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Allgemeine Erlauterungen und Anmerkungen

Die im Text auftretenden Fettsduren wurden mit ihren Trivialnamen bezeichnet, also 97,12Z-Octa-
decadiensdure als Linolsdure, 97,127,15Z-Octadecatriensdure als Linolensdure und 57,87,117,14Z-
Eicosatetraensdure als Arachidonsdure. Die im Text auftretenden Fettsdurehydroperoxide wurden
dementsprechend z. B. mit 13-(S)-Linolsdurehydroperoxid bzw. 13-HPOD statt als 13-(S)-Hydroper-
oxy-9Z,11E-octadecadiensdure, sowie mit 13-(S)-Linolensdurehydroperoxid bzw. 13-HPOT anstelle
von 13-(S)-Hydroperoxy-9Z,11E,15Z-Octadecatriensdure benannt. Sofern nicht anders gekennzeich-
net, bezieht sich Hefe auf Saccharomyces cerevisiae und Linolensdure auf (a)-Linolensdure. Die
abgebildeten Massenspektren und HRGC-MS Totalionenchromatogramme wurden den Originalvorla-

gen entnommen.

Erlduterung der verwendeten Abkiirzungen:
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Zusammenfassung XIII

Zusammenfassung

Fiir die Authentizitidtsbewertung achiraler Aromastoffe ist die gaschromatographische Isotopenver-
héltnismessung mittels massenspektrometrischer Analyse ein etabliertes Verfahren. Diese Technik
ermdglicht es, iiber geeignete Datenbanken authentischer Referenzproben gesicherte Aussagen
hinsichtlich deren Herkunft aus natiirlicher oder synthetischer Quelle zu treffen. Zunehmend ins
Interesse riickt allerdings auch die Frage, ob es mittels Techniken der Stabilisotopenanalytik ebenso
moglich ist, das breite Feld der legislativ als ,,natiirlich® deklarierten Aromastoffe analytisch weiter in
deren Herkunft aus biotechnologischer oder natiirlicher (,,ex plant®) Quelle aufzutrennen. Zwar kann
dieser Fragestellung prinzipiell iiber die Erweiterung bestehender Stabilisotopen-Datenbanken mit
authentischen Proben nachgegangen werden, sie scheitert jedoch hdufig an der limitierten Verfiig-
barkeit authentischer biotechnologischer Referenzen oder der eingeschriankten Kenntnis iiber die der
Produktion ,,natiirlicher* Aromastoffe zugrundeliegenden Verfahrenstechniken. Eine mogliche Vorge-
hensweise zur Umgehung dieses Sachverhalts stellt daher die in Anlehnung an beschriebene biotech-
nologische Verfahren im LabormaBstab durchgefiihrte Produktion ausgewihlter und somit auch au-
thentischer Referenz-Aromastoffe dar. Diese Methode hat zudem den Vorteil, dass gegebenenfalls
zusitzliche Informationen iiber mdgliche Isotopenfraktionierungen in solchen Systemen ermittelt
werden konnen, welche sich nicht nur zur Authentizitétspriifung als niitzlich erweisen kdnnen, sondern
auch zur stetig wachsenden Grunderkenntnis iiber Isotopenfraktionierungen in biologischen Systemen

beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, der geschilderten Fragestellung beziiglich ausgewahlter
Aromastoffe aus den Gruppen der Ce-Aldehyde und -Alkohole (,,Griinnoten*) sowie der Gérungs-
alkohole nachzugehen. Zu diesem Zweck erfolgten zum einen im Labormalstab die biogenetische
Bildung von Cs-Aldehyden und -Alkoholen ausgehend von den ungesittigten Fettsduren Linol- und
Linolenséure, ferner wurden parallel Edukte, Intermediate und Produkte isoliert und hinsichtlich ihrer
Stabilisotopengehalte durch Bestimmung der §Hy.gmow- und 8"Cy.pp-Werte untersucht. Zum
anderen sind auf fermentativem Wege ausgehend von unterschiedlichen Kohlenhydratquellen die
Girungsalkohole 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol dargestellt worden. Des weiteren galt es,
die bei den Garungsalkoholen resultierende Datenlage dahingehend zu priifen, ob sich diese {iber eine
Korrelation der 82HV-SMOW‘ und §8"Cy_pps-Werte dazu eignet, eine Authentizititsbewertung dieser
Aromastoffe hinsichtlich natiirlicher oder synthetischer Herkunft zu ermoglichen. Zusammenfassend

lassen sich die folgenden Ergebnisse festhalten:

Ausgehend von Linol- und Linolenséure kam es im Rahmen der Lipoxygenase Typ-1 katalysierten

Biogenese von 13-(S)-Linol- und 13-(S)-Linolensdurehydroperoxid zu einer durchschnittlichen

Deuteriumanreicherung im Bereich von SZHV_SMOW = 20-30%o, deren Ursache nicht allein tber
die stattfindenden Wasserstoff-Austauschreaktionen erkliart werden kann. Demgegeniiber wurde das

C/PC-Isotopenverhiltnis durch die Dioxygenierung nicht verindert.
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Die enzymatische und chemische Spaltung von 13-(S)-Linolsdurehydroperoxid fiihrte zur Bildung von

Hexanal, welches um einen 8"Hy.smow-Wert im Bereich von 42-66%o gegeniiber der Edukt-Linolsdure
abgereichert war, und somit die nicht-statistische intramolekulare Deuteriumverteilung von Fettséduren
auch iiber das Hydroperoxid konservierte. Demgegeniiber zeigte sich bei der Betrachtung des §"°Cy.
ppp- Wertes nur eine marginale Abreicherung. Allein aufgrund der §*Hy.smow- und 8"Cy_ppg-Werte der
gebildeten Hexanale ergab sich jedoch keine Unterscheidungsmoglichkeit beziiglich der chemischen

oder enzymatischen Spaltung des 13-(S)-Linolsédurehydroperoxids.

Die enzymatische Spaltung von 13-(S)-Linolens&urehydroperoxid fiithrte zur Bildung von (Z)-3-Hexe-

nal, welches um einen §*Hy.smow-Wert von 38%o gegeniiber der Edukt-Linolensdure abgereichert war,
womit auch in diesem Fall die nicht-statistische intramolekulare Deuteriumverteilung von Fettsduren
iiber das Hydroperoxid konserviert wurde. Demgegeniiber wurde der 5"°Cy.pps-Wert praktisch nicht

beeinflusst.

Die chemische Spaltung von 13-(S)-Linolens&urehydroperoxid erbrachte je nach verwendeter Metho-
de unterschiedliche Anteile von (Z)-3-Hexenal und (E)-2-Hexenal, wobei das resultierende (E)-2-
Hexenal in Deuterium um einen 8*Hy.smow-Wert im Bereich von 91-110%o gegeniiber der Edukt-
Linolensédure abgereichert wurde. (Z)-3-Hexenal konnte auf chemischem Weg nur zusammen mit (E)-
2-Hexenal erhalten werden, dabei zeigte sich eine Anreicherung der schwereren “H- und "*C-Isotope

gegeniiber dem hierbei isotopomer leichteren (E)-2-Hexenal.

Die fermentative Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol mittels S. cerevisiae erbrachte - je nach 8’Hy.
smow-Wert des verwendeten Edukt-Hexanals - eine unterschiedliche Deuteriumanreicherung um einen
SZHV_SMOW—Wert im Bereich von 16-48%., wohingegen der 813Cv_pDB—Wert praktisch nicht veréndert
wurde. Durch graphische Auftragung konnte der formale §*Hy smow-Wert der iibertragenen Wasser-
stoffatome ermittelt werden, welcher sich als konstant herausstellte und dadurch die unterschied-
lichen Deuteriumanreicherungen (je nach 5*Hy.smow-Wert des verwendeten Edukt-Hexanals) bedingte.

Durch die zusitzliche fermentative Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol mittels S. cerevisiae in D,O

lieB sich zudem der Einfluss von Wasser bei der Entstehung der beobachteten Deuteriumanreicherung-

en nachweisen.

Die fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol mittels S. cerevisiae erbrachte je nach

8"Hy.smow-Wert des verwendeten Edukt-(E)-2-Hexanals sowohl eine Deuteriumabreicherung, als auch
-anreicherung um einen 5*Hy.smow-Wert im Bereich von -40 bis +51%o. Auch hier war keine signifi-
kannte Verdnderung des 8"°Cy_pps-Wertes zu beobachten. Durch graphische Auftragung wurde auch in
diesem Fall der formale 5°Hy.smow-Wert der iibertragenen Wasserstoffatome ermittelt, welcher sich
als konstant herausstellte und so zu den unterschiedlichen beobachteten Verdnderungen in den §*Hy.

smow-Werten fiihrte. Durch die zusétzliche fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol

mittels S. cerevisiae in D,0O konnte auch hier der Einfluss von Wasser bei der Entstehung der

beobachteten Deuteriumanreicherungen nachgewiesen werden.
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Die fermentative Reduktion von (Z)-3-Hexenal zu (Z)-3-Hexenol mittels S. cerevisiae erbrachte

ebenfalls je nach §*Hy.smow-Wert des verwendeten Edukt-(Z)-3-Hexenals eine unterschiedliche Deu-
teriumanreicherung um einen 8"Hy.smow-Wert im Bereich von 6-51%o, wohingegen der 813 Cy . ppp-Wert
ebenfalls praktisch nicht verdndert wurde.

Die fermentative Partialreduktion von (E)-2-Hexenal zur Darstellung von (E)-2-Hexenol mittels S.

cerevisiae erbrachte neben einer Deuteriumanreicherung um einen 8"Hy.smow-Wert im Bereich von
114-147%o eine 12C-Isotopendiskriminierung und eine damit verbundene Anreicherung des 5Cv.ppp-
Wertes von 0,6-4,1%o.

Modellgidrungen mit unterschiedlichen Kohlenhydratquellen (C;, C4 und CAM) und C;/C4-Zucker-
mischungen fiihrten bei der Bildung von 2-Phenylethanol zu unterschiedlichen §°Hy._smow- und 8°Cy.

ppp-Werten. Fiir die verwendeten Cs-Zucker resultierten hierbei 5°Hy.smow-Werte von -204 bis -210%o
sowie 8"°Cy.pps-Werte von -28,0 bis -28,5%0. Unterschiedliche C4-Zucker bedingten demgegeniiber
8"Hy.smow-Werte von -164 bis -180%0 sowie 8°Cy.pps-Werte von -18.2 bis -20,3%o. Fiir 2-
Phenylethanol aus einer CAM-Kohlenhydratquelle sind 8"Hy.smow-Werte von -165 und -167%o sowie
8" Cy.ppg-Werte von -21,4 und -21,7%o ermittelt worden.

Traubensaftgdrungen mit C; und C4-Kohlenhydratdotierung zur Bildung von 2-Phenylethanol zeigten,

dass beziiglich des 8*Hy.smow-Wertes der Zusatz von Cy4- und C;5/Cy-Zuckermischungen zu keiner
nennenswerten Verdnderung fithrte, wohingegen die Dotierung mit C;-Riibenzucker ab einem Zusatz
von 40% mit einer einhergehenden Abreicherung von 2-Phenylethanol um einen 8*Hy.smow-Wert von
20-25%0 zunehmend ersichtlich wurde. Hinsichtlich des 8"*Cy_pps-Wertes von 2-Phenylethanol konnte
gezeigt werden, das bereits die Zugabe von 20% C,-Zucker zu einer merklichen Anreicherung fiihrte,
welche auch bei der entsprechenden Dotierung mit C;/Cs-Zuckermischungen mit zunehmenden Cy-
Kohlenhydratanteil auftrat.

Modellgirungen unterschiedlicher Kohlenhydratquellen (C;, C; und CAM) und C;/C4-Zucker-

mischungen fiihrten bei der Bildung von 2-Methyl-1-propanol im Gegensatz zu 2-Phenylethanol zu

keiner deutlichen Verdnderung des SZHV_SMOW—Wertes, wenngleich eine Tendenz zur Anreicherung mit
steigendem C4-Kohlenhydratanteil durchaus erkennbar, jedoch nicht so stark wie bei 2-Phenylethanol
ausgepragt war. Fiir die verwendeten C;-Zucker resultierten hierbei §"Hy.smow-Werte von -296 bis
-281%o sowie 8"°Cy.ppg-Werte von -21,4 bis -21,7%o. Unterschiedliche C4-Zucker bedingten dem-
gegeniiber §"Hy.smow-Werte von -256 bis -268%o sowie 8 °Cy_ppg-Werte von -9,2 bis -12,1%o. Fir 2-
Methyl-1-propanol aus der verwendeten CAM-Kohlenhydratquelle sind §"Hy.smow-Werte von -260%o
sowie 8> Cy_ppp-Werte von -12,0 und -12,7%o ermittelt worden.

Traubensaftgdrungen mit C; und C,-Kohlenhydratdotierung zur Bildung von 2-Methyl-1-propanol

zeigten, dass beziiglich des 8*Hy.smow-Wertes der Beobachtung bei 2-Phenylethanol entsprechend der
Zusatz von C4- und C3/C4-Zuckermischungen zu keiner nennenswerten Verdanderung flihrte, wohin-
gegen die Dotierung mit C;-Riibenzucker ab einem Zusatz von 40% mit einer einhergehenden Ab-
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reicherung von 2-Methyl-1-propanol um einen 8°Hy.suyow-Wert von 20-25%o zunehmend erkennbar
wurde. Beziiglich der resultierenden §'°Cy._ppg-Werte von 2-Methyl-1-propanol fiihrte im Gegensatz zu
den Beobachtungen bei 2-Phenylethanol lediglich die Zugabe von Cs-Zuckern zu einer merklichen
Anreicherung, wohingegen dieser Effekt bei der entsprechenden Dotierung mit C;/C4-Zuckermi-

schungen mit zunehmenden C,-Kohlenhydratanteil nicht so deutlich erschien.

Die Auswertung der Ergebnisse von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol unter Anwendung

einer 2H/*H- und 2C/*2C-Multielementkorrelation erbrachte, dass sich die bestehende Datenlage fiir

eine Unterscheidung von natiirlichem und synthetischen 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

eignet.
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Summary

For the authenticity assessment of achiral flavor substances gas chromatography-isotope ratio mass
spectrometry (HRGC-IRMS) is an established method. Using authentic reference data, this technique
allows the differentiation between a “natural” or synthetic origin. The problem, however, to distin-
guish biotechnologically produced “natural” flavors from other “natural” ones, e.g. “ex plant” origin,
is still unsolved. A suitable approach would be to expand the already existing stable isotope databases
using authentic samples. However, this often fails due to the limited availability of authentic biotech-
nological references or restricted knowledge about the production processes for “natural” flavors. An
appropriate alternative is the controlled production of authentic reference flavors according to pub-
lished biotechnological processes on a laboratory scale. With this strategy additional information
about eventual isotopic fractionations can be obtained, which is not only useful for authenticity
assessment, but also to extend our basic knowledge about isotopic discriminations in biological sys-

tems.

The aim of the present study was therefore to elucidate this question regarding selected flavor substan-
ces from the groups of the C¢-aldehydes and -alcohols (“green notes”), as well as some fermentation
alcohols. For this purpose, the biogenetic production of Cg-aldehydes and -alcohols from the un-
saturated fatty acids linoleic and linolenic acid was realized, and, in parallel, educts, intermediates and
products were isolated and analysed as to their §"Hy-smow- and 8"°Cy.pps-values. In addition, the fer-
mentative production of 2-phenylethanol and 2-methyl-1-propanol was performed by using different
sources of carbohydrates. Regarding these fermentation alcohols, the resulting data should also be
tested, whether the correlation of the 8"Hy.smow- and 8”Cy.ppp-values enables the authenticity
assessment of the flavor substances towards their synthetic or “natural” origin. In summary, the

following results were acquired:

During lipoxygenase type-1 catalyzed biogenesis of 13-(S)-linoleic- and 13-(S)-linolenic acid hydro-
peroxide, starting from linoleic and linolenic acid respectively, an average deuterium enrichment of
8*Hy.smow= 20-30%0 was observed, which cannot be explained entirely by the proposed hydrogen

exchanges. In contrast, dioxygenation did not affect the *C/'*C isotope ratios.

Enzymatical and chemical cleavage of 13-(S)-linoleic acid hydroperoxide led to the formation of

hexanal, which was depleted towards the educt linoleic acid by §"Hy.smow= 42-66%o0 and therefore
conserved the non-statistical intramolecular deuterium distribution within fatty acids beyond the
hydroperoxide. As to the 5"°Cy.ppg-values, only a minimal depletion was observed. By comparison of
the resulting 8"Hy.smow- and 613CV_pDB-Values, it was not possible to distinguish between chemical and

enzymatic cleavage of the 13-(S)-linoleic acid hydroperoxide.
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Enzymatical cleavage of 13-(S)-linolenic acid hydroperoxide resulted into the formation of (Z)-3-

hexenal, which was depleted towards the educt linolenic acid by §"Hy.smow= 38%o and therefore also,
conserved the non-statistical intramolecular deuterium distribution within fatty acids. In principle, the

513Cv.ppe-value was not affected at all.

Chemical cleavage of 13-(S)-linolenic acid hydroperoxide led, depending on the used method, to

different amounts of (E)-2- and (Z)-3-hexenal, whereas the resulting (E)-2-hexenal was depleted in
deuterium by §*Hy.smow= 91-110%o towards the educt linolenic acid. (Z)-3-hexenal was only obtained
together with (E)-2-hexenal; an enrichment of the heavier *H- and "*C-isotopes towards the lighter (E)-
2-hexenal was observed.

Fermentative reduction of hexanal to 1-hexanol using S. cerevisiae led to an deuterium enrichment

within the §°Hy.smow-values by 16-48%o, with the degree of enrichment depending on the §*Hv_smow-
value of the starting hexanal. 53Cy.ppe-values showed no change after fermentative reduction. Gra-
phical evaluation made the formal 8*Hy.smow-value of the transfered hydrogen atoms accessible,
which was shown to be constant and, thus caused the different enrichments observed in dependance on

the 62HV_SM0W—Values of the educt hexanal. Additional fermentative reduction of hexanal to 1-hexanol

with S. cerevisiae in D,0 showed the influence of water on the observed deuterium enrichments.

Fermentative reduction of (E)-2-hexenal to 1-hexanol using S. cerevisiae led, depending on the SZHV_

smow-values of the educt (E)-2-hexenal, both to deuterium enrichment and depletion within the range
of 8°Hy.smow= -40 to +51%o. Here as well, no significant changes in the 53Cy.ppp-values were
observed. Graphical evaluation made again the formal 8*Hy smow-value of the transfered hydrogen
atoms accessible, which also was shown to be constant and therefore caused the different enrichments
observed in dependance on the 5*Hy.smow-values of the educt (E)-2-hexenal. Additional fermentative
reduction of (E)-2-hexenal to 1-hexanol with S. cerevisiae in D,O showed as well the influence of

water on observed deuterium enrichments.

Fermentative reduction of (Z)-3-hexenal to (Z)-3-hexenol using S. cerevisiae resulted - in dependance

of the 8°Hy._smow-value of the educt (Z)-3-hexenal - into a deuterium enrichment within the range of

§"Hy-smow= 6 to 51%o, whereas the 3> Cy_ppp-value was not affected.

Partial fermentative reduction of (E)-2-hexenal for the preparation of (E)-2-hexenol using S. cerevisiae

led to a deuterium enrichment within the range of 8"Hy.smow= 114-147%0 but also to a 12C—isotopic

discrimination, exhibiting an enrichment within the 8" Cy_ppp-value by 0,6-4,1%eo.

Model fermentations using different carbohydrate sources (C;, C; und CAM) and C;/Cy-sugar

mixtures led within the production of 2-phenylethanol to different 82HV_SM0W—and 813CV_pDB—VaIues.
For the used Cs-sugars, 8"Hy.smow-values of -204 to -210%o and 8" Cy_ppp-values of -28,0 to -28,5%o
were obtained; different C,-sugars resulted into 8"Hy.smow-values of -164 to -180%o and 8"°Cy.ppgs-
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values of -18,2 to -20,3%o, respectively. 2-Phenylethanol produced from a CAM-carbon source
showed 8°Hy.smow-values of -165 and -167%o, as well as §"*Cy.ppp-values of -21,4 and -21,7%o.

Regarding the §*Hy smow-values of 2-phenylethanol, the fermentation of grape juice with added Cs-

and C4-sugars showed that the §"Hy.smow-values varied only slightly after the addition of C,- and
C5/Cy-sugar mixtures, whereas the addition of C;-beet sugar to a concentration of 40% or more
deduced an depletion within the 8"Hy.smow-values by 20-25%o. In view of the 8"3Cy.ppp-values of 2-
phenylethanol it became obvious, that the addition of only 20% C,-sugar led to a significant
enrichment, which was also visible using Cs;/C4-sugar mixtures in relation to the increasing amount of

C,-carbon source.

Model fermentations with different carbohydrate sources (C;, C4, und CAM) and C;/C,-sugar mixtures

did not show within the fermentative production of 2-methyl-1-propanol - in contrast to the observa-

tions on 2-phenylethanol - distinct changes of the 82HV_SMOW-Values, although the tendency for an en-
richment with an increasing amount of C4-sugar was still visible. For the used C;-sugars, §"Hy.smow-
values of -296 to -281%o and &"°Cy_ppp-values of -21,4 to -21,7%0 were obtained, different C4-sugars
resulted into 8*Hy.syow-values of -256 to -268%o and §'>Cy_ppp-values of -9,2 to -12,1%o, respectively.
2-Methyl-1-propanol produced from a CAM-carbon source showed §*Hy.smow-values of -260%o, as
well as §"°Cy_ppp-values of -12,0 and -12,7%o.

