoR3ionisation (EI positiv) mit 70 eV, Temperatur
ca. 70°C (erzeugt durch 2 Halogenlampen 12 V, 10W),
Kathodenspannung 3 kV

Kollektorsystem (Faraday-Cups)
1 bis 70 Dalton

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit dem Programm Isodat 6.2 fr
Real 32 (ThermosQuest, Egelsbach).

Elementaranalysatoren (EA)

EA 1 (Oxidation):
Oxidationsreaktor:

Tragergas:
Sauerstoff:
Trennséaule:

EA 2 (Pyrolyse):
Reaktor:

Tragergas:
Trennsaule:

Detektor:
Autosampler

Kopplung zum MS:

EuroEA 3000 Serie (EuroVector, Mailand, Italien)

Quarzrohr, geflllt mit Wolframoxid, Quarzwolle, Kupfer, Tempe-
ratur: 1000°C

Helium 5.0 (Fluss 80 ml/min), Carrier-Druck: 90 kPa
Sauerstoff 5.0, Ventil getffnet fur 8 s, Sauerstoffdruck: 15 kPa

Porapak QS (2 m x 5 mm i.d.) (Eurovector, Mailand, Italien),
Ofentemperatur: 95°C isotherm

HT Sauerstoff Analysator (HEKATech, Wegberg)

Keramikrohr (aul3en), Glaskohlenstoffrohr (innen), gefillt mit
nickelbelegter Kohle, Glaskohlenstoffsplittern, Nickelwolle,
Temperatur: 1460°C

Helium 5.0 (Fluss 70 ml/min), Carrier-Druck: 70 kPa

Molekularsieb 5A (1 m x 5 mm i.d.) (Eurovector, Mailand, Itali-
en), Ofentemperatur: 95°C isotherm

Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD)
Eurocarp (EuroVector, Mailand, Italien)
offene Kopplung Uber einen "open split"
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Hochauflésende Massenspektrometrie (HRGC)

Gerat (HRGC 5): Hewlett Packard 6890 Series (Agilent Technologies,
Waldbronn)

Injektor: Split/Splitlessinjektor, Temperatur 250°C, 1l splitless-
Injection

Autosampler: CTC A 200 S (Zwingen, Schweiz)

Trennsaule: J&W DB-Wax (60 m x 0,32 mm, df = 0,25 um

Tragergas: Helium 5.3

Fluss 3.0 ml/min (**C/**C und ?H/*H- Bestimmungen)
Fluss 2.0 ml/min (**0/**0O- Bestimmungen

Interface 2 (* H/ *H): Pyrolysereaktor: Al,O3z, 0,5 mm i.d., 1,5 mm o.d., 320 mm,
Temperatur 1440°C
Ofen: beheizter Al,O3-Ofen 260 mm x 1,6 mm i.d.
Thermoelement: Siliciumcarbid

Wasserseparator: Nafion®-Membran Permapure (Toms
River, NJ) 200 mm x0,8 mm, 0,6 mm i.d.

Interface 3 (**0/ *°0):  Pyrolysereaktor: Al,Os, 0,5 mm i.d., 1,5 mm o.d., 320 mm,
Platinrohr, gefullt mit Nickeldraht, Temperatur 1250°C
Spulgas: 1% H, in Helium, Fluss 0,7 ml/min
Ofen: beheizter Al,03-Ofen 260 mm x 1,6 mm i.d.
Thermoelement: Siliziumcarbid

Hilfsgas: Helium 5.0

Kopplung: Offene Kopplung Uber einen "open split*

Weitere Gerate:

Waagen:
Mettler PL 300, Analysenwaage,
Mettler Waagen GmbH, Giel3en, Deutschland
Mettler P 1200N,
Mettler Waagen GmbH, Giel3en, Deutschland
Sartorius BP 210 S Analysenwaage,
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Rotationsverdampfer:
Buchi Rotavapor mit Buchi Vakuum System B-173 und
Bichi Vakuum Controller B-720
beide: Bichi, Konstanz, Deutschland
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5.1.3 Methoden

Flussig-Flussig-Extraktion (LLE)

Ein Liter der jeweiligen Probe (gegenfalls eine geringere Menge, mit aguagemin auf
einen Liter aufgefullt; bei alkoholhaltigen Proben wurde der Alkoholgehalt durch
Verdinnung auf < 15 Vol-% verdiinnt) wurde fiir 48 Stunden bei 35°C einer konti-
nuierlichen Flussig-Flussig-Extraktion mit 210 ml eines Gemisches aus
Pentan/Dichlormethan (2/1,v/v) unterworfen.