The fermentations of grape juice with added C;- and C4-sugars showed in analogy to the observations

on 2-phenylethanol that the §°Hy.smow-values of 2-methyl-1-propanol changed only slightly after the
addition of C4- and C;/C4-sugar mixtures, whereas the addition of Cs-beet sugar at 40% content or
more deduced an depletion within the §"Hy.smow-values by 20-25%o. In view of the §"*Cy.ppp-values of
2-methyl-1-propanol and in contrast to the observations on 2-phenylethanol, only the addition of Cy-
sugars led to an significant enrichment. This was also visible, if only slightly, by the addition of C;/Cy4-

sugar mixtures in relation to the increasing amount of Cy-carbon source.

The evaluation of the results for 2-phenylethanol and 2-methyl-1-propanol by using a *H/H- and

BC/A2C-multielement correlation made sure that the obtained databasis is suitable for the authenticity

assessment of natural and synthetic 2-phenylethanol and 2-methyl-1-propanol.
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1 Einleitung

Zu den zahlreichen qualitdtsrelevanten Parametern von Lebensmitteln, deren Mindestmal3 der Gesetz-
geber in einer Vielzahl von Gesetzen und Verordnungen geregelt hat, zéhlen auch solche, die sich mit
Herkunft und Authentizitit sowie weiteren Aussagen diesbeziiglicher Art befassen. Es sind bekannt-
lich vornehmlich die Herkunft sowie die verwendeten Rohstoffqualititen, welche den Preis, aber auch
den Marktwert eines Lebensmittels bestimmen. Sowohl das zunehmende Erndhrungs- und Gesund-
heitsbewusstsein, als auch der seit Jahren stetig an Bedeutung gewinnende 6kologisch sensibilisierte
Zeitgeist tragen dazu bei, dass der Konsument von Lebensmitteln zunehmend nach mehr ,,natiirlichen
Produkten als solches, oder aber zumindest nach mehr natiirlichen Inhaltsstoffen verlangt. Aussagen
der Hersteller beziiglich solcher Qualitdtskriterien beeinflussen daher auch das Kaufverhalten des Ver-
brauchers. Da dieser in diesem Zusammenhang auch dazu bereit ist, mehr fiir das Produkt zu bezahlen,
besteht die Gefahr von unzuldssigen und falschen Aussagen beziiglich qualitétsrelevanter Merkmale

eines Lebensmittels, vor denen der Verbraucher geschiitzt werden muss.

Dies gilt insbesondere fiir die Aromatisierung von Lebensmitteln mit Aromastoffen und Aroma-
zubereitungen, wobei die Erfahrungen der vergangenen Jahre gezeigt haben, dass der Verbraucher
Produkte mit ,,natiirlicher Aromatisierung solchen mit ,,naturidentischer” Aromatisierung den Vorzug
gibt. Dieses Kaufverhalten hat nicht nur die Industrie stimuliert, Verfahren zur Produktion von
natiirlichen Aromastoffen auszuweiten bzw. neu zu entwickeln, sondern auch den ,,schwarzen
Schafen® in der Branche Moglichkeiten er6ffnet, sich mit falscher Deklaration beziiglich der verwen-
deten Aromastoffe einen Wettbewerbsvorteil zu verschaffen, da oftmals Preisspannen bis in den
hoheren dreistelligen Prozentbereich zwischen ,naturidentischen” und ,,natiirlichen” Aromen vor-
liegen. Der Gesetzgeber hat dieses Problem erkannt und daher sowohl den Wettbewerb als auch den
Schutz des Verbrauchers legislativ geregelt. Demnach diirfen Aromen nur dann als ,,natiirlich* dekla-
riert werden, wenn sie durch physikalische Verfahren aus natiirlichen Quellen (z. B. ,,ex plant™)
erhalten oder mit Hilfe von Enzymen und/oder Mikroorganismen aus natiirlichen Vorstufen (bio-

technologisch) hergestellt wurden.

Es ist daher notwendig, die von den Herstellern gemachten Angaben beziiglich der in einem Lebens-
mittel verwendeten Aromen auf chemisch-analytischen Wege zu kontrollieren, um diesbeziiglichen
Verfdlschungen auf die Spur zu kommen. Da jedoch ,naturidentische* Aromen den ,,natiirlichen*
chemisch gleich sind, gelingt dies nicht mehr auf klassisch chemisch-analytischem Weg, sondern
meist nur noch mittels Techniken der Stabilisotopenanalytik. Diese machen es sich zunutze, dass die
Isotopenzusammensetzungen von Aromastoffen je nach Herkunft aus synthetischer oder natiirlicher
Quelle unterschiedlich geartet sind, so dass durch umfangreiche Datenaquisition und Erstellung
aromarelevanter Datenbanken, gegebenenfalls auch gepaart mit statistischen Methoden, gesicherte

Aussagen beziiglich der Authentizitit eines Aromastoffs gemacht werden konnen.



2 Einleitung

Beziiglich der Authentizititsbewertung von achiralen Aromastoffen ist die Untersuchung derartiger
Verbindungen mit Stabilisotopen-analytischen Methoden mittlerweile ein etabliertes Verfahren.
Allerdings stellt sich hierbei auch unweigerlich die Frage, ob sich biotechnologisch produzierte
Aromastoffe ebenfalls von denjenigen natiirlicher (,,ex plant) Herkunft unterscheiden lassen. Die
Ausweitung diesbeziiglicher Datenbanken wird durch die limitierte Verfligbarkeit authentischer
biotechnologischer Referenzproben oftmals erschwert, weshalb als Alternative bzw. Ergdnzung hier
sicherlich die unter kontrollierten Bedingungen im Labormafstab durchgefiihrte biotechnologische

Produktion von Aromastoffen in Frage kommt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Datenlage beziiglich ausgewéhlter und biotechnolo-
gisch im LabormaBstab erzeugter Aromastoffe zu erweitern. Zu diesem Zweck sollte in Modellstudien
sowohl die biotechnologische Produktion ausgewédhlter aromaaktiver C¢-Aldehyde und -Alkohole
(,,Grlinnoten®) in Anlehnung an publizierte Verfahren erfolgen, als auch die fermentative Darstellung
der Géarungsalkohole 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol durchgefiihrt werden. In Bezug auf
die ,,Griinnoten* sollten die dabei erhaltenen Daten dahingehend gepriift werden, inwieweit sie in Ver-
bindung mit der bereits vorhandenen Datenlage eine detailliertere Aussage zur Authentizititsbewer-
tung zulassen. Demgegeniiber galt es bei der fermentativen Produktion der beiden Gérungsalkohole
zunichst eine solide Datengrundlage fiir die Authentizititsbewertung zu erstellen, da in diesem

Bereich bisher nur vereinzelt Stabilisotopendaten zur Verfligung standen.
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2 Kenntnisstand

2.1 Vorkommen, Verteilung, und Fraktionierung von Isotopen

Im Allgemeinen treten Atome einzelner chemischer Elemente in der Natur nicht homogen auf, son-
dern stets in Form einer Ansammlung unterschiedlicher Nuklide mit gleicher Ordnungszahl (= Proto-
nenzahl), jedoch unterschiedlicher Massenzahl (= Protonenzahl + Neutronenzahl). Fiir diese Elemente
prigte 1913 der Rutherford-Schiiler und spitere Nobelpreistriager Frederick Soddy den Begrift Isotop,
nachdem er bei Arbeiten mit radioaktiven Elementen zeigen konnte, dass Atome radioaktiver Elemen-
te zwar unterschiedliche Massen, jedoch gleiche chemische Eigenschaften besitzen. Isotope (griech.:
gleicher Ort) sind demnach alle Atome eines Elements, die sich lediglich in der Anzahl von Neutronen
im Kern unterscheiden. Dabei differenziert man zusitzlich zwischen den stabilen und radioaktiven
Isotopen, d.h. denjenigen, die entsprechend ihrer Halbwertszeit radioaktivem Zerfall und somit Kern-
umwandlungsprozessen unterliegen. In der Regel besitzt jedes natiirlich vorkommende Element ein
oder wenige stabile Isotope, wihrend die anderen Isotope instabil sind und friither oder spéter zerfallen.
Als relative Haufigkeit bezeichnet man den prozentualen Anteil eines Isotops an dessen jeweiligem
Element. Diese wird in Atom-% angegeben. Multipliziert man bei Elementen die Massen der Nuklide
jedes stabilen Isotops, welche als relative GroBen in Bezug zum Kohlenstoffisotop '*C angegeben
werden, mit der jeweiligen relativen Haufigkeit und addiert diese, so erhilt man das Atomgewicht bzw.
die mittlere Atommasse in Dalton, wie sie dann auch z. B. im Periodensystem angegeben wird. Von
den Elementen sind neben den 267 stabilen Nukliden ca. 1600 instabile Nuklide bekannt, einige
Elemente wie Fluor, Natrium, Phosphor oder lod werden Reinelemente oder anisotop bezeichnet, da
von ihnen jeweils nur ein stabiles Isotop existiert (Lieser, 1991). In der vorliegenden Arbeit wird
themenbezogen lediglich auf einige der aus lebensmittelanalytischer Sicht interessanten Isotope, d. h.
der sog. ,,Bioelemente” (C, H, O, N, S) eingegangen, insbesondere auf die stabilen Isotope von
Wasserstoff und Kohlenstoff. Tabelle 1 gibt diesbeziiglich einen kleinen Uberblick.

Gingigstes Verfahren zur analytischen Bestimmung von Isotopenzusammensetzungen stellt die Iso-
topenverhéltnis-Massenspektrometrie (IRMS) dar, bei der das zu bestimmende Material bzw. einzelne
Molekiile in einfache Messgase iiberfiihrt und die relative Abweichung des Isotopenverhiltnisses ge-
geniiber einem geeigneten Standard angegeben wird. Hierzu gibt Tabelle 2 einen Einblick. Diese
Standardisierung ist zwingend erforderlich, da sich die analytisch bestimmten und unterschiedlichen
Isotopenzusammensetzungen lediglich im Bereich von wenigen Atom-% bewegen. International
giiltige Einheit fiir die Isotopenverhiltnis-Messung ist der in [%o0] angegebene 5-Wert (Gleichung 1)
(McKinney et al., 1950).
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Dieser ist definiert als

R -R
(1) s [%0] _ (Probe) (Standard) x 1000
R(Standard)

wobel

¢ schweresIsotop

R = Isotopenverhéltnis

c leichtesIsotop

Der 8-Wert ist demnach um so niedriger, je stirker die zu analysierende Probe an schwerem Isotop
abgereichert ist. In Kapitel 2.4.1 wird die Thematik der Standardisierung sowie der zugrundeliegen-

den instrumentell-analytischen Technik genauer betrachtet.

Tab. 1:  Uberblick iiber das Vorkommen stabiler Isotope einiger Bioelemente sowie deren Eigen-
schaften (nach Schmidt et al., 2007)

Element Isotop Relative Haufigkeit Kernmasse Isotopenverhiltnis R
[Atom-%] [Dalton]
Wasserstoff 'H 99,9855 1,00782522
’H 0,0145 2,01410220 0,000145
Kohlenstoff 2c 98,8920 12,00000000
e 1,1080 13,00335430 0,0112041
Sauerstoff 0 99,7587 15,99491490
0 0,0374 16,99913340 0,0003749
0 0,2039 17,99915980 0,0020439
* siche Gleichung (1)

Zwar verfiigen Isotope bei gleicher Protonenanzahl im Kern auch iiber eine identische Elektronen-
anzahl in der Hiille, jedoch verhalten sie sich chemisch nicht absolut gleich, sondern lediglich gleich-
artig. Die unterschiedliche Neutronenzahl bedingt je nach Element eine mehr oder weniger stark
abweichende Masse, was letztlich zu den charakteristischen Isotopie-Effekten fiihrt. Diese manifestie-
ren sich aufgrund unterschiedlicher Nullpunktsenergien von chemischen Bindungen, sofern an diesen
unterschiedliche Isotope beteiligt sind (Willi, 1983). So verlaufen chemische Reaktionen an diesen
Bindungen in der Regel schneller bei den leichteren Isotopen. Dies kann besonders gut bei markierten
Verbindungen beobachtet werden. Diese kinetischen Isotopeneffekte sind umso stirker, je groBer die
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relativen Massendifferenzen der Isotope sind. Besonders deutlich in Erscheinung treten diese daher bei
den Wasserstoffisotopen Protium (‘H), Deuterium (*H) und Tritium ("H), da hier die Relativen Mas-
senverhéltnisse mit 1, 2 und 3 am grofBten sind. Auch treten solche kinetische Isotopeneffekte bei
enzymkatalysierten Reaktionen in Erscheinung, einige davon werden in den Kapiteln 2.2.2 und 2.3.2
ndher betrachtet. Doch nicht allein in Bindungsenergien dullern sich diese Isotopeneffekte, sondern
auch in den physikalisch-chemischen Eigenschaften von Verbindungen, in denen unterschiedliche Iso-
tope vorhanden sind. So beeinflussen diese Effekte u. a. auch Molvolumen, Dichte, Schmelz- und
Siedepunkte, Dampfdriicke, chromatographisches Verhalten sowie die spinabhidngigen Spektroskopie-
Verfahren. Man spricht in diesem Fall von den sog. thermodynamischen Isotopeneffekten, diese dienen
auch zur Etablierung von Verfahren zur Isotopentrennung. Des weiteren konnen Isotopenzusammen-
setzungen durch sog. Austauschreaktionen verdndert werden, d.h. Reaktionen, bei denen innerhalb
eines Molekiils einzelne Atome oder ganze funktionelle Gruppen ersetzt werden. Als Beispiel sei hier
auf die Protonentransfers bei enolisierenden Verbindungen hingewiesen. Speziell im analytischen Be-
reich miissen thermodynamische Isotopeneffekte sowie Austauschreaktionen im Rahmen der Proben-
vorbereitung erfasst und beriicksichtigt werden, um gegebenenfalls dadurch bedingte Isotopenfraktio-

nierungen auszuschliefen.

Tab.2: Einige international gebriuchliche Isotopenstandards, deren Isotopenverhiltnis R” sowie
Messgase fiir die Stabilisotopenanalytik (nach Schmidt et al., 2007)

Isotopenverhiltnis  Internationaler Standard®  R-Wert des Standards  Gas fiir IRMS-Analyse

‘H/'H (V-)SMOW 0,00015576 H,
SLAP 0,00008902
GISP 0,00012618

Be/c (V-)PDB 0,0112372 CO,

0/'°0 (V-)SMOW 0,0020052 C0,CO,
SLAP 0,00189391
GISP 0,00195563

* siehe Gleichung (1)

> Abkiirzungen der gelisteten Standards: V-SMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water), SLAP
(Standard Light Antarctic Precipitation), GISP (Greenland Ice Sheet Precipitation), V-PDB (Vienna

PeeDee Belemnite Carbonat)

Die aufgezeigten [sotopeneffekte fithren nun auch in der Biosphére zu schwachen, aber signifikanten

Abweichungen von den relativen Héufigkeiten einzelner Isotope (Isotopenfraktionierung). Dies kon-
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nen z.B. klimatische Faktoren wie Wettergeschehen oder geographische Lage sein, weitere thermo-
dynamische Effekte im Rahmen der Stoffassimilation und -transpiration bei Pflanzen, metabolischen
Produktfliissen sowie nicht zuletzt kinetischen Isotopeneffekten bei (bio-) chemischen Stoffwechsel-
prozessen. In den folgenden Kapiteln werden einige und fiir die vorliegende Arbeit relevante thermo-

dynamische und kinetische Isotopeneffekte nidher behandelt.

2.2 Isotopenfraktionierungen von Wasserstoff

2.2.1 Thermodynamische Isotopenfraktionierungen

Mit seinem Vorkommen von geschitzten 0,74 Gew.-% in der Summe von Lithosphére, Hydrosphére
und Atmosphére ist Wasserstoff das 9. haufigste Element auf Erden. Dabei tritt es iiberwiegend gebun-
den auf, in freier Form findet sich elementarer Wasserstoff lediglich in einigen vulkanischen Gasen
sowie gelegentlich in Spuren eingeschlossen in Mineralien und Gesteinen (Rémpp, 2006). Mengen-
méfBig am hiufigsten liegt Wasserstoff gebunden an Sauerstoff in Form von Wasser vor, sowie ge-

bunden an Kohlenstoff in fast allen organischen Verbindungen.

Wihrend das Wasser der Ozeane iiber eine recht konstante Isotopenzusammensetzung hinsichtlich *H
und "*O verfiigt, unterliegt das daraus resultierende und dem Wasserkreislauf beitretende meteoro-
logische Wasser signifikanten Isotopenfraktionierungen, welche iiberwiegend durch die thermodyna-
mischen Isotopeneffekte bei Verdunstung, Kondensation und Niederschlag bedingt sind. Somit ist der
Kreislauf des Wassers auf der Erde maligebend verantwortlich fiir die globalen thermodynamischen
Isotopenfraktionierungen von Wasserstoff, wobei die Fraktionierung der Wasserstoffisotope stets mit
denen des Sauerstoffs korreliert (Friedmann, 1953) und sich dieser lineare Zusammenhang der meteo-
rologischen Wasserlinie in der Gleichung 8°H = 8 « §'°0 + 10 wiederspiegelt (Craig, 1961). Die auf-
tretenden Isotopensignaturen des meteorologischen Wassers sind abhéngig von den gegebenen geo-
graphischen und klimatischen Faktoren an dem jeweiligen Ort und reflektieren das Produkt aus der
geographischen Lage (geographische Linge und Breite, Hohe iiber dem Meeresspiegel), der Tempera-
tur, Niederschlagsmenge als auch der Luftfeuchtigkeit (Epstein und Mayeda, 1953; Martin und
Martin, 2003).

So erfolgt bei der Wolkenbildung iiber den Ozeanen vorzugsweise eine Verdunstung der leichteren
und somit an “H und "*O abgereicherten isotopomeren Wassermolekiile, da diese den hoheren Dampf-
druck aufweisen und durch die Sonneneinstrahlung leichter in die Gasphase iibergehen (Hoefs, 1973).
Der GroBteil der Wolkenbildung erfolgt dabei in den dquatorialen Gegenden des Globus, durch die
stetige Erdrotation findet eine weitere Isotopenfraktionierung statt und fithrt mit zunehmender geogra-

phischer Breite zu deuteriumirmeren Niederschldgen. Wéhrend der Wolkenpassage iiber die Konti-
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nente werden in Kiistenndhe ebenfalls zunéchst die darin enthaltenen schweren isotopomeren Wasser-
molekiile abgeregnet, bis schlieBlich in den héher gelegenen Gebieten das an *H und 'O abgerei-
cherte Wasser kondensiert. Einen weiteren Einfluss auf die Isotopenfraktionierung von Wasserstoff
iibt die im Landesinneren vorliegende Luftfeuchtigkeit aus; dies fiihrt zu abgereicherten Niederschla-
gen in regenreichen Monaten bzw. zu angereicherten in niederschlagsarmen Jahreszeiten (Dansgaard,
1964). Die geographischen und klimatischen Gegebenheiten an den jeweiligen Standorten {iben somit
definierte Einfliisse auf die Isotopenzusammensetzung des meteorologischen Wassers aus. In der Sum-
me der genannten Faktoren entsteht so eine Isotopensignatur, die fiir den jeweiligen Standort charakte-
ristisch sein kann. Untersuchungen von Kluge et al. (1995) an madagassischen Orchideen und Sukku-
lenten unterschiedlicher Habitate (Wald- und Wiistengebiete) deuten jedoch darauf hin, das fiir die
globalen §"Hy.smow-Werte pflanzlicher Biomasse die Deuteriumkonzentration des meteorologischen
Wassers weniger entscheidend ist als ,,andere Faktoren®.

Im pflanzlichen Xylem angekommen, wird das von den Wurzeln aufgenommene meteorologische
Wasser zu den Bléttern transportiert, wo durch Transpirationsprozesse weitere Isotopenfraktionierung-
en auftreten. So ist das Blattwasser von Pflanzen deutlich gegeniiber dem aufgenommenen Wasser an
den schweren Isotopen “H und '®O angereichert (Bricout, 1978), was ebenfalls den unterschiedlichen
Dampfdriicken isotopomerer Wassermolekiile zuzuschreiben ist. Die durchschnittliche Anreicherung
von “H im Blattwasser betrigt ~ +30%o0 gegeniiber dem meteorologischen Wasser (Schmidt et al.,
2003a). Fruchtwasser ist ebenfalls, wenn auch nicht ganz so stark wie das Blattwasser, angereichert
(Lesaint et al., 1974). Weitere bedeutende Fraktionierungen finden in Pflanzen durch metabolische
und kinetische Prozesse wihrend biochemischer Stoffwechselvorginge statt. Abb. 1 (Kap. 2.2.2) gibt
eine Zusammenfassung von §*Hspow-Werten der in der Natur iiblicherweise zu erwartenden natiirli-

chen Schwankungsbreiten von anorganischen und organischen Wasserstoffverbindungen.

2.2.2 Isotopenfraktionierungen in Pflanzen

Fiir Pflanzen stellt das am Standort zur Verfiigung stehende Wasser die einzige und primire Wasser-
stoffquelle dar. Der §*Hy.smow-Wert des Wassers im Boden ist zundchst abhingig von dem des Nie-
derschlagswassers (Gat, 1971), welches - wie bereits erwéhnt - durch geographische und klimatische
Faktoren determiniert wird (siche Kapitel 2.2.1). Nach dessen Transport in die photosynthetisch ak-
tiven Blatter erfolgt dort durch den Gasaustausch an den Stomata eine deutliche Anreicherung der
schwereren isotopomeren Wassermolekiile (Bricout, 1978). Obwohl diese Anreicherung unabhéngig
vom Photosynthesetyp der Pflanze ist (Flanagan et al., 1991), zeigen CAM-Pflanzen in der freien
Natur iiblicherweise hohere Deuterium-Anreicherungen als C;- und Cy-Pflanzen. Da CAM-Pflanzen
nur unter Wasserstress Deuterium anreichern, ist diese Tatsache nicht allein den unterschiedlichen

Transpirationsmustern der Pflanzen zuzuschreiben (CAM-Pflanzen transpirieren nur Nachts), sondern



8 2 Kenntnisstand

auch den hoheren Deuterium-Gehalten des Grundwassers an den liblicherweise trockenen Standorten
der CAM-Pflanzen (Ziegler et al., 1976; Sternberg et al. 1986).

Ozeanwasser

meteorologisches Wasser

SLAP (- 428%) GISP (-188,7 %) V-SMOW
- -

Gesteine, Mineralien

Erdgas

Erdol

Fruchtsaftwasser
Blattwasser
Proteine
Aromaten, Phenylpropane

Lipide

Isoprenoide

Cs-Pflanzen

C,-Pflanzen

CAM-Pflanzen

C;3-Kohlenhydrate

C4-Kohlenhydrate

CAM-Kohlenhydrate

-500 -400 -300 -200 -100 0 100
8 Hy.snmow [%o]

Abb. 1:  Ubersicht iiber die iiblicherweise zu erwartenden natiirlichen Schwankungsbreiten von
&’Hy_smow-Werten einiger anorganischer und organischer Verbindungen (Winkler, 1984; Schmidt et
al., 2007; Schmidt et al., 2003a; Naraoka et al., 2001; Sternberg et al., 1984a).

Im Rahmen der Photosynthese werden anschlieBend die Wasserstoffatome des Wassers photoche-
misch in NAD(P)H iiberfiihrt, was nun iiber die reduktive Biosynthese deren Einbau in organisches
Material ermdglicht. Fiir dieses primédre Reduktionsdquivalent konnte bisher lediglich durch das von
Cyanobakterien produzierte Wasserstoffgas eine Deuteriumabreicherung von ~ -600%o gegeniiber dem

Wasser bestimmt werden (Luo et al., 1991). Weitere Untersuchungen an photosynthetisch produzierter
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Zellulose, welche eine Deuteriumabreicherung von -171%o gegeniiber Wasser aufwies und je nach
Wachstumsbedingung der Pflanze 40-100% der im Primérassimilat fixierten Wasserstoffatome mit
Wasser austauschten, legen die Vermutung nahe, dass auch bei Pflanzen das primire Reduktions-
dquivalent aus der Photosynthese stark abgereichert sein muss (Yakir und DeNiro, 1990; Hayes,
2001). Im Verlauf der anabolen und katabolen Stoffwechselprozesse kommt es dann durch den Iso-
topenaustausch mit Wasser zu einer Anreicherung in den 8*Hy . smow-Werten. Fiir organisches Cs-
Pflanzenmaterial ldsst sich anhand der beobachteten Durchschnittswerte ein Schema erstellen, in
welcher Reihenfolge die Abreicherung der §*Hy.smow-Werte gegeniiber dem Blattwasser (hier 0%o)
starker in Erscheinung tritt (Schmidt et al., 2003a):

Blattwasser (0%o) > Aminosduren und organische Sduren (-50%o0) > Phenylpropanoide (-90%o.) >
Kohlenhydrate (-110%o0) > homogenisiertes Pflanzenmaterial (-120%0) > Proteine (-130%o0) >
Kohlenwasserstoffe (-140%o) > Lipide (-180%o) > Sterine (-250%o) > Phytol, Sesquiterpene (-330%o)

Nach dem Model von Schmidt et al. (2003b) spiegeln die beobachteten Werte die Entfernung im
Stoffwechsel des jeweiligen sekundiren Pflanzeninhaltsstoffes zu dem Primérassimilat der Photosyn-
these sowie den damit verbundenen Deuteriumabreicherungen aufgrund der zur Verfiigung stehenden
Reduktionsdquivalente, metabolischer Produktfliisse und nicht zuletzt den kinetischen Isotopen-
effekten der beteiligten Enzyme. Letztgenannte treten dabei jedoch nur in Erscheinung, wenn es im
Rahmen eines biochemischen Stoffumsatzes zu einer Abzweigung im Produktfluss kommt. Ein dhn-
liches Model ermdglicht auch die Erklarung der beobachteten Unterschiede in den Deuteriumgehalten
von C;- und C4-Pflanzen (Fogel und Cifuentes, 1993): Bei Cs-Pflanzen finden sich in den Blattern
zwei verschiedene Typen photosynthetisch aktiver Zellen, die um die Blattleitbiindel geschichtet sind.
Das in den Mesophyllzellen primér als Oxalacetat fixierte CO, wird zusammen mit NADPH-Reduk-
tionsdquivalenten in die Kranzzellen transportiert, wo CO, wieder freigesetzt und iiber den Calvin-
Cyclus assimiliert wird. Folglich ist der bei C4-Pflanzen in den Kranzzellen zur Verfiigung stehende
Pool an Reduktionsdquivalenten ein anderer als in Cs;-Pflanzen. Diese verhdltnisméBig hohere Deu-
teriumkonzentration gegeniiber C;-Pflanzen scheint also allgemein mit der unterschiedlichen und

effektiveren CO,-Fixierung in Verbindung zu stehen (Smith und Ziegler, 1990).

Uber eine bemerkenswerte Besonderheit bei CAM-Pflanzen in Form des ungewdhnlich stark ange-
reicherten Deuteriums in Cellulosenitrat berichteten erstmals Sternberg und DeNiro (1983). Im folgen-
den konnte gezeigt werden, dass diese Anreicherung unabhingig gegeniiber den *H/'H-Verhiltnissen
in Lipiden (Sternberg et al., 1984a) sowie den '*0/'°O-Verhiltnissen in Cellulose stattfindet (Sternberg
et al., 1984b), weshalb die Autoren eine transpirationsbedingte Ursache ablehnten und die unterschied-
liche biochemische Kompartimentierung sowie eine Anreicherung wihrend der Gluconeogenese bzw.
des Kohlenhydratmetabolismus im Cytoplasma als Ursache postulierten (Sternberg et al., 1984a).
Dieses Model erhirteten Luo und Sternberg (1991), indem sie die Unterschiede in den Deuterium-
gehalten von Stérke- und Cellulosenitrat in C;- und CAM-Pflanzen analysierten. Dabei stellten sie
fest, das Cellulose unabhédngig vom Photosynthesetyp grundsitzlich gegeniiber der Stirke in Deu-
terium angereichert ist. Je niedriger dabei der Deuteriumgehalt der Stirke, desto grofer waren die Un-
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terschiede gegeniiber Cellulose, wobei CAM-Pflanzen die hochsten Deuteriumgehalte in der Stirke

aufwiesen.

2.3 Isotopenfraktionierungen von Kohlenstoff

2.3.1 Thermodynamische Isotopenfraktionierungen

Fiir biologisches Material stellen das atmosphérische CO, sowie das hydrosphérische HCO; die
primédren Kohlenstoffquellen dar. Gasformiges CO, weist mit einem globalen Durchschnittswert von
8" Cy.pps= ~ -7 bis -10%o aufgrund von Aquilibrierungsprozessen ein recht homogenes *C/"*C Iso-
topenverhéltnis auf (Hoefs, 1973), kann jedoch durch den Grad der lokal vorliegenden natiirlichen
(Freyer, H. D., 1979; Martin, B. und Sutherland, E. K., 1990) und anthropogenen (Keeling et al., 1979;
Penuelas, J. und Azcon-Bieto, J., 1992) Emissionen nachhaltlich beeinflusst werden. Im Wasser
gelostes HCO;™ weist einen 53 Cy.ppp-Wert von ~ £0%o auf, der beobachtete Unterschied kann durch

die Isotopenfraktionierung wéhrend der Gleichgewichtsreaktionen

2) CO; (gast.) <> CO;, (gelost)
3) CO, +H,0 <> HCO;+H"  und
4) BCOo, + H*COy « 2CO, + H*COy

erklart werden (Deuser und Degens, 1967; Mook et al., 1974; Marlier und O'Leary 1984), was zu
einer *C-Anreicherung (~ +8%o) auf der Seite des Hydrogencarbonats wihrend des globalen atmos-
phérischen Gasaustausch mit der Hydrosphire fiihrt. Landpflanzen, welche atmosphérisches CO, assi-
milieren, sind demnach prinzipiell gegeniiber aquatischen Pflanzen und Organismen in C abge-
reichert (Schmidt et al., 2007). Des weiteren iiben Faktoren wie Lichteinstrahlung (Ehleringer et al.,
1986; Evans et al., 1986), Transpirationsrate (Farquhar et al., 1982) und Salzgehalt (Downton et al.,
1985) einen mitunter groBen Einfluss auf die 513Cy.ppp-Werte von Pflanzenmaterial aus. Abb. 2 (Kap.
2.3.2) gibt eine Zusammenfassung von 53 Cv.pps-Werten der in der Natur iiblicherweise zu erwar-
tenden natiirlichen Schwankungsbreiten von anorganischen und organischen Kohlenstoffstoffver-

bindungen.
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2.3.2 Isotopenfraktionierungen in Pflanzen

Im Gegensatz zur Isotopenfraktionierung von Wasserstoff in Pflanzen ist diejenige von Kohlenstoff
mittlerweile weitaus besser verstanden. Abhédngig vom Photosynthesetyp ergeben sich gleich zu
Beginn, der Assimilation von atmosphérischem CO, in Form von niedermolekularen Verbindungen,
signifikante Voraussetzungen fiir die weitere Genese von unterschiedlichen *C/">C-Isotopenverhilt-

nissen sowohl von pflanzlicher Biomasse, als auch deren individueller Substanzgruppen.

marines HCO;

Carbonate

marine Organismen

Erdgas

Kohle, Erdol

atmosphérisches CO,
Cs-Pflanzen
C,-Pflanzen

CAM-Pflanzen

Landlebewesen

C;-Kohlenhydrate
C4-Kohlenhydrate

CAM-Kohlenhydrate

C; Aminoséduren, Proteine

C, Aminosduren, Proteine
C;-Aromaten, Phenylpropane
C4-Aromaten, Phenylpropane
C;-Lipide

C4-Lipide

CAM-Lipide

-50,0 -40,0 -30,0 20,0 -10,0 0,0
13
8" Cy.ppp [%0]

Abb. 2: Ubersicht iiber die iiblicherweise zu erwartenden natiirlichen Schwankungsbreiten von
8"Cy._ppp-Werten einiger anorganischer und organischer Verbindungen (Winkler, 1984; Hoefs, 1973;
Schmidt et al., 2007; Naraoka et al., 2001; Sternberg et al., 1984a-c).
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Bei C;-Pflanzen erfolgt der Einbau von CO, iiber den Calvin-Zyklus im Stroma der Chloroplasten.
Dabei wird das atmosphérische CO, durch das Enzym Ribulosebisphosphat-Carboxylase mit D-
Ribulose-1,5-bisphosphat verkniipft, und es werden zwei Molekiile der C;-Verbindung 3-Phospho-D-
glycerat als erstes greifbares Photosyntheseprodukt gebildet. Diese enzymatische Reaktion der CO,-
Fixierung ist mit einem grofen kinetischen Isotopeneffekt behaftet (Park und Epstein, 1960; Christel-
ler et al., 1976), der dazu fiihrt, dass bevorzugt das leichtere '*CO, umgesetzt wird. Die exakte Grofe
der dadurch bedingten Abreicherung gegeniiber CO, kann nur mit Vorsicht angegeben werden, da die
experimentell ermittelten Werte in der Literatur je nach Herkunft des Enzyms und Aufbau des Experi-
ments sehr stark schwanken (O'Leary, 1981; Winkler et al., 1982). Die in vitro ermittelten Isotopen-
fraktionierungen erscheinen gegeniiber den in vivo sichtbaren Effekten jedoch generell viel grofer
(O’Leary, 1981; Ivlev, 2001). Die von Schmidt et al. (1978) ermittelten Werte von ~ -18%o fiir die
Enzyme aus Spinat und Mais stellen eine Art Minimum dar, allerdings wurden auch bereits Ab-
reicherungen von bis zu -30%o0 und mehr gemessen (Estep et al., 1978). O'Leary (1981) gibt daher als
Durchschnitt fiir die 13C-Abreicherung einen Wert von 8" Cy.ppg = ~ -30 = 10%o an, welcher sich bis in
die jiingste Zeit (~ -29%o, Hobbie und Werner, 2004) gehalten hat.

In C4-Pflanzen wird CO; iiber den sogenannten Hatch-Slack-Zyklus in organisches Material integriert.
Dabei wird zunédchst das in den Mesophyllzellen aufgenommene CO, gelost und in HCOj5™ iiberfiihrt,
welches das Substrat fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase darstellt (Cooper et al., 1971). Diese
bildet aus HCO;5™ und Phosphoenolpyruvat die C4-Verbindung Oxalacetat, welche u. a. zu Malat umge-
setzt und anschliefend in die Kranzzellen zur darauffolgenden CO,-Fixierung transportiert wird. Diese
erfolgt wie auch bei den Cs-Pflanzen {iber den Calvin-Zyklus, nachdem das in Form der Cs-Verbin-
dung vorfixierte und interzelluldr transportierte CO, wieder freigesetzt und mittels Ribulosebisphos-
phat-Carboxylase umgesetzt wird. Im Unterschied zu den C;-Pflanzen entstammt das CO; bei den Cs-
Pflanzen jedoch einem primir an "C angereicherten Substratpool, und zwar in Form des HCO;,
welches gemilB Gleichung (2) und (3) (siche Kap. 2.3.1) gegeniiber dem leichteren Isotop diskrimi-
niert. Die bei C,-Biomasse beobachtbaren §"*Cy_ppp-Werte (Whelan et al., 1970) von ~ -10 bis -16%o
werden des weiteren dadurch bedingt, dass bei der Vorfixierung die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
mit einer kinetisch bedingten Abreicherung von -2 bis -2,5%o0 nur schwach gegeniiber *CO, diskri-
miniert (Whelan et al., 1973; Reibach und Benedict, 1977; Schmidt et al., 1978), und praktisch das
gesamte transportierte CO, in den Kranzzellen umgesetzt wird. Die Unterschiede in den 8"Cy._ppgs-
Werten von Cs- und C4-Pflanzen spiegeln somit auch die Effektivitidt der CO,-Assimilation (O Leary,
1981).

Beim Photosyntheseweg der CAM-Pflanzen (Crassulacean Acid Metabolism) findet ebenfalls eine
Vorfixierung des CO; in Form von C4-K&rpern statt, im Unterschied zu den Cy-Pflanzen ist dieser aber
nicht rdumlich, sondern zeitlich von der CO,-Assimilation im Calvin-Zyklus getrennt. CAM-Pflanzen
zeigen einen diurnalen Sdurerhythmus, gekennzeichnet durch eine im Tag-Nacht-Wechsel auftretende
Anderung des pH-Wertes des Zellsaftes. Die CO,-Aufnahme erfolgt nachts, wobei das CO, zunéchst

durch die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase in Form von Malat (C,-Stoffwechselweg) vorfixiert und
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in der Zellvakuole gespeichert wird. Tagsiiber werden bei geschlossenen Spaltdffnungen die akkumu-
lierten Sauren u.a. zu den Chloroplasten transportiert und enzymatisch decarboxyliert. Somit wird das
CO; tiber die Ribulosebisphosphat-Carboxylase in den Calvin-Zyklus eingebracht. Diese Anpassung,
vor allem an trockene Standorte, ermoglicht es den CAM-Pflanzen, tagsiiber bei geschlossenen
Stomata Photosynthese zu betreiben sowie nachts unter geringen Wasserverlusten CO, aufzunehmen
(Sayed, 2001). Da viele CAM-Pflanzen allerdings nicht strikt CAM-Photosynthese betreiben, sondern
auch tagsiiber CO, aufnehmen und dieses direkt {iber Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Cs-
Stoffwechselweg) in den Calvin-Zyklus einbringen, ergeben sich fiir die beobachtbaren §"Cy._ppp-
Werte von CAM-Biomasse liblicherweise Werte zwischen denen von C;- und C,-Pflanzen, je nach
Ausmal} der Nacht- bzw. Tagfixierung (Ziegler et al., 1976; Ziegler, 1996; Winter und Holtum, 2002).

Der Photosynthesetyp stellt somit die zugrundeliegende Basis fiir die 8" Cy.pps-Werte pflanzlicher
Biomasse dar, fiir die weitere Genese unterschiedlicher *C/'?C-Verhiltnisse individueller Substanz-
klassen konnten ferner eine Reihe von Enzymen verantwortlich gemacht werden (Hobbie und Werner,
2004). Die bekannteste und am besten untersuchte Isotopenfraktionierung im biochemischen Sekun-
darstoffwechsel stellt sicherlich die Pyruvat-Dehydrogenase-katalysierte Decarboxylierung von Pyru-
vat unter Bildung von Acetyl-CoA dar (DeNiro und Epstein, 1977), welche zu einer '*C-Abreicherung
von ~ -7 + 3%o in Lipiden gegeniiber den primér gebildeten Kohlenhydraten (Naraoka und Chikara-
ishi, 2001) bzw. zu einer Abreicherung von 2,4-9,9%o gegeniiber pflanzlicher Blattbiomasse (Chikara-
ishi et al., 2004) fiihrt. Lipide von C;-Pflanzen zeigen dabei in der Regel geringere Abreicherungen
gegeniiber den Kohlenhydraten (4-6%o) als die Lipide von C4-Pflanzen (8-10%o), allerdings wird dies
auch im Zusammenhang mit etwaigen unterschiedlichen Lipidkonzentrationen diskutiert (Collister et
al., 1994; Naraoka und Chikaraishi, 2001; Conte et al., 2003). Des weiteren sorgt diese enzymatische
Isotopenfraktionierung fiir eine *C-Abreicherung an der Carbonylfunktion des Acetyl-CoA, und damit
verbunden zur *C-Abreicherung von Fettsiuren und Isoprenoiden (DeNiro und Epstein, 1977; Melzer
und Schmidt, 1987). Einen vergleichbaren Effekt verursacht die Pyruvat-Decarboxylase, die fiir die
PC-Abreicherung in der Carbonylfunktion von Acetaldehyd verantwortlich ist (Alvarez et al., 1991;
Sun et al., 1995). Sowohl im Rahmen der Glykolyse als auch der Gluconeogenese sorgt die Fructose-
1,6-bisphosphat Aldolase fiir eine '*C-Anreicherung an der Position C-3 und C-4 von Kohlenhydraten,
wobei dieser Effekt abhingig von der Orientierung dieser Gleichgewichtsreaktion ist (Gleixner und
Schmidt, 1997).
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2.4 Methoden und Anwendungen der Stabilisotopenanalytik in der Lebensmittelchemie

2.4.1 Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (IRMS)

Massenspektrometrische Methoden zur Analyse natiirlicher Isotopenhédufigkeiten haben mit Abstand
die weiteste Verbreitung erlangt, da hier die verwendeten Instrumente grundsitzlich ein variables Auf-
gabengebiet abdecken konnen. Die zu analysierenden Proben miissen dafiir zundchst mit elementar-
analytischen Aufschlussverfahren in geeignete Mefgase iiberfiihrt werden, wobei diese Umsetzung
quantitativ und ohne Isotopenfraktionierungen zu erfolgen hat. Nach lonisation werden die isotopo-
meren Gasmolekiile im Magnetfeld eines Sektorfeld-Massenspektrometers entsprechend ihres Masse/
Ladungs-Verhéltnisses getrennt und an unterschiedlichen Faraday-Kollektoren detektiert, der Ver-
gleich mit zertifizierten internationalen Standards ermoglicht die Bestimmung der jeweiligen Isotopen-
verhéltnisse (Schmidt et al., 2007).

War es bis vor wenigen Jahren lediglich moglich, mit groen Substanzmengen iiber Elementaranaly-
satoren Pyrolyse (EA-P-IRMS) und Verbrennung (Combustion) (EA-C-IRMS) zu betreiben, sowie
iiber die Kopplung mit Gaschromatographen mittels spezieller Interfaces auch *C/"*C- und "*N/"*N-
Isotopenverhiltnisse mit Verbrennungstechniken zu bestimmen, stehen seit wenigen Jahren kommer-
zielle Pyrolysesysteme zur Verfiigung, die auch die gaschromatographische Analyse von '*0/'°0- und
H/'H-Isotopenverhiltnissen ermdglichen. Im Bereich der Aromastoffanalytik von Einzelsubstanzen
stellt vor allem die gaschromatographische Bestimmung von *C/"*C-, bei sorgfiltiger Beachtung des
dynamischen Linearititsbereichs aber auch diejenige von *H/'H-Isotopenverhiltnissen, mittlerweile
ein etabliertes Verfahren dar (Schmidt et al., 2007; Richling et al., 2007). Auch in der amtlichen Le-
bensmitteliilberwachung wird in den letzten Jahren immer héufiger von dieser Technik Gebrauch ge-
macht. Die gaschromatographische Analyse von '*0/'°O-Isotopenverhiltnissen wird durch die damit
verbundene empirische Pyrolysetechnik zu CO zwar nach wie vor erschwert, stellt aber ohne Zweifel
eine hilfreiche Methode dar, um in Zweifelsféllen gesicherte Aussagen iiber die Authentizitit eines
Aromastoffs zu gewéhrleisten (Schmidt et al., 2005a; Richling et al., 2007). Der Aufbau eines IRMS-
Systems zur Isotopenverhéltnismessung von Aromastoffen ist im folgenden anhand des in unserem

Arbeitskreis verwendeten Systems dargestellt (Abbildung 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten EA/HRGC-IRMS-
Systems. Der Aufbau besteht aus einem Sektorfeld-Massenspektrometer, je einem Elementaranalysa-
tor fiir Verbrennung und Pyrolyse sowie einem Gaschromatographen mit den entsprechenden Inter-
faces fiir Verbrennung und Pyrolyse (siche Kap. 2.4.1.2). Fiir ndhere Erldauterungen zum System sieche
Kap.2.4.1-2.4.1.2.2.