Simultane Destillation-Extraktion (SDE)

Die jeweilige Probe wird in Wasser zu einem Gesamt-Suspensionsvolumen von 2 |
suspendiert und in einer modifizierten Likens-Nickerson-Apparatur einer zweistin-
digen simultanen Destillation-Extraktion (SDE) mit 200 ml Pentan-Diethylether
(1/1; viv) unterzogen.

Destillation der Aromaextrakte

Die durch die verschiedenen Extraktionsarten (LLE, SDE, XAD, vgl. 6.3, und
Soxhlettextraktion, vgl. 6.2) erhaltenen organischen Aromaextrakte wurden Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und dann durch schonende Destillation bei
40°C an einer 40 cm langen Vigreux-Kolonne auf etwa 1 ml eingeengt.

Quantifizierung durch internen Standard

Um eine halbquantitative Mengenabschatzung der einzelnen Aromastoffe durch-
fuhren zu konnen wurde einigen der eingeengten organischen Aromaextrakte
100 pg 2-Methyl-1-Pentanon als internen Standard hinzugeflgt.

Die halbquantitativen Ergebnisse wurden bestimmt, indem die Peakflachen der
fraglichen Komponenten mit der des internen Standards verglichen wurden.

Eine Verwendung von Responsefaktoren erfolgte nicht.
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5.2 Sekt

5.2 Sekt

5.2.1 Untersuchungsmaterial

Es wurden 30 im Handel erstandene Schaum- und Perlweine unterschiedlicher
Preis- und Qualitatskategorien sowie verschiedener Herklnfte untersucht.
Tab. 5.1 gibt einen Uberblick (iber die untersuchten Proben.

5.2.2 Spezielle Methoden

Probenvorbereitung — Soxhlettextraktion mit Extrelut

20 ml Probe werden mit einer Mischung aus Extrelut und Natriumsulfat (1/1; v/v) in
der Reibschale zu einer kriimeligen Masse verrieben.

Diese wird dann im Soxhlett-Extraktor vier Stunden mit Diethylether extrahiert.
Das Losungsmittel wird im Vakuum abgezogen und der Rickstand in Ethanol auf-
genommen.

Die Quantifizierung des Propandiols erfolgt mittels GC-MS und internem Standard
(2-Methyl-1-pentanol).

Gaschromatographie

Multidimensional Gaschromatographie auf HRGC 2 und 3 (vgl. 5.1.2)

Achirale Saule:
Saule J&W DB-Wax (30 m x 0,25 mm i.d., df = 0,25 pm)
50°C, 10°C / min, 240°C (10 min isotherm)

Chirale Saule:
Saule: 2,6-O-Dimethyl-3-O-pentyl--cyclodextrin; (25 m x 0,15 mm i.d., df 0,25

Hm),
Temperaturprogramm: 50°C 60 min iso, 20°C/min 180°C, 10 min
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5 Material und Methoden

Tab. 5.1: Verwendete Sekt-Proben, Uberblick Gber Herkiinfte und Qualitatspradi-
kate; *: zweite Garung in Deutschland, Trauben aus Spanien;

Bezeichung Herkunftsland | Qualitatspréadikat Flaschenga- | Zuckergehalt
rung

Sekt 01 Spanien® Perlwein - halbtrocken
Sekt 02 Deutschland Perlwein - halbrocken
Sekt 03 Italien Schaumwein Asti DOCG | lieblich
Sekt 04 Italien Schaumwein Asti DOCG | lieblich
Sekt 05 Italien Schaumwein Asti DOCG | lieblich
Sekt 06 Spanien Cava traditionell | trocken
Sekt 07 Spanien Cava traditionell | halbtrocken
Sekt 08 Frankreich Schaumwein - halbtrocken
Sekt 09 Deutschland Schaumwein - halbtrocken
Sekt 10 Deutschland Schaumwein, rot - lieblich
Sekt 11 Spanien Cava traditionell | halbtrocken
Sekt 12 Ukraine Schaumwein - halbtrocken
Sekt 13 Deutschland Schaumwein - lieblich
Sekt 14 Deutschland Schaumwein - trocken
Sekt 15 Deutschland Schaumwein - Extra trocken
Sekt 16 Italien® Perlwein, - -