2.4.1.1 Elementaranalyse-Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (EA-IRMS)

Bei der Verwendung von Elementaranalysatoren zur Isotopenverhéltnisbestimmung ist zu beachten,
dass hier nur Reinsubstanzen im Milligramm-Bereich analysiert werden konnen. Der Vorteil ist ein
schneller Probendurchsatz sowie das Vorhandensein internationaler Primar- und Sekundarstandards,
die von der IAEA in Wien herausgegeben und fiir die Analyse benétigt werden. Mdchte man Isotopen-
verhidltnismessung von authentischen Aromastoffen z. B. aus Frucht- oder Pflanzenextrakten durch-
fiihren, eignet sich diese Methode aufgrund der vorliegenden Substanzgemische und deutlich ge-
ringeren Konzentrationen an Analyten nicht. Lediglich aufwendig isolierte oder iiber den Handel
bezogene Reinsubstanzen konnen analysiert werden. Da jedoch fiir die gaschromatographische Analy-
se von Einzelsubstanzen trotz zahlreicher Forschungsarbeiten noch keine internationalen Standards
verfiigbar sind (Serra et al., 2007), benétigt man Elementaranalysatoren, um im Labor eigene Tertidr-
standards (Working Standards) zu kalibrieren. Diese Standards stellen iiblicherweise die zu analy-
sierende Substanz in Reinform dar, welche zunichst mittels EA-P/C-IRMS anhand der verflig-
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baren IAEA-Standards vermessen werden. Anschliefend erfolgt die Analyse des ,,Working Standards*
mittels GC-P/C-IRMS, und nur wenn die ermittelten 8-Werte iiber Elementaranalysator und Gaschro-
matograph vernachlédssigbare Schwankungen ergeben, kann die Isotopenverhiltnismessung von Ana-
lyten in Aromaextrakten anhand des so validierten Standards erfolgen (Ruff, 2001; Hor, 2001).

Bei der im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen Elementaranalysatoren handelt es sich um
zwei Geridte, jeweils fiir Pyrolyse- und Verbrennungs-Technik, die parallel zum Gaschromatographen
iiber ein Nadelventil an das Isotopenmassenspektrometer gekoppelt sind. Wéahrend der EA-Messungen
wird die parallel gekoppelte Seite des Gaschromatographen durch einen ,,open split“ sowie einen
Helium-,,Backflush* abgekoppelt, um eine Messwertverfalschung durch mdgliches Untergrundrau-
schen zu unterdriicken.

2.4.1.1.1 Elementaranalyse-Verbrennungs-Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie
(EA-C-IRMS)

Die elementaranalytische Isotopenverhiltnismessung von Kohlenstoff erfolgt in einem auf 1000°C
erhitzten Quarzrohr, das mit Wolframoxid, Quarzwolle und Kupfer bestiickt ist. Ein Sauerstoffpuls
von wenigen Sekunden Dauer wird zugefiihrt, je nach Menge der zu analysierenden Substanz, um
zunéchst einen Teil des Cu zu CuO zu oxidieren. Die Probenaufgabe erfolgt {iber einen Autosampler
und Zinnkartuschen, in die einige wenige Milligramm der zu analysierenden Substanz abgefiillt wer-
den. Unmittelbar nachdem die Probe dem Elementaranalysator zugefiihrt wird erfolgt die blitzartige
und exotherme Verbrennung des Zinns zu Zinnoxid, was im Zusammenspiel mit den verwendeten Ka-
talysatoren zu einer vollstindigen Verbrennung des substanzgebundenen Kohlenstoffs zu *CO,/*CO,
(M; = 44 bzw. 45) fihrt. Ein konstanter Heliumstrom iiberfiihrt die gebildeten Gase auf ein temperier-
tes Molekularsieb, parallel entstehendes Wasser wird bereits zuvor iiber geeignete Absorber (z.B.
Magnesiumperchlorat) abgetrennt. Eventuell entstehende Stickoxide (M, (N,O) = 44) werden noch im
Reaktor durch elemementares Kupfer zu Stickstoff reduziert. Nach der Trennung der entstehenden
Gase liber das Molekularsieb erfolgt dessen Zufiihrung in das Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer.
Parallel wird mit einem bekannten Isotopengehalt zertifiziertes und mit den IAEA-Standards (z. B.
NBS 22, IAEA-CH-7) validiertes Referenz-CO, eingespeist, um anhand dessen die 513Cy.ppp-Werte
(siehe Kap. 2.1) der Analyten zu bestimmen (Ruff, 2001).



2.4 Methoden und Anwendungen der Stabilisotopenanalytik 17

2.4.1.1.2 Elementaranalyse-Pyrolyse-Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (EA-P-IRMS)

Die elementaranalytische Isotopenverhéltnismessung von Wasserstoff erfolgt in einem auf 1440°C
erhitzen Glaskohlenstoffrohr, das mit Glaskohlenstoffsplittern, Nickelwolle und Nickelkohle bestiickt
ist. Die Probenaufgabe erfolgt iiber einen Autosampler und Silberkartuschen, in die einige wenige
Milligramm der zu analysierenden Substanz abgefiillt werden. Die im Hochtemperaturofen entstehen-
den Pyrolyseprodukte “H,/°H, und **CO/*°CO (fiir Sauerstoffmessung) werden im Heliumstrom zur
Trocknung und Reinigung iiber Magnesiumperchlorat und Carbosorb (Absorptionsmittel fiir CO,)
geleitet und anschlieBend an einem temperierten Molekularsieb aufgetrennt. Analog zur '*C/"C-
Messung wird auch hier dem Massenspektrometer parallel zertifiziertes und mit den [AEA-Standards
(z. B. V-SMOW, IAEA-CH-7) validiertes Referenz-Wasserstoffgas zugefiihrt, um anhand dessen die
8"Hy.smow-Werte (siehe Kap. 2.1) der Analyten zu bestimmen.

Bei der Isotopenverhdltnismessung von H, miissen einige zusétzliche Kriterien beriicksichtigt werden,
um die Genauigkeit der Messung zu gewihrleisten. Zum einen muss nach Kalibration des Massen-
spektrometers, dem Beginn einer MeBreihe bzw. in Abhéngigkeit von den Wassergehalten in der
Ionenquelle des Massenspektrometers der sog. Hs-Faktor bestimmt werden. Die Notwendigkeit fiir
diesen Korrekturfaktor resultiert aus der Tatsache, dass bei Wasserstoffisotopen-Verhéltnismessungen
durch Ionen-Molekiil-Reaktionen im lonisierungsvolumen Linearititsprobleme auftreten. So entsteht
in der Ionenquelle des Massenspektrometers bei der (unvollstindigen) Ionisierung des H,-Gases neben
den gewiinschten HH'- (m/z = 2) und HD'-lonen (m/z = 3) nach Gleichung (5) und (6) die
Elektronenmangelverbindung H;", welche ebenfalls auf den Kollektor der Masse 3 trifft und so einen

erhohten Deuteriumgehalt vortduscht.

5) Hy+e — H, +2¢
(6) H,"+H,— H; +He

Die Bildungstendenz der H;'-Ionen ist dabei von dem Partialdruck bzw. der Konzentration des
Wasserstoffgases in der lonenquelle abhéngig. Wéhrend die Konzentration der zweiatomigen lonen
(H,", HD", D,") linear mit dem Partialdruck des Gases in der Ionenquelle zunimmt, steigt die Kon-
zentration der dreiatomigen Ionen (H;", H,D", HD,", D;") mit dem Quadrat dieses Druckes und somit
dem Quadrat der Anzahl an H, -Ionen (Schmidt 1974, Habfast 1997). Die Korrektur erfolgt anhand
des Verhiltnisses der lonenstrome (i), die als Masse 2 und 3 bei unterschiedlichen Partialdriicken ge-
messen werden und durch Gleichung (7) ausgedriickt werden (Habfast 1997).

_1®, ki(2)

H + + + + P +
;) 13) _HD™4H, HD k[H2+] )
H, H,  i2)

- +
|(2) H2+ H2+
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Der Hj-Faktor (k) muss daher fiir jede Messung von Deuterium bekannt sein. Die Bestimmung erfolgt
durch die Messung von D/H-Verhiltnissen in H,-Gaspulsen unterschiedlicher Intensitét (Hilkert et al.,
1999), die Variation der in die lonenquelle des Massenspektrometers eingespeisten Menge von
Wasserstoffgas erfolgt dabei iiber die Regelung an einem entsprechendem Nadelventil.

Auf die Bedeutung des linearen Messbereichs bei der Bestimmung von D/H-Verhéltnissen wird in
Kapitel 2.4.1.2.2 néher eingegangen, da dies vor allem bei der gaschromatographischen Bestimmung

von D/H-Verhéltnissen unter Pyrolysebedingungen von Bedeutung ist.

2.4.1.2 Gaschromatographie-Isotopenverhédltnis-Massenspektrometrie (GC-IRMS)

Fiir die HRGC-IRMS-Messungen verwendet man handelsiibliche Gaschromatographen, die iiber ge-
eignete Interface-Vorrichtungen fiir die Konvertierung der Analyten in die entsprechenden Messgase
versehen sind. Proben von Aromaextrakten bzw. (verdiinnten) Referenzsubstanzen werden grundséitz-
lich ,,splitless* mittels Autosampler auf die Kapillarsdule {ibertragen, um die fiir die Isotopenverhalt-
nis-Messungen bendtigten Substanzmengen zu gewéhrleisten. Die verwendeten Kapillarsdulen haben
in der Regel eine Lange von 60 m, um den im Anschluss der Pyrolyse bzw. Verbrennung am Interface
folgenden Trennverlust wihrend der Uberfiihrung der Messgase in das Massenspektrometer iiber un-
belegte Transfer-Kapillarsdulen moglichst auszugleichen. Temperaturprogramme konnen den jeweili-
gen Trennproblemen unter Wahrung der {iblichen qualititssichernden Maflnahmen angepasst werden,
vor allem ist jedoch die quantitative Integration von Peakfldchen von Bedeutung, da es im Laufe der
gaschromatographischen Trennung zu signifikanten Isotopendiskriminierungen kommen kann (Barrie
et al., 1984; Shepard et al., 1976; Matthews und Hayes, 1978). Abbildung 4 zeigt den schematischen
Aufbau des im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrennungs- und Pyrolyse-Interfaces.
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0O, He He

Wasserfalle

C02 ,.2 H2
N, ¥
Reduktionsreaktor
620°C He
Oxidationsreaktor Pyrolysereaktor
940°C 1440°C
‘Backflush’- ‘Backflush’
Ventil Ventil
GC-Ofen GC-Ofen
Oxidationsmodus fiir die Bestimmung Pyrolysemodus fiir die Bestimmung
von *C/"*C (PN/MN) von *H/'H

Abb. 4: Schematische Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Interface-Typen fiir die
HRGC-P/C-IRMS Analytik. Fiir ndhere Erlduterungen siche Text.

2.4.1.2.1 Gaschromatographie-Verbrennungs-Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie
(GC-C-IRMS)

Die gaschromatographische Isotopenverhiltnismessung von Kohlenstoff erfolgt mit Hilfe eines Ver-
brennungs- (Combustion-) Interfaces, welches die von der Kapillarsdule eluierenden Molekiile oxida-
tiv in CO, tberfiihrt. Der Transfer von der Kapillarsdule auf diesen Verbrennungsofen wird iiber ein
T-Stiick mit Stromungsteiler (,,Backflush“-Ventil) realisiert, bei dem das zeitlich gesteuerte Zu- oder
Abschalten eines konstanten Heliumstroms den selektiven Transfer ausgewéhlter Substanzen ermog-
licht. Der Aufbau des Combustion-Interfaces ist dem des Elementaranlysators nachempfunden, jedoch
entsprechend der kleineren Substanzmengen anders konzipiert. Dieser Verbrennungsofen besteht aus
einem Heizelement, welches ein diinnes Keramikrohr (Al,O3, 1 = 320 mm, 0,5 mm innerer Durchmes-
ser, 1,5 mm duflerer Durchmesser) mit den Katalysatoren Kupfer, Nickel und Platin in Form dreier
kleiner Drihte beinhaltet. Durch regelméfiges Durchleiten von Sauerstoffgas (i.d.R. einmal pro Tag)
bei 940°C werden die Metalle teilweise oxidiert und stellen in dieser Form den eigentlichen Kataly-
sator filir die quantitative Verbrennung von Eluenten dar. Die Notwendigkeit zur Reoxidation wird
unter anderem durch den Probendurchsatz und/oder Probenauftrag beeinflusst, und macht sich durch
eine unvollstindige Verbrennung von Eluenten (ersichtlich an signifikant verdnderten 813CV_pDB—
Werten der Working Standards) bemerkbar. Dem Oxidationsreaktor nachgeschaltet ist ein Reduktions-
ofen zur Reduktion von eventuell gebildeten Stickoxiden. Der Aufbau ist dem Verbrennungsofen ana-
log, es wird hier lediglich bei 620°C mit einem Keramikrohr und 3 diinnen Kupferdrihten gearbeitet.
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Des weiteren sorgt der Reduktionsofen fiir die Entfernung von gebildetem Sauerstoffgas, was die
,Lebensdauer” der Ionenquelle positiv begiinstigt. Verbrennungswasser wird schlieBlich durch eine
mit Heliumgas umspiilte Nafion®-Membran (perfluorierter Ionenaustauscher) entfernt. Das so aufbe-
reitete Messgas kann on line iiber eine ,,open split“ Verbindung dem Massenspektrometer zugefiihrt
werden. Referenzgaspulse, wie unter 2.4.1.1.1 beschrieben, ermoglichen die Bestimmung der §"Cy.
rpe-Werte.

2.4.1.2.2 Gaschromatographie-Pyrolyse-Isotopenverhédltnis-Massenspektrometrie
(GC-P-IRMS)

Die gaschromatographische Isotopenverhiltnismessung von Wasserstoff erfolgt mit Hilfe eines Pyro-
lyse-Interfaces, welches die zu analysierende organische Verbindungen in molekulares Wasserstoffgas
iiberfiihrt. Der Transfer von der Kapillarsdule auf den Pyrolysereaktor erfolgt analog der gaschroma-
tographischen Kohlenstoffmesung iiber ein T-Stiick mit Stromungsteiler (,,Backflush“-Ventil). Der
Pyrolysereaktor besteht aus einem Heizelement, welches ein diinnes Keramikrohr (Al,O;, 1 = 320 mm,
0,5 mm innerer Durchmesser, 1,5 mm &uBlerer Durchmesser) ohne weitere Katalysatoren beherbergt.
Bei einer Temperatur von 1440°C erfolgt die quantitative Uberfiihrung von organisch gebundenem
Wasserstoff in H, (Burgoyne und Hayes, 1998; Hilkert et al., 1999), auf eine weitere Gasreinigung
kann im Gegensatz zur gaschromatographischen Kohlenstoffbestimmung verzichtet werden. Eine
Uberpriifung der Pyrolysequalitit kann zusitzlich auch iiber die Detektion von Methylfragmenten mit
m/z = 15 durchgefiihrt werden. Das so erhaltene Messgas wird iiber eine ,,open split“ Verbindung dem
Massenspektrometer zugefiihrt. Referenzgaspulse, wie unter 2.4.1.1.2 beschrieben, ermoglichen die

Bestimmung der §*Hy smow-Werte.

Ein weiteres, zu beriicksichtigendes Kriterium bei der Bestimmung von D/H-Verhiltnissen stellt ne-
ben dem Hj;-Faktor (sieche Kap. 2.4.1.1.2) vor allem bei der gaschromatographischen Analyse der
lineare Messbereich von organischen Substanzen dar (Hor, 2001). Dieser kann fiir jede Verbindung
unterschiedlich sein, da durch den unterschiedlichen Anteil an Wasserstoffatomen im Molekiil eine
unterschiedliche Anzahl an Wasserstoffmolekiilen durch die Pyrolyse des Molekiils entsteht. Arbeiten
von Burgoyne und Hayes (1998) deuten darauf hin, das die Verweildauer der Probe im Reaktor hier
mit von Bedeutung ist, die Autoren wiesen quantitative Ausbeuten an H, bei Temperaturen zwischen
1430 und 1460°C ohne Katalysator nach, wenn die Verweildauer des Eluenten ldnger als 300 ms im
Reaktor betrug. In der Praxis hat sich die Vorgehensweise bewidhrt, Working Standards bzw.
Referenzsubstanzen des zu untersuchenden Analyten in unterschiedlichen Konzentration iiber den
gesamten Messbereich mittels HRGC-P-IRMS zu analysieren und die so ermittelten 5*Hy.smow-Werte
mit denjenigen der EA-P-IRMS-Messung zu vergleichen, wo derartig dynamische Messbereiche nicht

vorhanden bzw. deutlich weniger stark ausgepréigt sind. Im linearen Messbereich stimmen die gas-
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chromatographisch ermittelten §-Werte der Working Standards dann iiblicherweise auch mit den mit-

tels Elementaranalysator bestimmten 8-Werten iiberein.

2.4.2 Deuterium-Kernresonanzspektroskopie (SNIF-NMR™)

Sowohl im Bereich der Authentizititspriifung von Aromastoffen als auch im Rahmen der amtlichen
Weiniiberwachung stellt die Deuterium-Kernresonanzspektroskopie eine leistungsfahige Technik dar,
um Verfdlschungen auf die Spur zu kommen. Wie auch andere ,,unsymmetrische Atome mit ungera-
der Protonen und/oder Neutronenzahl verfiigt auch der Deuteriumkern iiber einen Spin und magneti-
sches Moment und kann daher mit Kernresonanztechniken untersucht werden. Der Deuteriumkern
zeigt in einem Magnetfeld von 9,4 Tesla eine Resonanzfrequenz bei 61,402 Mhz, im Gegensatz dazu
das Proton bei 400 Mhz. Diese Tatsache kann man sich zu nutze machen und die natiirliche Deute-
rium-Haufigkeit positionsspezifisch auf intramolekularer Ebene untersuchen (Martin und Martin,
1981; Schmidt et al., 2007). So reizvoll diese Technik auch erscheint, ist sie doch mit massiven Ein-
schrinkungen verbunden und kann daher nur in Spezialfillen angewendet werden. Da Deuterium nur
mit einer relativen Haufigkeit von 0,0145 atom-% anzutreffen ist, sind fiir dementsprechende Analy-
sen hohe Substanzmengen und/oder hohe Messzeiten am NMR unausweichlich. Bei einer minimalen
Probenmenge von ca. 500 mg resultiert eine benétigte Signalakkumulation von etwa 20 Stunden,
wobei sich Messzeit und Probenmenge durch die Verwendung stirkerer Magnetfelder prinzipiell
verringern lassen (Hanneguelle, 1991). Schmidt et al. (2005a) nennen 150 mg Substanz und 10 Std.
Messzeit als derzeitigen Stand der Technik. Wiahrend der Routinebetrieb von IRMS-Massenspektro-
metern dagegen mit wenigen mg pro Analyse auskommet, sind flir einen vergleichbaren Betrieb mit-
tels SNIF-NMR® also iiblicherweise Probenmengen von 1-1,5 g erforderlich. Im Gegenzug erhilt man
aber auch nicht nur globale Isotopenwerte, sondern bei entsprechender Auflosung detaillierte Informa-
tionen iiber die intramolekulare Deuteriumverteilung eines Molekiils, den ,,Finderabdruck der Her-
kunft und Synthesegeschichte einer Verbindung® (Schmidt et al., 2005a). Reinsubstanzen miissen
ebenfalls vorliegen, davon kann lediglich unter sehr giinstigen Bedingungen (keine Signaliiberlage-

rung) abgesehen werden.

Die SNIF-NMR" Spektren werden ausgewertet, indem der zu untersuchenden Probe ein interner Stan-
dard (i.d.R. Tetramethylharnstoff, TMU) mit bekanntem Deuteriumgehalt beigefiigt wird und die
erhaltenen Signale anhand dieses Standards beurteilt werden. Es existieren zertifizierte Standards, es
konnen aber auch Standards mittels seperater IRMS-Analyse validiert werden. Die resultierenden
Signale sind einfache Peaks ohne weitere Aufspaltung, da es bei einer relativen Deuteriumhéaufigkeit
von 0,0145 atom-% einfach nicht oder nicht hdufig genug vorkommt, dass innerhalb eines Molekiils
an zwei benachbarten C-Atomen auch zwei Deuterium-Atome vorliegen (Schmidt et al., 2007). Die

Zuordnung der Signale zu entsprechenden Positionen im Molekiil erfolgt anhand von Protonen-
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spektren, die chemischen Verschiebungen sind gleich. RoutineméBige Anwendung findet die Deu-
terium-Kernresonanzspektroskopie in der amtlichen Weiniiberwachung (siche auch Kap. 2.4.3.2)
(Schmidt et al., 2007).

2.4.3 Anwendungsgebiete der Stabilisotopenanalytik

In der lebensmittelchemischen Analytik haben IRMS und SNIF-NMR® bisher zwar zunehmend Ein-
zug gehalten, dennoch aber bleiben die Anwendungen auf wenige Bereiche begrenzt, auf die in den
folgenden Abschnitten etwas nédher eingegangen werden soll. Es zeigt sich dabei schnell, dass die
Anwendungsgebiete jene Fragestellungen umfassen, fiir die es in der klassischen Analytik keine
Losungen gibt oder schlichtweg ,,nicht mehr* gibt. Zu nennen sei hier vor allem die Fruchtsaft-,
Zucker- und Weinanalytik, bei der der Verbraucher vor unerlaubten Zusitzen und/oder gestreckten
Lebensmitteln bewahrt werden soll, sowie die Multielement-Isotopenanalytik zur Herkunftskontrolle
von Lebensmitteln, die vor allem bei Wein, Fleisch, Kidse und Butter Anwendung findet (siche Kap.
2.4.3.2). Ein weiterer, groBBer Einsatzbereich ist die Authentizititspriifung von Aromastoffen, auf die
in Kapitel 2.4.3.1 ndher eingegangen wird. Neuere Untersuchungen priifen u. a. die Aussagekraft von
Stabilisotopendaten zu Nahrungsketten und den damit verbundenen Fiitterungsarten von Nutztieren,
oder aber die Unterscheidungsfdhigkeit von konventionellen zu Okologischen Landbauprodukten
(Empfehlung der AG Isotopen, 2007).

2.4.3.1 Authentizitatskontrolle von Aromastoffen

Beziiglich der Verwendung von Aromastoffen bei der Herstellung von Lebensmitteln gelten sowohl in
Deutschland als auch in der Europdischen Union klare Vorgaben. Die Verwendung wird auf EU-
Ebene durch die Richtlinie 88/388/EWG geregelt, des weiteren erfolgt im Sinne der VO (EG) Nr.
2232/96 die Festlegung eines europdischen Gemeinschaftsverzeichnisses fiir Aromastoffe, die in oder
auf Lebensmitteln verwendet oder verwendet werden sollen. Der derzeitige Stand dieser ,,Positivliste®
ist im Aromastoffverzeichnis E 1999/217/EWG der Kommission gelistet und wird, einmal in Aktion
getreten, schiatzungsweise ca. 2000 Substanzen enthalten. Unabhéngig davon regelt in Deutschland die
Aromenverordnung (in der Fassung der Bekanntmachung vom 15.05.2006, BGBI. 1 S.1127) die
Verkehrsfahigkeit und Kennzeichnung von Aromen im Handel. Anlage 1 der Aromenverordnung listet
die Begriffsbestimmungen fiir Aromen und unterscheidet hier u. a. zwischen den ,natiirlichen®,
»haturidentischen“ und , kiinstlichen* Aromastoffen. Von dieser legislativen Seite her ist dabei eindeu-

tig geregelt, welches Aroma als ,,natiirlich® bezeichnet werden darf und welches nicht. Demnach defi-
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niert als ,,natiirlich® sind lediglich Aromastoffe oder Aromaextrakte, welche mittels geeigneter physi-
kalischer Prozesse wie etwa Destillation und Extraktion, aber auch durch enzymatische oder mikrobio-
logische Verfahren, aus Ausgangsstoffen pflanzlicher oder tierischer Herkunft gewonnen werden. Als
,haturidentisch* gelten dagegen Aromastoffe, welche von ihrer Molekiilstruktur her betrachtet so zwar
auch in der Natur vorkommen, allerdings nicht wie oben beschrieben isoliert bzw. produziert sind,
sondern auf dem chemischen Weg der Synthese dargestellt wurden. Es versteht sich von selbst, dass
hier gerade aufgrund der identischen chemischen Struktur von natiirlichem und naturidentischem Aro-
ma, aber Preisunterschieden in bis zu hohere dreistellige Prozentbereiche, das Potential fiir Verfil-
schungen gegeben ist (Serra et al., 2005). Demgegeniiber haben , kiinstliche* Aromastoffe kein natiir-
liches Vorbild in der Natur und werden ausschlieBlich auf chemischen Wege hergestellt. Die Aromen-
verordnung listet derzeit 17 Substanzen, die als ,.kiinstliche” Aromastoffe ausschlieBlich fiir gewisse

Produktgruppen zugelassen sind.

Eine klassische Methode zur Unterscheidung von ,,natiirlichen* und ,,naturidentischen* Aromastoffen
stellt die Ermittlung der ee-Werte (enantiomeric excess) bei chiralen Verbindungen dar. Diese macht
sich die Tatsache zu Nutze, dass in biologischen Systemen iiblicherweise ein Enantiomer dem anderen
gegeniiber bevorzugt oder gar ausschlieBlich gebildet wird. Der Uberschuss an einem spezifischen
Enantiomer, auch ee-Wert genannt, ist inzwischen fiir viele Pflanzen in natiirlichen Schwankungs-
breiten bekannt und dient daher als Kriterium fiir die Authentizitit, wohingegen bei dem Vorliegen
eines Racemats die chemische Synthese als Ursprung angenommen werden kann (Mosandl, 2004).
Diese Art der Authentizititspriifung ist jedoch naturgeméf auf den geringen Teil chiraler Aroma-
molekiile beschrinkt, zudem schwicht die prinzipielle Moglichkeit enantioselektiver Synthesen und/
oder selektiver Aufreinigungsschritte das volle Potential dieser Methode. Seit Beginn der 1990er Jahre
wurde zunehmend GC-C-IRMS fiir die Authentizititspriifung von Aromastoffen eingesetzt, jedoch
musste sich diese Anwendung auf ausgesuchte Verbindungen beschrinken, da die 8"°Cy.ppg-Werte
»hatiirlicher Aromastoffe iiberwiegend die Isotopensignatur von C;-Pflanzen aufweisen. Da sich
diese jedoch hdufig mit denjenigen synthetischer Molekiile {iberschneiden, eignet sich diese Methode
hauptsichlich fiir die Authentizititspriifung von C4-Aromastoffen (Ruff, 2001). Die Verwendung
genuin interner Isotopenstandards bzw. intermolekularer Isotopenkorrelationen als &'"°C-,,Fingerab-
druck® von itherischen Olen kdnnte auch in Zukunft die Leistungsfihigkeit dieser Einzelelement-
Methode weiter ausschopfen (Braunsdorf et al., 1993; Mosandl et al., 1994; Mosandl, 1995).

Die kommerzielle Verfiigbarkeit von Systemen zur Bestimmung von 58 0v.smow- und 8*Hy smow-
Werten Ende der 1990er Jahre (Werner et al., 1996; Hener et al., 1998; Hilkert et al., 1999) gab den
Weg frei fiir Multielement-Isotopenverhéltnis-Analysen. Bis heute konnten so umfangreiche empiri-
sche Datenbanken fiir die Authentizititsbewertung erarbeitet werden. Die Moglichkeit zur Unterschei-
dung von ,,natiirlichen” und synthetischen, gegebenenfalls auch biotechnologisch erzeugten Aroma-
stoffen wird dabei durch die Tatsache begiinstigt, dass die Isotopenwerte einzelner Verbindungen von
der Herkunft (petrochemische oder natiirliche Quelle, vgl. Abb. 1 und 2) und eventuell auch der Verar-
beitung abhingig sind. Bei der Datenaquisition miissen daher stets eine umfangreiche Zahl authen-

tischer Referenzproben erfasst werden, um beim Vorliegen zu priifender Verbindungen gesicherte
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Aussagen treffen zu konnen. Aufgrund ihrer Bedeutung wurden vor allem key compounds bis heute
am intensivsten untersucht, darunter unter anderem Vanillin (Kaunzinger et al., 1997; Hor, 2001;
Scharrer und Mosandl, 2002), Benzaldehyd (Culp und Noakes, 1990; Ruff et al., 2000), Linalool und
Linalylacetat (Hor et al., 2001a; Jung et al., 2005), Citral (Hor et al., 2001b; Bilke und Mosandl, 2002;
Nhu-Trang et al., 2006), a- und B-lonon (Sewenig et al., 2005; Mar Caja, 2007), y- und 8-Decalacton
(Tamura et al., 2005), Zimtaldehyd (Culp und Noakes, 1990; Sewenig et al., 2003), Zimtsdure und
-derivate (Schmidt et al., 2007; Fink et al., 2004), aliphatische und fruchteigene Ester (Schmidt et al.,
2007; Preston et al., 2003 und 2004; Kahle et al., 2005) sowie C¢-Alkenale und Alkenole (Bréas et al.,
1994; Hor et al., 2001a; Elss et al., 2006).

2.4.3.2 Weitere Anwendungsgebiete

In der lebensmittelchemischen Analytik haben Techniken und Methoden zur Verhéltnisbestimmung
von stabilen Isotopen einen festen Platz und konzentrieren sich in einigen wenigen Bereichen. Neben
der Authentizititsbewertung von Aromastoffen findet die Stabilisotopenanalytik vor allem dort An-
wendung, wo eine Verfialschung des Lebensmittels durch den illegalen Zusatz bereits endogen vorhan-
dener Komponenten gegeben ist, oder aber Aussagen zur Herkunft des Lebensmittels {iberpriift wer-
den sollen. So wird im Rahmen der Weinanalytik unter anderem der positionelle Deuteriumgehalt in
der Methylgruppe des Giarungs-Ethanols (D/H-Wert) mittels Deuterium-Kernresonanzspektroskopie
(SNIF-NMR"®) bestimmt. Dieser spiegelt maBgeblich den vergorenen Zucker und ermdglicht iiber die
Korrelation des 5'"°Cy._pps-Wertes des Gérungs-Ethanols eine Uberpriifung auf unzulissige Zuckerung
(Bauer-Christoph et al., 1997). Eine Kontrolle auf Wisserung des Weins erfolgt iiber die Bestimmung
des §'*0-Gehaltes des Wassers nach Aquilibrierung mit CO,, dieser kann im Zusammenspiel mit den
Daten der europdischen Weindatenbank (VO (EG) 2729/2000; Joint Research Centre, Ispra) oder der
Drittlandsweindatenbank (BfR, Berlin) ebenfalls zur Herkunftsbestimmung herangezogen werden
(vgl. Kap. 2.2.1) (Schmidt et al., 2005a).

Bei der Fruchtsaftanalytik kann der Nachweis fiir einen unzuldssigen Zusatz von Zitronensaure iiber
die Bestimmung des §*Hy._smow-Wertes von Calciumcitrat erfolgen, da fruchteigene Zitronenséure ho-
here Deuteriumgehalte aufweist als die aus der biotechnologischen Zuckerfermentation (Jamin et al.,
2005). Der Nachweis einer Zuckerung kann ebenfalls iiber Ethanol nach Vergéirung gefiihrt werden.
Bei der Honig-Authentizititspriifung wird iiber die Bestimmung des 513Cy.ppe-Wertes von Probe und
den darin enthaltenen Proteinen auf den Verschnitt mit Cs;-Zuckern gepriift, wonach sich diese um
nicht mehr als 1%o unterscheiden diirfen (Schmidt et al., 2005a). Noch genauere Ergebnisse lassen sich
hier mittels HPLC-IRMS iiber die Korrelation der 8"°Cy_ppg-Werte der einzelnen Zucker erhalten (Ca-
bafiero et al., 2006). Bei Ahornsirup kann die darin enthaltene Apfelsiure als Pb-Salz quantitativ ge-
fallt und als intrinsischer 8'°C-Standard herangezogen werden, um auf eine unzuldssige Zuckerung zu
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priifen (Tremblay und Paquin, 2007). Eine Unterscheidung von natiirlichen und synthetischen Coffein
ist mittels EA-P-IRMS iiber den 8'*0-Wert méglich (Richling et al., 2003).

Ein weiteres grofles Gebiet fiir die Stabilisotopenanalytik stellt die Bestimmung der geographischen
Herkunft dar, wenngleich hier erst die Kombination mehrerer Isotopendaten, gegebenenfalls gepaart
mit zusétzlichen chemischen Parametern und statistischen Methoden, eine zunehmend sichere geogra-
phische Einordnung erméglicht. So erlaubt beispielsweise bei Kise die Bestimmung von §"°C, §"°N
und &**S von Casein, gepaart mit den 8"°C- und §'*0O-Werten von Glycerin, eine Unterscheidung von
franzosischen, italienischen und spanischen Késesorten (Camin et al., 2004). Lammfleisch unter-
schiedlicher Herkunft aus Europa kann iiber die Bestimmung von 8°H, 8"C, §"°N und &*S recht
zuverldssig eingeordnet werden (Camin et al., 2007). Untersuchungen zur Unterscheidungsmdglich-
keit von 6kologisch und konventionell produzierten Landbauprodukten liegen vereinzelt, bisher leider
jedoch ohne klare Aussagen, vor (Schmidt et al., 2005b; Georgi et al., 2005). Bei Eiern konnen §13C-
Werte kleiner -24%o und 8'"°N-Werte groBer +10%o einen Hinweis, wenngleich keinen Nachweis, auf
Freilandhaltung geben (Schmidt et al., 2005a). Rindfleisch aus dkologischer Produktion zeigt verhélt-
nismiBig niedrige 8"°C-Werte (kleiner -20%o), da die Tiere hauptsichlich C;-Pflanzen als Nahrung
erhalten (Boner und Forstel, 2004).
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2.5 Aromawirksame Cg-/Co-Aldehyde und -Alkohole (,,Griinnoten*)

2.5.1 Allgemeines

In unserem Alltag begegnen wir ihm praktisch stéindig, dem ,,Duft* der grilnen Pflanzen. Sei es nun
der frisch geschnittene Rasen, ein Spaziergang bei Regen, eine Tasse Tee oder das frisch zerriebene
griine Blatt an den Hénden, der Geruch der sogenannten ,,Griinnoten‘ ist stetig und in nahezu allen
Pflanzen prisent. Umso erstaunlicher ist es dabei, dass fiir diesen einprigsamen Geruchseindruck ge-
rade einmal eine handvoll Aromakomponenten verantwortlich sind. Einige dieser Verbindungen sind
auch fiir die Industrie dulerst wertgebende Bestandteile, um sowohl in Aromaformulierungen als auch
Parfums die gewiinschten ,,griinen* organoleptischen Sinneseindriicke zu gewéhrleisten. Am domi-
nierendsten sind hierbei die beiden Verbindungen (Z)-3-Hexenol und (E)-2-Hexenal, von denen
jéhrlich ca. 300 t allein durch chemische Synthese hergestellt werden und iiber 80% dieser produzier-
ten Menge zugunsten des Alkohols ausfillt (Hatanaka, 1996). Nur etwa ein Viertel des produzierten
(Z)-3-Hexenols wird als solches weiter genutzt, der Rest entfallt auf seine Derivate in Form von Estern
(Clark, 1990). Im Gegensatz dazu betragt der geschétzte Markt an natiirlichen ,,Griinnoten* 5-10 t pro
Jahr (Schrader et al., 2004).

(Z)-3-Hexenol, oder auch Blatteralkohol genannt, wurde erstmals 1933 aus unfermentierten Teeblat-
tern isoliert und wird seitdem intensiv erforscht. Die Verbindung riecht fruchtig sowie intensiv nach
frisch geschnittenem Gras (Hatanaka et al., 1992). Der Geruchsschwellenwert in Wasser betrigt 70
ppb. Die traditionelle Art der Gewinnung von natiirlichem (Z)-3-Hexenol stellt dessen destillative Ge-
winnung aus idtherischen Olen dar, insbesondere der aus Minzedlen (Schrader et al., 2004). Der
Blatteraldehyd (E)-2-Hexenal wurde bereits zuvor 1912 erstmals aus den Blittern von Strduchern
isoliert. In verdiinnter Form riecht (E)-2-Hexenal intensiv nach Apfel und wird fiir diesen sogar als
impact compound bewertet. Im Allgemeinen wird der Geruchseindruck als ,,fruchtig, frisch und siif3*
beschrieben (Hatanaka, 1992), der Geruchsschwellenwert in Wasser betrdgt 17 ppb. Der dem Blétter-
aldehyd korrespondierende Alkohol, (E)-2-Hexenol, wird von seiner Geruchsqualitit dem Aldehyd
gegeniiber als weniger frisch und weniger ,,griin“ beschrieben, im Vergleich zu (Z)-3-Hexenol zwar
als siiBBer, jedoch weniger ,,griin“ (Hatanaka, 1992). Die Verbindung 1-Hexanol wird aufgrund der
gleichsinnigen Biogenese zwar auch zu den ,,Griinnoten gezdhlt, spielt jedoch fiir die 0.g. Geruchs-
eindriicke keine Rolle, sondern lediglich in Form seiner Ester in Friichten und Fruchtaromen. Reines
1-Hexanol wird als ,leicht fettig-fruchtig” beschrieben und soll schwach nach Pilzen riechen. Im
Gegensatz zu (E)-2-Hexenal kommen die ,,Griinnoten“-Aldehyde Hexanal und (Z)-3-Hexenal weniger
haufig vor, sie bewirken einen deutlichen heuartigen, fast brenzligen Geruchseindruck, der auch als
,Insekten-dhnliches Griin“ beschrieben wird (Hatanaka, 1992).

Neben den Cg¢-Verbindungen finden sich die Co-Alkenale und Alkenole in deutlich geringeren
Konzentrationen in der Pflanzenwelt, doch erreichen sie vor allem in der Familie der Cucurbitaceae
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durchaus beachtliche Mengen. So sind fiir das Aroma von Gurken mafigeblich die Verbindungen (Z)-
3-Nonenal, (E,Z)-2,6-Nonadienal (Veilchenblatt-Aldehyd) und (E,Z)-2,6-Nonadienol (Gurkenalkohol)
verantwortlich, wohingegen (Z,Z)-3,6-Nonadienal und (Z,Z)-3,6-Nonadienol das Melonenaroma
pragen (Hatanaka, 1996; Gargouri und Legoy, 1998; Héusler et al., 2000).

2.5.2 Biogenese von C¢-/Co-Aldehyden und -Alkoholen im Lipidstoffwechsel

2.5.2.1 Lipoxygenase-katalysierte Dioxygenierung ungeséttigter Fettsduren

Die Biogenese der aromawirksamen ,,Griinnoten““-Komponenten findet praktisch ubiquitir bei der me-
chanischen Zerstérung von pflanzlichem Gewebe infolge einer Reihe enzymatischer Reaktionen statt,
insbesondere bei der von grilnem Pflanzenmaterial. Ausgehend von dieser Stimulation werden dabei
zunichst durch Acylhydrolasen die Fettsduren Linol- und Linolenséure aus den in der Chloroplasten-
membran befindlichen Lipiden (Galakto-, Phospho- und Neutrallipide) freigesetzt (Hatanaka und
Harada, 1973; Sekiya et al., 1976). Neuere Untersuchungen gehen von einer spezifischen Hydrolyse
von Galactolipiden aus (Matsui et al., 2000). Linol- und Linolensdure werden anschlieend durch
die nicht-hdmeisenhaltige Dioxygenase Lipoxygenase (LOX, EC 1.13.11.12) und Sauerstoff als
Cosubstrat mit unterschiedlicher Regio- und Stereoselektivitit zu den entsprechenden Fettsdure-
hydroperoxiden umgesetzt, je nach Vorkommen und Art der Lipoxygenase (Axelrod, 1974). Gemein-
sames Element fiir die Lipoxygenasen ist deren Substratspezifitit fiir 1,4-Z,Z-Pentadiensysteme,
welche bei der Bildung des Hydroperoxids zu einem konjugierten 2,4-E,Z-Diensystem umgelagert
werden. Einen schematischen Uberblick zur unterschiedlichen Regio- und Stereoselektivitit von
Lipoxygenasen am Beispiel der Sojabohnen- und Tomaten-Lipoxygenase zeigt Abbildung 5. Beim
Mechanismus der Lipoxygenase-Reaktion (Abb. 6) durchlduft das Zentralatom Eisen einen Redox-
zyklus zwischen seiner Fe*'- und Fe’*-Form, wobei das Fe’*-Ion die aktive Form des Enzyms darstellt
und durch Produktaktivierung mit katalytischen Mengen an Hydroperoxid aus der inaktiven Fe*"-Form
gebildet wird (Gardner, 1991)

Fiir den weiteren Metabolismus der so gebildeten Fettsdurehydroperoxide steht den Pflanzen eine um-
fangreiche Enzymausstattung zur Verfiigung, wobei die Bildung der aromawirksamen Cs- und Cy-Ver-
bindungen dabei lediglich eine Moglichkeit fiir den Verlauf des Stoffwechsels darstellt. Die Biosyn-
these von C¢- und Cy-Verbindungen erfolgt dabei im Rahmen der ,,Linol(en)sdurekaskade* aus den
zuvor durch die Lipoxygenasen gebildeten Fettsdurehydroperoxiden. Eine parallel ablaufende Metabo-
lisierung der Fettsdurehydroperoxide findet u. a. im Lipoxygenase-Allenoxidsynthase-Stoffwechsel-
weg statt, der in Pflanzen zur Bildung von Jasmonsdure sowie davon abgeleiteten Phytohormonen
fiihrt (Blee, 1998).



28 2 Kenntnisstand

OOH
A~ L~ COOH

9-(S)-Hydroperoxylinolsdure (9-HPOD)

A~~~ COOH [0,]
Linolséure HOO
(1] MWCOOH
13-(S)-Hydroperoxylinolsdure (13-HPOD)
OOH
WK/\A/\/COOH
=
[2]
9-(S)-Hydroperoxylinolensdure (9-HPOT)
eSS~ COOH [0,]
o-Linolensdure
HOQ
(1] TN TS S COOH

13-(S)-Hydroperoxylinolenséure (13-HPOT)

Abb. 5: Regio- und Stereoselektivitdt bei der Lipoxygenase-katalysierten Dioxygenierung am
Beispiel der ungesittigten Fettsduren Linol- und a-Linolensdure. [1] Sojabohnen-Lipoxygenase Typ 1,

[2] Tomaten-Lipoxygenase (nach Gardner, 1991)
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Abb. 6: Schematischer Reaktionsablauf der Lipoxygenase-Katalyse (LOX-1) bei der Dioxygenie-
rung ungesattigter Fettsduren (verdndert, nach De Groot et al. 1975)
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2.5.2.2 ,,Hydroperoxidlyase“-katalysierte Spaltung ungesittigter Fettsdurehydroperoxide

Die Biogenese von C¢-/Co-Verbindungen aus Fettsdurehydroperoxiden durch deren enzymatischen
Abbau, insbesondere der von C¢-Aldehyden und -Alkoholen, ist praktisch ubiquitdr im Pflanzenreich
vorzufinden. Die Spaltung der Hydroperoxide in zwei Aldehydfragmente wird dabei zunéchst durch
das Enzym Hydroperoxidlyase (HPL) initiiert, der dadurch ausgeldste ,,Lyase Pathway* tragt in Pflan-
zen bedeutende Funktionen bei der Wundantwort sowie der Pathogenabwehr (Noordermeer et al.,
2001). In hoheren Pflanzen spalten die Hydroperoxidlyasen das Fettsdurehydroperoxid iiberwiegend
zwischen dem Hydroperoxy- und dem olefinischen Kohlenstoff (,,heterolytische® Hydroperoxidlya-
sen), in niederen Pflanzen, Algen und Pilzen dagegen bevorzugt zwischen Hydroperoxy- und der da-
neben liegenden Methylengruppe (,,homolytische* Hydroperoxidlyase) (Gardner, 1991). Die Bezeich-
nung ,heterolytisch® resultiert dabei aus der Tatsache, dass die Produkte der Enzymkatalyse die
gleichen sind wie bei der sdurekatalysierten Spaltung von Hydroperoxiden, wohingegen die Reak-
tionsprodukte der ,,homolytischen Lyase an eine B-Spaltung von Alkoxyradikalen erinnert. Beziiglich
ihrer Substratspezifitdt konnen heterolytische Hydroperoxidlyasen in zwei Klassen eingeteilt werden.
Wihrend die Lyase der meisten Pflanzen spezifisch bzw. bevorzugt die Spaltung des 13-HPOD und
13-HPOT in 12-Ox0-(9Z)-dodecensidure und Hexanal bzw. 12-Ox0-(9Z)-dodecensdure und (Z)-3-
Hexenal katalysiert (Abbildung 7), reagiert die andere vorwiegend mit den isomeren Fettsdurehydro-
peroxiden 9-HPOD bzw. 9-HPOT unter Bildung von 9-Oxononanséure und (Z)-3-Nonenal bzw. 9-
Oxononansdure und (Z,Z)-3,6-Nonadienal (Abbildung 8). Bei den gebildeten Aldehyden kann an-
schlieffend eine Umlagerung an der Doppelbindung stattfinden sowie die Aldehydfunktion durch das
Enzym Alkohol-Dehydrogenase zum Alkohol reduziert werden (Hatanaka, 1996).