Prossecco frizzante
Sekt 17 Deutschland Schaumwein - trocken
Sekt 18 Italien Perlwein, - -

Prossecco frizzante
Sekt 19 Deutschland Schaumwein ja Extra trocken
Sekt 20 Frankreich Champagner traditionell | Extra trocken
Sekt 21 Frankreich Blanc de Blancs traditionell | Extra trocken
Sekt 22 Frankreich Schaumwein traditionell | Extra trocken
Sekt 23 Frankreich Champagner traditionell | Extra trocken
Sekt 24 Frankreich Cremant traditionell | Extra trocken
Sekt 25 Frankreich Champagner traditionell | Extra trocken
Sekt 26 Spanien® Schaumwein - halbtrocken
Sekt 27 Deutschland Schaumwein - trocken
Sekt 28 Italien Schaumwein charmat lieblich
Sekt 29 Spanien® Schaumwein - halbtrocken
Sekt 30 Ukraine Schaumwein - halbtrocken
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5.3 Erdbeeren

5.3 Erdbeeren

5.3.1 Untersuchungsmaterial

Frische Frichte wurden im lokalen Lebensmittelhandel (Grof3-, Einzelhandel,
Markt) erworben sowie auf Selbstpflickfeldern sortenrein gepfliickt.
Die Friichte wurden teilweise frisch und teilweise nach Einfrieren verwendet.

Sowohl die Handelsproben (Erdbeerprodukte sowie Produkte mit Erdbeeraroma)
als auch die Referenzsubstanzen wurden kommerziell erworben.

5.3.2 Spezielle Methoden

Probenvorbereitung - XAD-Saulenchromatographie

Extraktionsmaterial: Amberlite XAD - 2, reinst, Korngré3e 0,3 - 1 mm, Sigma;

Die Erdbeeren wurden (ggf. nach Auftauen) puriert, das Puree mit Wasser aufge-
schlammt und filtriert. Alkoholhaltige Proben wurde auf einen Alkoholgehalt von
weniger als 2,5 vol% verdinnt. Pastdse Proben wurden nach einer Filtration tGber
Glaswolle zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf eine vorbereitete (siehe unten) XAD Saule, Dimension
4 x 50 cm, Saule vor Aufgabe des Probenmaterials gesptilt mit aguagemin) gegeben
und die gefillte Saule mit 2 | aquagemin gespult.

Die Saule wurde nach Ablassen des Wassers durch manuelles Durchblasen unter
zu Hilfenahme einer Handpumpe mit Luft so weit wie moglich getrocknet.

Darauf folgte das Eluieren der zu untersuchenden Fraktion mit 400 ml
Dichlormethan. Das Eluat wurde im Scheidetrichter von restlicher, coeluierter
wassriger Phase befreit, mittels Natriumsulfat getrocknet und dann gemaf 5.1.3
eingeengt und zur Analyse verwendet.

Danach wurde die Saule mit jeweils 2 | Diethylether und Methanol eluiert und ab-
schlieRend wieder mit 3 | Wasser konditioniert.
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5 Material und Methoden

Gaschromatographie

GC-MS

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

50°C, 10°C/min; 190°C, 5°C/min; 203°C, 2°C/min; 220°C, 8,5 min

Stabilitatsuntersuchungen von Furaneol® (Sauerstoff und Wasserstoff)

100 mg Furaneol® in je 10 ml der folgenden Lésungsmittel:
- 10% Ethanol in Citratpuffer pH 3,5

- Citratpuffer pH 3,5

- Dichlormethan

- Ethanol p.a.

- 10% Ethanol p.a. in aquagemin
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