HOQ
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OH ADH
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OH ADH (0]
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Abb. 7:  Vereinfachtes Schema der Spaltung von 13-(S)-Hydroperoxiden durch Hydroperoxidlyase
am Beispiel von 13-(S)-Linolensdurehydroperoxid (verdndert, nach Hatanaka, 1996). Verwendete
Abkiirzungen: HPL (Hydroperoxidlyase), ADH (Alkohol-Dehydrogenase), IF (Isomerisierungsfaktor).

Fiir ndhere Erlduterungen siehe Text.
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Die Umlagerung der Doppelbindung bei den (Z)-3-Alkenalen unter Bildung der entsprechenden (E)-2-
Alkenale findet dabei durch den sogenannten ,,Isomerisierungsfaktor statt (Hatanaka, 1996), welcher
bis heute noch nicht eindeutig geklart werden konnte. Die Fragestellung hierbei ist, ob die Isomerisie-
rung zu den thermodynamisch stabileren (E)-2-Alkenalen iiberwiegend spontan oder enzymkatalysiert
ablauft. Phillips et al. (1979) beschrieben bisher als einzige eine partiell gereinigte 3Z:2E-Enal-Iso-
merase aus Gurkenfriichten. Das Enzym wurde seitdem nicht mehr genauer untersucht, allerdings deu-
ten einige Ergebnisse auf dessen allgemeines Vorkommen hin. Die Resultate sollten aber nach wie vor
vorsichtig betrachtet werden, da vor allem die Methoden im Rahmen der Probenvorbereitung starken

EinfluB} auf die Ergebnisse haben kdnnen (Gargouri und Legoy, 1998).

So untersuchten beispielsweise Gargouri und Legoy (1998) die 9-HPL Aktivitit von Birnen, Birnen-
blattern und Gurkenfriichten und achteten im Rahmen ihrer Probenvorbereitung auf moglichst gering-
fiigige thermische Belastungen. Dabei inkubierten die Autoren die genannten Pflanzenhomogenate mit
9-HPOD fiir 30 min bei 25°C, iiberspiilten die gebildeten Nonenale mit Heliumgas auf eine Tenax-
Kartusche und desorbierten diese (200°C/4 min) in eine mit fliissigem Stickstoff gefiillte Kiihlfalle
(-150°C), von wo aus die Ubertragung auf den Gaschromatographen erfolgte (,,Purge and Trap®). Das
nicht isomerisierte (Z)-3-Nonenal konnte dabei in Anteilen von 94,1-82,7% gegeniiber (E)-2-Nonenal
detektiert werden. Hatanaka et al. (1975) untersuchten das Isomerisierungsverhalten von (Z,2)-3,6-
Nonadienal in homogenisierten Gurkenfriichten und ermittelten fiir T, einen Gehalt von 39,2% (Z,Z)-
3,6- und 60,8% (E,Z)-2,6-Nonadienal. Diese Mengen verdnderten sich im Laufe von 20 min zu 22,3%
(Z2,2)-3,6- und 77,7% (E,Z)-2,6-Nonadienal. Das Gurkenhomogenat wurde jeweils durch die Zugabe
von Losungsmittel inaktiviert und der gewonnene Extrakt einer Hochvakuumdestillation unterworfen,
bevor dieser mittels Gaschromatographie ausgewertet wurde. Kim und Grosch (1981) fanden mit par-
tiell gereinigter Birnenlyase dagegen nur geringe Mengen an isomerisierten (E)-2-Nonenal. Die
Autoren analysierten die gebildeten Aldehyde erst nach Derivatisierung mit 2,4-DNPH und arbeiteten

vorher stets bei maximal 25°C.

Einen deutlicheren Hinweis gaben dagegen Noordermeer et al. (1999). Diesen Autoren gelang es, bei
der HPL-Aufreinigung aus Alfalfa-Keimlingen den Isomerisierungsfaktor von der HPL-Aktivitit zu
trennen. Sie verglichen die Reaktionsprodukte bei der 13-HPOT-Umsetzung der teilweise gereinigten
HPL mit der eines Rohextrakts jeweils als 2,4-DNPH-Derivate. Dabei stellten sie fest, dass der Roh-
extrakt bereits nach 30 min Inkubationszeit mit 13-HPOT den grofBten Teil des priméren Spaltprodukts
(Z)-3-Hexenal in (E)-2-Hexenal umgelagert hatte, wohingegen das teilweise gereinigte Enzym auch
noch nach 60 min Inkubationszeit ausschlieBlich (Z)-3-Hexenal erbrachte. Kuroda et al. (2005) zeigten
bei ihren Untersuchungen zur Biogenese von (E)-2-Nonenal in keimender Gerste den signifikanten
Unterschied zwischen der Probenanreicherung mittels Headspace und einfacher Losungsmittelextrak-
tion, wobei typische Headspace-Bedingungen (40°C, 15 min) eine schnellere Isomerisation herbei-
fiihrten. Des weiteren zeigten die Autoren, dass bei Zugabe von synthetischem (Z)-3-Nonenal zu deren
teilweise gereinigten Enzym, eine 9-HPL und 3Z:2E-Enal Isomerase-Aktivitéit, keine Umlagerung

mehr stattfand, wenn dieses zuvor thermisch inaktiviert worden war.
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Abb. 8: Vereinfachtes Schema der Spaltung von 9-(S)-Hydroperoxiden durch Hydroperoxidlyase
am Beispiel von 9-(S)-Linolensdurehydroperoxid (verdndert, nach Hatanaka, 1996). Verwendete Ab-
kiirzungen: HPL (Hydroperoxidlyase), ADH (Alkohol-Dehydrogenase), IF (Isomerisierungsfaktor).
Fiir ndhere Erlduterungen siche Text.

2.5.2.2.1 Vorkommen und Eigenschaften von Hydroperoxidlyasen

Da Hydroperoxidlyasen praktisch in jeder Pflanze vorkommen, konnten schon einige Enzyme zumin-
dest teilweise gereinigt und genauer untersucht werden. Aktivitit einer 13-Hydroperoxidlyase wurde
so unter anderem in Wassermelonenkeimlingen (Vick und Zimmermann, 1976), Teeblattern
(Hatanaka et al., 1982; Matsui et al., 1991), Tomaten und Apfeln (Galliard und Matthew, 1977;
Suurmeijer et al., 2000; Schreier und Lorenz, 1982), Tomatenbléttern (Fauconnier et al., 1997), Tabak-
Zellkulturen (Sekiya et al., 1984), Spinat (Vick und Zimmermann, 1987), Sojabohnen (Matoba et al.,
1985), reifenden Erdbeeren (Pérez et al., 1999), Sonnenblumen (Itoh und Vick, 1999) griinen Paprika
(Shibata et al., 1995a; Husson und Belin, 2002) und Minze (Gargouri et al., 2004) detailliert
beschrieben.

Erbsensamen und -keimlinge, Sojabohnensamen und -keimlinge sowie Alfalfakeimlinge (Medicago
sativa L.) verfiigen sowohl iiber 13- als auch 9-Hydroperoxidlyase-Aktivitit (Hornostaj und Robinson,
2000; Gardner et al., 1991a und 1991b; Noordermeer et al., 1999), ebenso Bohnenblitter (Matthew
und Galliard, 1978). Auch Gurkenkeimlinge sowie -friichte zeigten diese beiden Hydroperoxidlyase-
Aktivitdten. Aus Gurkenkeimlingen konnten erstmals die Aktivititen getrennt und somit zwei Iso-
formen des Enzyms nachgewiesen werden (Galliard et al., 1976a und 1976b; Matsui et al., 1989). Aus
Gerstenkeimlingen hat man eine 9-Hydroperoxidlyase-Aktivitdt partiell gereinigt und untersucht.

Deren Aktivitét in 20 kommerziellen Malzproben ist mit der Entwicklung des sog. ,,cardboard flavor*
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von gelagertem Bier in Korrelation gebracht worden, ein off-flavor, fiir den u. a. (E)-2-Nonenal ver-
antwortlich gemacht wird (Kuroda et al., 2005a). Des weiteren scheinen Birnen ausschlieBlich iiber die
Aktivitdt einer 9-Hydroperoxidlyase zu verfiigen (Kajiwara et al., 1977; Kim und Grosch, 1981;
Gargouri und Legoy, 1998).

Die das Enzym codierenden Gene sind bereits aus mehreren Pflanzen bekannt, das Protein ist inzwi-
schen rekombinant verfligbar. Diesbeziigliche Untersuchungen wurden durchgefiihrt anhand von grii-
nem Paprika (Matsui et al., 1996), Banane (Haeusler et al., 1997), Guave (Tijet et al., 2000), Alfalfa
(Noordermeer at al., 2000), Arabidopsis (Bate et al., 1998; Matsui et al., 1999), Gurke (Matsui et al.,
2000a), Tomate (Howe et al., 2000; Matsui et al., 2000b), Melone (Cucumis melo) (Tijet et al., 2001)
Wassermelone (Citrullus lanatus) (Fukushige und Hildebrand, 2005), Gerste (Koeduka et al. 2003),
Mandel (Mita et al., 2005) und Reis (Kuroda et al., 2005b).

Diese genetischen Ansdtze erbrachten neue Erkenntnisse i{iber die Natur dieser Enzyme, wonach
Hydroperoxidlyasen einer speziellen Unterfamilie innerhalb der groen Familie der Cytochrom P-450
Enzyme zugeordnet werden (CYP74B und CYP74C) (Noordermeer et al., 2001). Zwei weitere Mit-
glieder dieser Unterfamilie sind ebenfalls am Metabolismus von Fettsdurehydroperoxiden in Pflanzen
beteiligt, die Allenoxidsynthase (CYP74A) sowie die Divinylether Synthase (CYP74D) (Song et al.,
1993; Howe et al., 2000; Itoh und Howe, 2001). Die beschriebenen Gene codieren fiir Proteine mit
55kDa, was den Molekularmassen fiir die aus Pflanzen isolierten Hydroperoxidlyasen mit 55-60 kDa
entspricht. Versuche mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese deuten jedoch darauf hin, dass
das Enzym in der Natur als Tri-oder Tetramer vorliegt. Die prosthetische Gruppe ist wie auch bei
anderen Cytochrom P-450 Enzymen das Protoporphyrin IX (Hdm b) (Shibata et al., 1995b), die
Hydroperoxidlyase unterscheidet sich aber von diesen aufgrund der geringeren Affinitit gegeniiber
CO und der damit verbundenen Abwesenheit eines Absorptionsmaxima bei 450 nm, was eigentlich
typisch fiir Cytochrom P-450 Enzyme ist (Noordermeer et al., 2001). Dass die Hydroperoxidlyase
sowohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir die biotechnologische Gewinnung natiirlicher
Aromastoffe ein duBlerst interessantes Enzym darstellt, erklart sicherlich die gestiegene Anzahl an

Veroffentlichungen zu diesem Thema.

Daneben wurden im Laufe der Zeit auch eine Reihe von ungewohnlichen Lyaseaktivitdten entdeckt,
deren verantwortliche Enzymreaktionen hdufig noch unbekannt sind. So sind Algen beispielsweise
ebenfalls in der Lage, aus Fettsduren C4- und Co-Alkenale zu synthetisieren. Untersuchungen mit
einem Homogenat der Braunalge Laminaria angustata ergaben eine Erhdhung des Gehaltes an (Z)-3-
und (E)-2-Nonenal, sobald mit Arachidonsiure inkubiert wurde; der Anteil an Cys-Aldehyden stieg
durch die Zugabe von Linolsdure. Als Intermediate konnten durch die in situ Reduktion zu den
entsprechenden Hydroxyfettsduren mit Glutathion-Peroxidase (GSH-GPx) das 12-(S)-Arachidonsdure-
hydroperoxid sowie das 13-(S)-Linolsdurehydroperoxid ausgemacht werden, welche heterolytisch zu
den Nonenalen bzw. Hexenalen gespalten wurden (Boonprab et al., 2003a und 2003b). Die Griinalge
Ulva conglobata spaltete daneben homolytisch und stereoselektiv das 11-(R)-Arachidonsdurehydro-
peroxid in 2,4-Decadienal (Akakabe et al., 2003). In Pilzen (Psalliota bispora) fiihrte die Zugabe von
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Linolsdure bzw. 10-(S)-Linolsédurehydroperoxid zu einer gesteigerten homolytischen Bildung von (R)-
1-Octen-3-ol (Wurzenberger und Grosch, 1984a, 1984b und 1984c), die Zugabe von Linolensdure
entsprechend zu einer Bildung von (Z)-1,5-Octadien-3(R)-ol und (Z,Z)-2,5-Octadien-1-o0l (Wurzen-
berger und Grosch, 1986). Durch Inkubation von Linolsdure mit den Pilzen Lentinula edodes bzw.
Tricholoma matsutake wurde ebenfalls (R)-1-Octen-3-ol gebildet, als Intermediat konnte durch die in
situ Reduktion mit Glutathion-Peroxidase (GSH-GPx) zu der entsprechenden Hydroxyfettsdure das
10-(S)-Linolsdurehydroperoxid ausgemacht werden (Matsui et al., 2003; Akakabe et al., 2005). Es ist
dabei nach wie vor unklar, welches Enzym fiir die homolytische Spaltung verantwortlich ist. In dem
Moos Physcomitrella patens wurde eine unspezifische Lyase (PpHPL) mit Priferenz fir die 9-(S)-
Hydroperoxide von Cjs-Fettsduren sowie mit gesteigerter Aktivitdt bei der Wundantwort entdeckt
(Stumpe et al., 2006). Das Enzym spaltet sein endogenes Substrat 12-(S)-Arachidonsdurehydroperoxid
heterolytisch unter Freisetzung von (Z)-3-Nonenal, das Moos selber produziert bei Zugabe von Ara-
chidonséure sowohl vermehrt Cy-, als auch Cs-Verbindungen. Transgene Pflanzen ohne PpHPL konn-
ten im Rahmen der Wundantwort kein (Z)-3-Nonenal mehr produzieren, die Konzentration an den Cg-
Verbindungen blieb jedoch auch in den transgenen Pflanzen unverdndert. Die Autoren schreiben diese
Tatsache einer ebenfalls in dem Moos vorkommenden, multifunktionalen Lipoxygenase mit Hydro-

peroxid-spaltender Aktivitit zu (Senger et al., 2005).

2.5.2.2.2 Der Mechanismus der Hydroperoxidlyase-Katalyse

Der Mechanismus der Hydroperoxidlyase-Katalyse fand bisher nur wenig Beachtung, es konnten aber
gerade in jlingster Zeit neue und bedeutende Informationen gewonnen werden. Erstmals schlugen
Gardner und Plattner (1984) einen Bildungsweg iiber eine Hock-Umlagerung am Sauerstoff vor, den
sie anhand von Untersuchungen an dem aprotischen System 13-(S)-Linolsdurehydroperoxidmethyl-
ester-BF; ableiteten. In ihrem Modell polarisiert die starke Lewis-Séure Bortrifluorid (BF;) die Hydro-
peroxy-Funktion am Fettsdurehydroperoxid und abstrahiert ein Hydroxidion unter Bildung von
Hydroxyfluoroborat [BF;OH], wobei simultan die Umlagerung des olefinischen Kohlenstoffs zum
Sauerstoff stattfindet. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen von Grosch et al.
(1981), bei der die Spaltung von 9-(S)- und 13-(S)-Linolsdurehydroperoxid in dem aprotischen Sys-
tem Trichloressigsdure/Benzol nur zu geringen Ausbeuten an C¢-/Co-Aldehyden fiihrte (max. 6.9 mol-
%), berichteten Gardner und Plattner (1984) von Umsetzungen iiber 90%. Sie schlugen ihr System
daher als Modell fiir die Hydroperoxidlyase-Katalyse vor, da die beobachteten Spaltprodukte in hoher
Ausbeute den (bereits isomerisierten) Produkten der enzymatischen Umsetzung entsprachen.

Hatanaka et al. (1986) fanden in darauf folgenden Untersuchungen mit '*0,-markiertem 13-(S)-Hydro-
peroxylinoleylalkohol und Hydroperoxidlyase aus Tee einen Einbau von '®0O in der Carbonylfunktion

der 12-Oxocarbonséure, nicht jedoch in dem gebildeten Hexanal. Durch die Reduktion mit NaBH,4
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fingen die Autoren die im Rahmen der enzymkatalysierten Reaktion gebildeten Aldehyde in Form
ihrer korrespondierenden Alkohole ab, um einen Austausch des carbonylgebundenen Sauerstoff mit
dem Reaktionsmedium Wasser zu verhindern. Einen dhnlichen Austausch hatten zuvor Wurzenberger
und Grosch (1984a) im Rahmen ihrer Untersuchungen zur enzymbkatalysierten Bildung von (R)-1-
Octen-3-o0l beschrieben, bei der bereits nach 30-miniitiger Lagerung von 10-Oxo-(8Z)-decensiure in
H,"®0 90% des Sauerstoffs an Position 10 ausgetauscht hatten. Hatanaka et al. (1986) schlugen auf-
grund ihrer Untersuchungen einen Reaktionsmechanismus vor, der dem heterolytischen Modell von
Gardner und Plattner (1984) entsprach und den Einbau von Wasser als Quelle des Sauerstoffs fiir die
gebildeten Cq-/Co-Aldehyde vorsah. Wurzenberger und Grosch (1984a) vermuteten dagegen einen
kompletten Einbau von atmosphérischem Sauerstoff in die beiden Spaltprodukte ohne Beteiligung von

Wasser, konnten dies allerdings nicht eindeutig beweisen.

Dieser Bildungsweg war lange Zeit akzeptiert, doch spitestens seit der Entdeckung von Hydroper-
oxidlyase als Cytochrom P-450 Enzym (Shibata et al., 1995b) kamen verstiarkt Zweifel beziiglich des
bis dahin angenommenen Reaktionsmechanismus auf (Noordermeer et al., 2000). Dies, ebenso wie die
Tatsache, dass Hydroperoxidlyase durch Antioxidantien inhibiert werden kann, legte ferner die Ver-
mutung nahe, dass es sich um einen radikalischen Katalyseprozess handelt (Matsui et al., 1996).
Erstmals schlugen Noordermeer et al. (2000) einen zyklischen Mechanismus iiber das Zentralatom
Eisen sowie ein Alkoxyradikal vor, beriicksichtigten dabei aber auch die Ergebnisse von Hatanaka et
al. (1986) beziiglich der Rolle des Wassers bei der Katalyse.

Grechkin und Hamberg (2004) erweiterten schlieflich die Untersuchungen zum Reaktionsmechanis-
mus durch eine Reihe von zeitlich streng kontrollierten Experimenten mit Guavenhomogenat und 13-
(S)-HPOT sowie den markierten Substraten ['*0,]13-(S)-HPOT bzw. [9,10,12,13,15,16-*He]13-(S)-
HPOT. Die Autoren erhielten ein anderes Ergebnis als Hatanaka et al. (1986) und konnten dabei
zeigen, dass bei der Hydroperoxidlyase-katalysierten Spaltung von 13-(S)-Linolenséurehydroperoxid
beide Sauerstoffatome der Hydroperoxygruppe in die Aldehydgruppen der entstehenden Ce- und C»-
Verbindung iiberfithrt werden, und Sauerstoff aus H,'*O nicht eingebaut wird (Abb. 9). Das primére
Reaktionsprodukt der Umsetzung ist dabei ein instabiles Halbacetal, welches nach Angabe der Au-
toren mit einer Halbwertszeit von ca. 20 Sekunden zerfallt und so letztendlich die beiden kurzkettigen
Aldehyde generiert werden (Abb. 10). Demzufolge sei die Hydroperoxidlyase strenggenommen auch
keine ,,Lyase“, sondern vielmehr eine Isomerase. In weiteren Untersuchungen mit rekombinanter
Melonen-Hydroperoxidlyase und 9-HPOD zeigten Grechkin et al. (2006) einen Reaktionsmechanis-
mus analog zu dem, den sie bereits kurz zuvor 2004 vorgestellt hatten. Des weiteren analysierten sie
die Produktverteilung der Umsetzungen von 13-HPOD und 13-HPOT mit den rekombinanten Enzy-
men von Alfalfa, Guave und Melone und konnten diese in Einklang mit ihren bisherigen Ergebnissen

bringen.
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Abb. 9: Mechanismus der Hydroperoxidlyase-Katalyse. Formal erfolgt eine Isomerisierung des Fett-
sdurehydroperoxids zu einem instabilen Halbacetal (nach Grechkin und Hamberg, 2004). R = -CH,-
CH=CH-CH,-CH; und R" = -(CH2),-COOH fiir Linolenséure.

Halbacetal Enol
RCHO oHc ™>="R OHC >R
(Z2)-3-Hexenal (9Z)-12-0x0-9-dodecensaure Traumatin

R™ OH OH

geminaler Diol geminaler Diol Enol-Isomer

Abb. 10: Spontaner Zerfall des durch die Hydroperoxidlyase gebildeten Halbacetals sowie die an-
schlieend erfolgenden Umlagerungen mit reversibler Bildung geminaler Diole (verdndert, nach
Grechkin und Hamberg, 2004; Grechkin et al., 2006). R = -CH,-CH=CH-CH,-CH; und R" = -(CH2),-
COOH fiir Linolensdure
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2.5.3 Biotechnologische Produktion von C¢-/Cy-Aldehyden und -Alkoholen

Wurden bis vor einigen Jahren biotechnologische Verfahren zur Aromastoffproduktion von der
Industrie vor allem auch zu dem Zweck eingesetzt, kostengiinstiger ,,natiirliche” Aromastoffe gegen-
iiber der traditionellen Art mittels extraktiver oder destillativer Verfahren zu produzieren, so hat sich
das Bild in den letzten Jahren gewandelt. Malligebender Faktor ist vor allem der Kunde und Konsu-
ment von Nahrungsmitteln und Getrénken, aber auch Kosmetikprodukten, welcher zunehmend im
Zuge des Okologisch sensibilisierten Zeitgeistes nach mehr ,,natiirlichen* oder wenigstens umwelt-
freundlich hergestellten Produkten verlangt, und dafiir auch bereit ist, einen hoheren Preis zu bezahlen.
Gerade aus dem Grund der Kostenfrage werden daher wohl auch in ndherer Zukunft chemisch produ-
zierte und kostengiinstig hergestellte Aromastoffe nach wie vor den dominierenden Anteil auf diesem
Gebiet ausmachen, jedoch mochte der Markt die zunehmende Nachfrage nach ,,natiirlichen” Produk-

ten auch gerne bedienen (Schrader et al., 2004).

Die Produktion von ,natiirlichen* Aromastoffen mittels biotechnologischer Verfahren spielt allerdings
nicht nur im Sinne der Kostenfrage eine wichtige Rolle, auch andere Faktoren sind von groBer Bedeu-
tung. So ermdglichen biotechnologische Verfahren gegeniiber den chemischen iiblicherweise einen
okologisch weniger strapazierenden Produktionsprozess, sie sind in ihrer Ausbeute unabhédngig von
Umwelteinfliissen wie dies gegebenenfalls bei den zur Aromagewinnung kultivierten Pflanzen der Fall
ist, und liefern den gewiinschten Aromastoff am Ende eines Prozesses iiblicherweise in enantiomeren-
reiner Form (Serra et al., 2005). Gerade die enantioselektive Katalyse ist es, welche biotechnolo-
gischen Verfahren den chemischen gegeniiber Uberlegenheit verschafft. Chemische Verfahren fijhren
bei chiralen Verbindungen nahezu immer zu Racematen, doch sind diese nicht immer erwiinscht.
Héufig zeigen Enantiomere von chiralen Aromastoffmolekiilen unterschiedliche sensorische Eigen-
schaften, und Racemate entsprechen gegebenenfalls nicht den hohen sensorischen Qualitidtsanforde-
rungen. Auch in der Natur bilden sich chirale Aromastoffmolekiile in der Regel in enantiomerenreiner
oder zumindest -angereicherter Form. Der gezielte Einzatz von Mikroorganismen oder Enzymen bietet
daher nicht nur der Aromaindustrie vielfaltige Moglichkeiten, die mit hohem Aufwand verbundenenen
enantioselektiven chemischen Synthesesen zu umgehen (Serra et al., 2005). Probleme bereiten bei der
biotechnologischen Produktion bzw. der Entwicklung von Produktionsprozessen dagegen einge-
schrinkte Kenntnisse liber relevante biochemische Stoffwechselprozesse und Produktfliisse, sowie die
haufig zu beobachtenden toxischen bzw. inhibierenden Effekte der Produkte in hoheren Konzentra-
tionen (Vandamme und Soetaert, 2002).

Spétestens seit Ende der 1980er Jahre existieren eine Reihe von patentierten und publizierten Ver-
fahren, um aromaaktive ,,Griinnoten* biotechnologisch darzustellen. Die diesbeziigliche Zahl an Ver-
offentlichungen ist seitdem stetig gestiegen, in jiingster Zeit beobachtet man vermehrt die Aufklarung
der relevanten molekularen Stoffwechselprozesse und die daran beteiligten codierenden Gensequen-

zen. Dies hat dazu gefiihrt, dass eine zunehmende Zahl an rekombinanten Enzymen aus unter-
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schiedlichen Quellen Einzug in die Patentliteratur gefunden hat. Fiir die Zukunft verspricht sich die
Industrie vor allem auf diesem Sektor mehr Moglichkeiten, die Ausbeute an ,,Griinnoten* in damit
verbundenen Prozessen zu steigern (Schrader et al., 2004). Die vielen beschriebenen biotechnolo-
gischen Verfahren zur Produktion von ,,Griinnoten®, hauptsédchlich von Cs-Aldehyden und -Alkoho-
len, sind dabei im Grunde genommen recht dhnlich strukturiert. Sie beziehen sich entsprechend der
Biogenese in der Natur auf die Reaktion ungesittigter Fettsduren mit einer Lipoxygenasequelle sowie
Sauerstoff, wodurch ungesittigte Fettsdurchydroperoxide gebildet werden. Diese werden anschlieBend
durch die Aktivitdt einer Hydroperoxidlyase, meistens in Form von homogenisiertem Pflanzen-
material, zu den entsprechenden Cs-Alkenalen umgesetzt. Zur anschlieenden Reduktion der gebilde-
ten Aldehyde wird das Enzym Alkohol-Dehydrogenase in Form von Hefe (Saccharomyces cerevisiae)
eingesetzt, wobei aus Kostengriinden der Einsatz von isoliertem Enzym nicht praktiziert wird
(Schrader et al., 2004). Eine hohe Ausbeute an (Z)-3-Hexenol ist in der Regel das Ziel solcher Ver-
fahren, da der ,,Blatteralkohol®, wie bereits erwahnt (Kap. 2.5.1), die wichtigste Verbindung unter den
,,arinnoten‘ darstellt.

Brunerie und Koziet (1997) beschrieben beispielsweise die Produktion eines (Z)-3-Hexenol-reichen
Aromaextraktes durch das Einwirken homogenisierten Pflanzenmaterials (Fenchelblitter, Foeniculum
vulgare) als Lipoxygenase- und Hydroperoxidlyase-Quelle auf zugesetztes Leinsamendl-Hydrolysat
mit einem Gewichtsanteil von 0,1-2%, bezogen auf das Blatthomogenat. Hefezellen (Saccharomyces
cerevisiae) werden in ihrer Wachstumsphase dem Ansatz beigefiigt, ausdriicklich jedoch nicht spater
als 45 min nach Beginn der Homogenisation. Durch diese Zeitvorgabe wird gewihrleistet, dass der
GrofBteil des gebildeten (Z)-3-Hexenals nicht zu (E)-2-Hexenal isomerisiert und durch die Alkohol-
Dehydrogenase der Hefe zu (Z)-3-Hexenol reduziert wird. Durch Wasserdampfdestillation wird das
Produkt schlielich abgetrennt. Auf diese Art und Weise sollen sich bis zu 400 ppm (Z)-3-Hexenol,
bezogen auf die Menge an zugesetzten Fenchelbldttern, gewinnen lassen. Eine Reihe weiterer Ver-
fahren beschreibt die Produktion von (Z)-3-Hexenol in dhnlicher Art und Weise, Variationen finden
sich vor allem in der Art des zugesetzten Pflanzenhomogenates als Lyase-Quelle, der Lipoxygenase-
Quelle (hidufig Sojamehl) sowie der zeitlichen Reaktionsfithrung (Kanisawa et al., 1988; Goers et al.,
1989; Belin et al., 1998; Holtz et al., 2001).

Die grofiten Ausbeuten und damit auch ein filir industrielle Zwecke geeignetes Vorgehen beschreibt
die Fa. Firmenich (Muller et al., 1995). Im Gegensatz zu den o.g. Verfahren wurden mit diesem Aus-
beuten von bis zu 5,1 g Hexanal, 4,1 g 1-Hexanol, 4,2 g (Z2)-3-Hexenol, 1,8 g (E)-2-Hexenal und 1,2 g
(E)-2-Hexenol dokumentiert. Abbildung 11 zeigt eine schematische Ubersicht: Der Prozess beginnt
mit der Inkubation von Linolensdure bzw. einem geeigneten Speisedlhydrolysat (z.B. Leinsamendl)
mit Sojamehl als Lipoxygenase-Quelle bei pH 9,0-9,5, da bei diesem pH-Wert das 13-HPOT durch
Sojabohnen-Lipoxygenase nahezu ausschlielich gebildet wird (Gardner, 1989). Bei einem pH-Wert
von 7-9 erfolgt im Anschluf} die simultane Zugabe von Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Guaven-
homogenat als Hydroperoxidlyase-Quelle, diese gleichzeitige Zugabe sichert, wie bereits geschildert,
eine hohe Ausbeute an (Z)-3-Hexenol. Durch Rektifikation des Wasserdampfdestillats erhdlt man

reines (Z)-3-Hexenol. (Z)-3-Hexenal kann erhalten werden, indem auf die Zugabe von Hefe verzichtet
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und die Reaktion des Guavenhomogenats durch die unmittelbare Zugabe von Ldsungsmittel unter-
brochen wird. (E)-2-Hexenal wird dagegen erhalten, wenn ebenfalls auf die Zugabe von Hefe ver-
zichtet und das Reaktionsprodukt des Guavenhomogenats, (Z)-3-Hexenal, bei pH 6,5 einer Wasser-
dampfdestillation unterworfen wird, wobei in diesem Reaktionsschritt das (Z)-3-Hexenal zum (E)-2-
Hexenal isomerisiert. (E)-2-Hexenol schlieBlich kann als Hauptprodukt gewonnen werden, indem das
intermedidre (Z)-3-Hexenal zundchst zur Isomerisierung bei pH 6,5 und 50°C fiir 90 min gehalten,
anschlieBend eine geringere Menge Hefe zugesetzt und bereits nach kurzer Reaktionszeit der Ansatz
der Wasserdampfdestillation unterworfen wird. Die Produktion von Hexanal bzw. 1-Hexanol geht
entsprechend von Linolsdure oder einem geeigneten Speisedlhydrolysat aus (z. B. Sonnenblumendl),
ein Isomerisierungsschritt tritt hier aufgrund der Abwesenheit einer Doppelbindung nicht auf. Je nach
Wabhl der Prozessfithrung konnen somit alle Verbindungen aus der Gruppe der Cs-,,Griinnoten darge-
stellt werden.
— — — COOH

Linolensdure (oder Leindlhydrolysat)

(0]
2 Sojamehl (Lipoxygenase)
pH 9-9,5
HOQ
— e COOH
13-HPOT
Guavenhomogenat (Hydroperoxidlyase)
pH 7-9
Losungsmittelextraktion 0
isoliertes (Z)-3-Hexenal - — I
Zitronensiure Hefe (S. cerevisiae)
pH 6,5 (Alkohol-Dehydrogenase)

Wasserdampfdestillation 0
isoliertes (E)-2-Hexenal - W \/_\)

Losungsmittelextraktion

Hefe (S. cerevisiae) Wasserdampfdestillation

(Alkohol-Dehydrogenase) Losungsmittelextraktion

Wasserdampfdestillation
isoliertes (E)-2-Hexenol = W isoliertes (Z)-3-Hexenol

Losungsmittelextraktion

Abb. 11: Schema der biotechnologischen Produktion von Cg-,,Griinnoten ausgehend von Linolen-
sdure (nach Muller et al., 1995). Verwendete Abkiirzungen: 13-HPOT (13-(S)-Hydroperoxylinolen-

saure).
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Biotechnologische Verfahren zur Darstellung aromaaktiver Co-Verbindungen sind bisher nur verein-
zelt publiziert worden, was wohl auch den wesentlich geringeren Aktivititen und Vorkommen spezifi-
scher 9-Hydroperoxidlyasen zuzuschreiben ist. Natiirliche Co-Verbindungen, wie etwa (E,Z)-2,6-No-
nadienal und (E,Z)-2,6-Nonadienol, sind als solche nur schwer auf dem Markt erhiltlich und konnen z.
B. in Form von Veilchenblatt-Absolue (Viola odorata L.) in Aromakompositionen eingesetzt werden
(H&usler et al., 2000). In diesen kommen sie neben 1-Octen-3-ol, (Z)-3-Hexenol und (Z)-3-Hexenyl-
acetat vor, die gewonnen Veilchenblatt-Extrakte werden mit einer typischen, griinlich-fetten und
Gurken-dhnlichen Note beschrieben. Sie finden hauptsdchlich Anwendung in der Parfiimerie, konnen
jedoch auch in ,.natiirlichen” Aromen tropischer Fruchtkompositionen eingesetzt werden, wobei die
ebenfalls enthaltenen Nebenbestandteile wie Fettsduren und Ionone den Anwendungsbereich ein-
grenzen. Das Verfahren von Givaudan Roure (Hiusler et al., 2000) beschreibt die Produktion von
(E,Z)-2,6-Nonadienal ausgehend von Leinsamendlhydrolysat und Veilchenblittern als Lipoxygenase-
und Hydroperoxidlyase-Quelle. Das Wasserdampfdestillat der Reaktion von 1,367 kg Leindlhydroly-
sat mit 24 kg vorbehandelten Veilchenblittern erbrachte 7,9 g etherisches Ol mit einem Gehalt von 75
% (E,Z)-2,6-Nonadienal, entsprechend 30,4 mg (E,Z)-2,6-Nonadienal pro kg Reaktionsansatz. Durch
die entsprechende Reaktionsfithrung ist es auch moglich, die Aromastoffzusammensetzung des Veil-

chenblatt-Absolue zu modifizieren.

Bei allen aufgezeigten Verfahren ist die Reaktion der Hydroperoxidlyase ein kritischer Schritt im
Reaktionsgeschehen, und die Ausbeute kann durch viele Faktoren beeinflusst werden. So ist in den
jeweiligen Ansidtzen die Konzentration an aktiver HPL meist sehr niedrig, man ist haufig auf spe-
zielles Pflanzenmaterial angewiesen und zu hohe Substratkonzentrationen an Fettsdurehydroperoxiden
inaktivieren das Enzym (Matsui et al., 1992). Nicht zuletzt muss die Produktion in Ansatzverfahren
erfolgen und kann nicht kontinuierlich durchgefiihrt werden. Zukiinftige Entwicklungen zielen daher
zundchst daraufthin ab, die Aktivitdt der Hydroperoxidlyase mittels gentechnischer Methoden zu
steigern. Dies kann in Form von Bakterienlysaten exprimierender E. coli erfolgen (Brash et al., 2006;
Whitehead et al., 2004; Brash et al., 2001), den Einsatz transgener Tabak- oder Maispflanzen
(Hildebrand und Fukushige, 2006; Duvick und Gilliam, 2002) als Homogenate einschlieBen, sowie
nicht zuletzt auch gentechnisch verdnderte Saccharomyces cerevisiae beinhalten (Héusler et al., 2001;
Bourela et al., 2004). Letztgenannter Ansatz wird u. a. von Givaudan Roure verfolgt. So wird die
Konstruktion transgener Hefezellen beschrieben, welche in der Lage sind, eine Hydroperoxidlyase aus
Banane zu exprimieren. Mittels hefeeigener Alkoholdehydrogenase kann auf diese Art und Weise

ohne zusitzliches Pflanzenhomogenat direkt (Z)-3-Hexenol gebildet werden.
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2.5.4 Problemstellung bei der Untersuchung von Isotopenfraktionierungen wihrend der Bio-
genese von Cg¢-/ Co-Aldehyden und -Alkoholen

Wihrend die Authentizititspriifung von achiralen Aromastoffen im Hinblick auf deren natiirliche oder
synthetische Herkunft mit Stabilisotopen-analytischen Methoden bis auf wenige Ausnahmen heute de
facto etabliert ist (siche Kap. 2.4.1.2 und 2.4.3.1), stellt sich bei der Untersuchung von Aromastoffen
auch unweigerlich die Frage, ob sich biotechnologisch produzierte Aromastoffe sowohl von syntheti-
schen, als auch von denjenigen natiirlicher (,,ex plant™) Herkunft unterscheiden lassen. Eine elegante
Losung ist sicherlich die Erweiterung von bestehenden Stabilisotopen-Datenbanken mit entsprechen-
dem Referenzmaterial, sie scheitert jedoch hdufig an der limitierten Verfiigbarkeit bzw. Auswahl an
authentischen Proben. Des weiteren kdnnen Substanzproben, die zwar als ,,natiirlich® deklariert sind,
nur selten mit einem entsprechenden Hinweis auf ihre Herkunft bzw. dem zugrundeliegenden Pro-
duktionsverfahren bezogen werden. Eine Alternative oder Ergénzung stellt hier die kontrollierte und
somit auch authentische Produktion von ausgewéhlten Aromastoffen im Labormalstab dar, die in
Anlehnung an entsprechend publizierte bzw. patentierte Verfahren durchgefiihrt wird. Diese Methode
hat zudem auch den Vorteil, das gegebenenfalls zusitzliche Informationen iiber mégliche Isotopen-
fraktionierungen in solchen Systemen ermittelt werden kdnnen, welche sich auch fiir die Authenti-
zitatspriifung als niitzlich erweisen konnen. Bei der vorliegenden Arbeit galt es daher zunichst, im
Labormafstab unter definierten Bedingungen den Prozess der ,,Griinnoten“-Biogenese in Anlehnung
an entsprechende biotechnologische Verfahren durchzufiihren, Intermediate und Produkte zu isolieren
und auf deren Stabilisotopengehalte hin zu untersuchen. Des weiteren sollten die dabei ermittelten
Daten darauthin gepriift werden, inwieweit sie in Verbindung mit literaturbekannten Stabilisotopen-

daten eine detailliertere Aussage zur Authentizitdtbewertung von ,,Griinnoten“ zulassen.



2.6 Die Gérungsnebenprodukte 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol 41

2.6 Die Gérungsnebenprodukte 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

2.6.1 Vorkommen, Eigenschaften und Verwendung

Fiir die Flavor & Fragrance-Industrie stellen die Ehrlich-Alkohole 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-
propanol wichtige Komponenten in Aromaformulierungen dar, wenngleich letztgenannter praktisch
ausschlieBlich in Form seiner Ester Anwendung findet. Der Geruchseindruck des gereinigten aro-
matischen Alkohols 2-Phenylethanol wird mit einer milden bis schwachen, nach Honig und Rosen
duftenden Note beschrieben (Wiegers und Sprecker, 1985). Diese sowie die giinstigen Eigenschaften
beziiglich Anwendungsmoglichkeiten und Stabilitdt haben 2-Phenylethanol zu einer der am weitesten
verbreiteten Aromachemikalie in Fragrance- und Parfumkompositionen gemacht. Anwendungsmog-
lichkeiten bestehen auch, wenngleich bei weitem nicht so umfangreich, bei der Aromatisierung von
Lebensmitteln mit diversen Fruchtaromen, allen voran Himbeer- und Erdbeeraromen, aber auch in
Honig- und Karamellkompositionen (Wiegers und Sprecker, 1985). Anfangs der 1990er Jahre betrug
die Weltjahresproduktion von 2-Phenylethanol geschétzte 7000 t, praktisch ausschlieflich produziert
auf chemisch-synthetischem Weg. Der Markt fiir ,,natiirliches* 2-Phenylethanol ist limitiert und noch
im Wachstum begriffen, im Jahre 2002 wurden weltweit ca. 0,5 t zu einem Preis von etwa 1000 US$
pro kg umgesetzt (Schrader et al., 2004). In der Natur kommt 2-Phenylethanol in nennenswerten
Mengen (bis zu 60%) im Rosendl vor, welches jedoch fiir die Verwendung als natiirliche Quelle fiir
die Lebensmittelaromatisierung schlichtweg zu kostbar ist (Schrader et al., 2004). In Rosa damascena
Mill. wird 2-Phenylethanol aus L-Phenylalanin gebildet und bis zur Offnung der Bliite als B-D-Gluco-
pyranosid gespeichert (Watanabe et al., 2002; Oka et al., 1999). Industrielle Prozesse zur Gewinnung
bzw. Darstellung von ,,natiirlichem* 2-Phenylethanol gehen von dessen extraktiver Gewinnung aus
Destillationsriickstdnden bei der alkoholischen Gérung (,,Fuseldle®), oder aber von der biotechno-

logischen Produktion aus L-Phenylalanin aus (siche Kap. 2.6.2).

Als Gérungsnebenprodukt kommt 2-Phenylethanol, wie auch 2-Methyl-1-propanol, neben weiteren
Ehrlich-Alkoholen praktisch ubiquitédr in durch Hefegdrung produzierten alkoholischen Getrénken vor
(in der Summe 0,2-0,6% Fuseldle, bezogen auf Ethanol), wobei vor allem in Spirituosen wie etwa
Whisky, Weinbrand, Cognac oder Steinobstbrianden diese Mengen auch als aromagebende Kompo-
nenten erwiinscht sind (R&mpp, 2006). Im Wein ist 2-Methyl-1-propanol im Gegensatz zu 2-Phenyl-
ethanol fiir das Aroma unerwiinscht, beide kommen hier sowohl frei als auch in Form ihrer Ester vor
und werden in ihren Konzentrationen von den Gérbedingungen beeinflusst (Belitz et al., 2001).
Wihrend der alkoholischen Géarung erfolgt die Biogenese der Ehrlich-Alkohole als Nebenprodukte im
Rahmen der Aminosdure-Biosynthese aus den 2-Oxocarbonséure-Vorstufen bzw. iiber den enzymati-
schen Abbau von Aminosduren, z. B. aus der Maische (Belitz et al., 2001). Die Abbildungen 12 und
13 geben eine Ubersicht zu diesen biochemischen Stoffwechselwegen am Beispiel der Biogenese von

2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol.



42 2 Kenntnisstand

O

HO
(0)4

Phosphoenolpyruvat L-Glutamat  a-Ketoglutarat

COOH COOH

Transaminase

Shikimat-

O
7

OH

Stoffwechselweg

Phenylpyruvat L-Phenylalanin

Decarboxyl
Erythrose-4-Phosphat cearboxylase

NAD* NADH + H* <0,
©/\CH20H N 4 @
Alkohol- 0
Dehydrogenase
2-Phenylethanol Phenylacetaldehyd

Abb. 12: Schematischer Bildungsweg fiir 2-Phenylethanol wihrend der alkoholischen Gérung im L-
Phenylalanin-Stoffwechsel (verdndert, nach Stryer, 1999; Etschmann et al., 2004)

In Form seiner Ester mit kurzkettigen Fettsduren stellt 2-Methyl-1-propanol (Isobutylakohol) fiir eine
Vielzahl von Frucht-Aromakompositionen einen wertvollen Bestandteil dar (Vandamme und Soetaert,
2002; Schrader et al., 2004). Zusammen mit 2- und 3-Methyl-1-butanol macht Isobutylalkohol knapp
95% des Fuseldls aus, in dem es zu ca. 12% vorkommt (Vandamme und Soetaert, 2002). Nennens-
werte Mengen des Alkohols finden sich vor allem in Bier, Wein und Spirituosen (Belitz et al., 2001).
Da Isobutylalkohol in hohen Konzentrationen in Destillationsriickstinden der Spirituosenproduktion
vorhanden ist, kann so duBerst giinstig ein natiirlicher Rohstoff, z. B. mittels geeigneter Rektifikations-
verfahren (Berg, 1999), fiir die weitere Produktion ,,natiirlicher Aromastoffe gewonnen werden. Die
Umsetzung zu den aromawirksamen und per Definition ,,natlirlichen* Fruchtestern kann dann ent-
weder enzymatisch mit Lipasen in organischen Losungsmitteln in hohen Ausbeuten erfolgen
(Schrader et al., 2004), oder aber das Fuselol wird direkt und ohne vorherige Aufreinigung mit Hefe
zu den entsprechenden Acetaten umgesetzt (Vandamme und Soetaert, 2002). Im Falle einer sdure-
katalysierten und somit chemischen Veresterung muss das Produkt nach EU-Rechtslage, selbst bei der
Verwendung von natiirlichen Edukten, als ,naturidentisch® gekennzeichnet werden. 2-Methyl-1-
propanol kann auf chemischen Weg durch Hydroformylierung oder Hydrocarbonylierung von Propen
dargestellt werden (R6mp, 2006).
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Abb. 13: Schematischer Bildungsweg fiir 2-Methyl-1-propanol wihrend der alkoholischen Gérung im
L-Valin-Stoffwechsel (verdndert, nach Piendl, 1969).

2.6.2 Industrielle Prozesse zur Darstellung von 2-Phenylethanol

Fiir die industriell-chemische Produktion von 2-Phenylethanol existieren eine Reihe von Verfahren,
bei denen jeweils das entstehende Produkt umfangreich gereinigt werden muss, bevor es fiir eine
Verwendung als Duft- bzw. Aromakomponente die erforderlichen sensorischen Qualititen aufweist
(Nienhaus und Hopp, 1987; Kamaya und Onodera, 2001). Anwendung findet dabei iiberwiegend die
katalytische Hydrierung von Styroloxid, weitere Methoden wie etwa Friedel-Crafts-Alkylierung von
Benzol mit Ethylenoxid, Grignard-Reaktion von Phenylmagnesiumchlorid mit Ethylenoxid oder Re-
duktion von Phenylessigsdure wurden ebenfalls beschrieben (Kamaya und Onodera, 2001; Rode et al.,

2005). Des weiteren kann 2-Phenylethanol als Nebenprodukt in industriellen Prozessen anfallen, wie
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etwa der Oxidation von Ethylbenzol oder der Epoxidierung von Olefinen (Nienhaus und Hopp, 1987).
Die Aufreinigung technischer Produkte erfolgt fraktioniert-destillativ unter Verwendung geeigneter
Schleppmittel. Auf diese Art kdnnen Reinheiten von bis zu 99,9% erhalten werden (Nienhaus und
Hopp, 1987; Kamaya und Onodera, 2001).

Da die Gewinnung von ,,natiirlichem® 2-Phenylethanol durch dessen Isolierung aus Bliitendlen von
Anfang an ungeeignet erschien, wurden im Verlauf der letzten Dekade andere Wege erarbeitet, um
dieses unter 6konomischen Verhéltnissen in verhéltnisméBig groBeren Mengen verfligbar zu machen.
Bei dem Verfahren von Pernod Ricard (Savina et al., 1999) werden zu diesem Zweck Destillations-
riickstdnde aus der Cognacproduktion herangezogen, in denen 2-Phenylethanol in Mengen von 100-
150 mg/1 enthalten ist. Ausgangsrohstoff ist hier der Riickstand der traditionellen doppelten Blasen-
destillation am Ende der zweiten Destillation, welcher zunidchst mittels tangentialer Mikrofiltration
von unldslichen Bestandteilen befreit und anschlieBend wahlweise unter Verwendung von lipophilen
Ionenaustauscherharzen oder Umkehrosmosemembranen aufkonzentriert wird. Die hierbei berichteten
Ausbeuten belaufen sich auf 100 g 85%-iges 2-Phenylethanol aus 250 1 Destillationsriickstand mittels
Festphasenextraktion bzw. 155 g 2-Phenylethanol in 17 1 Retentat nach Umkehrosmose von 1650 1
Destillationsriickstand, welche anschlieSend weiter aufgereinigt werden konnen (Savina et al., 1999).

Die biotechnologische Produktion von 2-Phenylethanol nutzt Saccharomyces cerevisiae, um iiber den
in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Ehrlich-Stoffwechselweg (siche Abb. 12) aus supplementierten L-
Phenylalanin grolere Mengen an 2-Phenylethanol zu produzieren. Das Verfahren wird jedoch durch
die Tatsache erschwert, dass es bei der Akkumulation von 2-Phenylethanol zu einer Produktinhi-
bierung der Hefekulturen kommt, so daf} in situ Produktentfernung erforderlich ist (Schrader et al.,
2004). Experimente mit Oleylalkohol und Olsiure in Zwei-Phasensystemen ergaben bereits Ausbeuten
von 5,6 g/l bzw. 12,6 g/l, der Einsatz von Membrantechnologie ist Gegenstand der Forschung
(Etschmann et al., 2004; Stark et al., 2002). Das Verhiltnis der erwiinschten Produkte 2-Phenylethanol
und 2-Phenylacetat kann prinzipiell durch die Bedingungen bei der Biokatalyse beeinflusst werden
(Etschmann et al., 2004). Die Aminosdure L-Phenylalanin selbst wird praktisch ausschlieBlich bio-
technologisch in groBem Umfang mit einer geschitzen Weltjahresproduktion von 10000 t mittels
Escherichia coli- und Corynebacterium glutaminicum-Stimmen produziert, das Racemat wird synthe-
tisch hergestellt (Kramer, 2004).
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2.6.3 Problemstellung bei der Untersuchung von Isotopenfraktionierungen wihrend der Bil-

dung von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

Um anhand der Stabilisotopenwerte von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol gesicherte Aussa-
gen iiber deren Authentizitdt zu treffen, ist es zunichst von grofer Bedeutung, eine gesicherte Daten-
grundlage mit authentischem Referenzmaterial zu erstellen. Wie bereits unter 2.5.4 geschildert, kann
die limitierte Verfiigbarkeit von authentischen ,natiirlichen” Proben in diesem Fall dadurch behoben
werden, indem innerhalb von kontrollierten Modellgdrungen im LabormaBstab de novo Gérungs-
alkohole dargestellt und auf ihre Isotopenwerte hin untersucht werden. Des weiteren wurden bislang
systematische Untersuchungen zu Isotopenfraktionierungen bei der Biogenese von Alkoholen im
Rahmen der alkoholischen Garung hauptsichlich bei Ethanol und Glycerin durchgefiihrt, wohingegen
bei hoheren Girungsalkoholen vereinzelt praktisch nur 8'°C-Werte in der Literatur vorhanden sind
(Schmidt et al., 2007). Vor allem im Hinblick auf die 5°H-, aber auch 5'*0-Werte, besteht daher
grundlegender Forschungsbedarf.
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3 Untersuchungen zur “H/'H- und °C/"*C-Isotopenfraktionierung

wihrend der Biogenese von Cg-Aldehyden und -Alkoholen

3.1 *H/'H- und "C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der Lipoxygenase-katalysierten
Darstellung von 13-(S)-Linol- und 13-(S)-Linolensédurehydroperoxid

Um das 13-(S)-Linol- (13-HPOD) und 13-(S)-Linolensédurehydroperoxid (13-HPOT) in ausreichender
Menge fiir die Bestimmung von §"Cy.ppp- und §*Hy.smow-Werten mittels EA-C/P-IRMS zu erhalten,
wurde von uns die priparative Darstellung mit Sojabohnen-Lipoxygenase in 0,1 M Boratpuffer bei pH
9,0 und 0-4°C gewihlt, da bei diesen Reaktionsbedingungen die Produktselektivitit iiberwiegend auf
das 13-HPO(D)T gerichtet ist und in hohen Ausbeuten erfolgt (Gardner, 1989). Da bei der EA-C/P-
IRMS lediglich Reinsubstanzen auf ihre Isotopenverhéltnisse hin untersucht werden kdnnen, galt es
zundchst, das jeweilige 13-(S)-Fettsdurehydroperoxid moglichst quantitativ aus den individuellen Roh-
produkten zu isolieren. Nach beendeter enzymatischer Umsetzung mit einem kommerziellen Lipoxy-
genasepréparat erfolgte die Abtrennung von den in geringer Menge gebildeten, aber dennoch vorhan-
denen isomeren Fettsdurehydroperoxiden durch Chromatographie an Kieselgel sowie unter Fraktions-
kontrolle mittels Normal-Phase-HPLC und DC. Die erfolgreiche Isolierung wurde im Abschluss
jeweils mittels '"H-NMR bestitigt. Die Isolierung von 13-HPO(D)T wurde lediglich fiir die EA-C/P-
IRMS Analyse durchgefiihrt, da fiir die weiteren Abbauexperimente das Rohprodukt auch direkt ein-
gesetzt werden konnte. Abbildung 14 zeigt das Arbeitsschema fiir die enzymatische Darstellung von
13-HPO(D)T sowie der Bestimmung der Isotopenverhiltnisse von Fettsduren und korrespondieren-

den Hydroperoxiden.

Um die Einfliisse des Reaktionsmediums, der Reaktionsbedingungen sowie der chromatographischen
Aufreinigung auf die resultierenden Isotopenwerte bewerten zu kdnnen, wurden zusétzlich Blindwerte
ohne Enzympréiparat angesetzt und die hier nach der Chromatographie an Kieselgel wieder erhaltene
Linol- und Linolenséure ebenfalls mittels EA-C/P-IRMS vermessen. Bis auf das verwendete Wasser
fiir den Boratpuffer sowie die Losungsmittel bei der Chromatographie wurden dabei grundsitzlich
dieselben Reagenzien verwendet. Des weiteren hat es sich als wichtig erwiesen, die EA-C/P-IRMS
Analyse der Hydroperoxide praktisch unmittelbar nach deren Reindarstellung durchzufiihren, da diese
Verbindungen von Natur aus trotz Lagerung unter Argon nur iiber eine begrenzte Haltbarkeit verfiigen
und bereits minimale Zersetzungserscheinungen durch die sensorisch hoch aktiven Aldehydfragmente
erkennbar werden. Im Verlauf der Arbeit stellte es sich des weiteren heraus, dass die Haltbarkeit der
Fettsdurehydroperoxide neben der obligatorischen Lagerung unter Argon durch das Einfrieren in
Cyclohexan (-18°C) deutlich verldngert werden konnte, so dass fiir die weiteren Abbauexperimente je

nach Bedarf Aliquote der eingefrorenen Rohprodukte zur Verfiigung standen.
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Abb. 14: Arbeitsschema zur Darstellung von 13-(S)-Linol- (13-HPOD) und 13(S)-Linolenséurehydro-
peroxid (13-HPOT) sowie zur Ermittlung der 8" Cy.ppp- und 8°Hy.smow-Werte von Linol-, Linolen-
saure und 13-HPO(D)T mittels EA-C/P-IRMS.

Die Bestimmung der 8°'Hy.smow-Werte von Linol-, Linolensiure sowie 13-HPO(D)T erfolgte im Rah-
men der Uberpriifung des linearen Messbereichs der jeweiligen Verbindungen, was ein géingiges Ver-
fahren bei der “H/'H-Isotopenverhiltnismessung darstellt (Ruff, 2001; Hor, 2001). Zu diesem Zweck
wurden die Fettsduren Linol- und Linolensdure im Volumenbereich von 0,25-1,5 pl (Linolsdure) bzw.
0,25-2,0 pl (Linolensdure) im Elementaranalysator pyrolysiert, womit jeweils der gesamte Mess-
bereich abgedeckt werden konnte. Uber die Korrelation der eingesetzten Volumina bzw. der resul-
tierenden massenspektrometrischen Signalflichen mit den ermittelten 8*Hy.smow-Werten kann der
lineare Messbereich ermittelt werden. Abbildung 15 zeigt das Ergebnis der Bestimmung des linearen
Messbereichs von Linolsdure, Abbildung 16 entsprechend fiir Linolensdure. Es wurde in diesem Fall
die Korrelation von resultierender massenspektrometrischer Signalfliche mit den ermittelten 8Hy.
smow-Werten gewdhlt, da bei der Pipettierung der viskosen Substanzen naturgemill Schwankungen
auftraten. Mit Hilfe der grafischen Darstellung 146t sich erkennen, dass sich Linolséure iiber den
gesamten Messbereich hin linear verhilt, wie dies auch bei der elementaranalytischen *H/'H-Isotopen-
verhéltnismessung {liblicherweise der Fall ist (siche Kap. 2.4.1). Auf diese Art ist fiir die im Rahmen

dieser Arbeit verwendete Linolsiure ein §*Hy.smow-Wert von -221 + 4%, ermittelt worden.
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Abb. 15: Uberpriifung des linearen Messbereichs zur §*Hy._gvow-Bestimmung von Linolséure.
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AbD. 16: Uberpriifung des linearen Messbereichs zur 62HV_SMOW—Bestimmung von Linolenséure.

Auch bei Linolensédure ldsst sich anhand der grafischen Darstellung (Abb. 16) erkennen, dass hier der
Linearitdtsbereich iiber den gesamten Messbereich verlduft. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Linolensdure konnte so ein  8°Hy.gyow-Wert von -248 + 5%o ermittelt werden. Eine Zu-
sammenfassung der mittels EA-C/P-IRMS ermittelten 613CV_[)DB- und SZHV_SMOW—Werte von Fettsduren
und enzymatisch gebildeten 13-HPO(D)T gibt Tabelle 3.
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Tab. 3: Ubersicht iiber die im Verlauf der Sojabohnen-Lipoxygenase katalysierten Dioxygenierung
von Linol- und Linolenséure ermittelten “H/'H- und "*C/"*C-Isotopenverhiltnisse

Verbindung §"Hy._smow-Wert [%o] 8" Cy_ppp-Wert [%o]
Linolsdure 221+4 (n=11)" -29,2+0,1 (n=5)
13-(S)-Linolsdurehydroperoxid -193+4 (n=19)" -29,0+ 0,2 (n=6)
Linolsdure Blindwert -213£3 (n=106) -29,3+0,2 (n=16)
Linolensédure 248+ 5 (n=15) -29,7+0,1 (n=16)
13-(S)-Linolensdurehydroperoxid -213+3 (n=06) -29,8+ 0,1 (n=16)
Linolensdure Blindwert -244+ 4 (n=6) -29,6 £ 0,1 (n=6)

* n = Probenanzahl fiir die Analyse mittels EA-C/P-IRMS
® Fiir die Uberpriifung auf mégliche Isotopenfraktionierungen im Rahmen der chromatographischen Aufreini-

gung wurden mehrere der erhaltenen Fraktionen individuell analysiert

Wie aus den in Tabelle 3 oben dargestellten Daten ersichtlicht ist, fithrt die Lipoxygenase-katalysierte
Dioxygenierung von Linol- und Linolensdure zu einer Deuteriumanreicherung von 20-30%. innerhalb
der gebildeten Fettsdurehydroperoxide, wohingegen die 8'"°Cy.ppg-Werte praktisch unverandert
bleiben. Der beobachtete Effekt der Deuterium-Anreicherung lasst sich nicht allein iiber mogliche
Austauschreaktionen zufriedenstellend erkldren, sondern ist wohl auch weiteren Ursachen zuzuschrei-
ben. Mdgliche Austauschreaktionen oder Isotopendiskriminierungen wéhrend der priparativen Dar-
stellung lassen sich gut anhand der analysierten Blindwerte beurteilen. Die 8"Hy.smow-Blindwerte fiir
Linol- und Linolenséure bei identischer Praparation ohne Enzym zeigen eine Deuterium-Anreicherung
von 8%o bzw. 4% und bewegen sich somit im Rahmen der allgemeinen Messgenauigkeit. Dies zeigt
weiterhin, das sich der stattfindende Wasserstoffaustausch an der Carboxylgruppe wéhrend der pré-
parativen Darstellung der Fettsdurehydroperoxide angesichts der Mehrzahl an nicht-austauschbaren
Wasserstoffatomen nicht bemerkbar macht. Folglich erschliet sich fiir die gebildeten Hydroperoxide,
dass das zusitzlich an der Peroxyfunktion eingefiihrte und Austausch unterliegende Wasserstoffatom,
auch gemeinsam mit der austauschenden Carboxylfunktion, nicht ausreichend genug ist, um die be-
obachteten Anreicherungen alleine zu erkléren. Fiir eine mogliche Erklarung der beobachteten Deute-
riumanreicherungen kann der bereits bekannte und gut dokumentierte, grof3e kinetische Isotopeneffekt
der Sojabohnen-Lipoxygenase dienlich sein. So beobachteten Hwang und Grissom (1994) anhand von
Substratstudien mit Sojabohnen-Lipoxygenase und [11,11-*H,]-Linolsdure sowie Glickmann und

Klinman (1995) mit [*Hz;]-Linolsiure einen sehr groBen kinetischen Isotopeneffekt bei der Abstrak-
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tion des allylstindigen Protons wihrend der enzymatischen Katalyse, mit der Bevorzugung fiir 'H. Da
kinetische Isotopeneffekte bei enzymkatalysierten Reaktionen vor allem bei nicht-quantitativen Um-
setzungen in Erscheinung treten (Schmidt et al., 2003a), kann dies auch die hier beobachteten Unter-
schiede bei der Anreicherung von 13-HPOD und 13-HPOT erkldren. Wihrend die Umsetzung von
Linolsdure eine Ausbeute von etwa 90% an 13-HPOD erbrachte, wurde bei der Umsetzung von Lino-
lensdure lediglich etwa 60% an 13-HPOT gebildet, mit deutlichen Anteilen an 9-HPOT sowie Spuren
nicht umgesetzter Linolensdure. Parallel konnte bei 13-HPOD eine Deuteriumanreicherung von etwa
20%o, sowie bei 13-HPOT eine grofere Deuteriumanreicherung von etwa 30%o beobachtet werden,
was auch im Einklang mit dem bereits beschriebenen kinetischen Isotopeneffekt sowie den jeweiligen
Umsatzraten steht. Abbildung 17 zeigt zusammenfassend die beobachteten Isotopenverdnderungen
wihrend der Lipoxygenase-katalysierten Dioxygenierung von Linol- und Linolensdure. In weiter-
fiilhrenden Studien wiére es hier sicherlich interessant herauszufinden, inwieweit sich die *Hy.smow-
Werte von 13-HPO(D)T in Abhingigkeit von den gebildeten Mengen unterscheiden, vor allem auch
im Rahmen der Bildung der regioisomeren 9-HPO(D)T, da sich hier im Gegensatz zu den 13-Hydro-

peroxiden das C-Atom der H-Abstraktion auch in den aromawirksamen Alkenalen und Alkenolen

wiederfindet.
A~ TN~ COOH
Linolsaure
Sojabohnen- 8°Hy gpiow = -221 & 4%
LipoxygeiV B1Cy ppp = - 202 % 0,1% \
HOO
/\/\/\A/\/\/V COOH W/W\/COOH
13-(S)-Linolsaurehydroperoxid Linolsdure
8Hy gpow = 193 + 4%o &Hy gmow = -213 £ 3%o
S13Cy, ppp = - 29,0 £ 0,2%o0 SBCy ppp=-29,3 £ 0,2%o0
TN TN NS CO0H
Linolensdure
&FHy spow = 248 + 5%o
Sojabohnen- SBCy ppp=-29,7 £ 0,1%o
LipoxygeiV \
HOO
T R TS -COOH A e U Y Y N |
13-(S)-Linolensédurehydroperoxid Linolenséure
&Hy gpow = 213 £ 3%o0 &Hy gpow = -244 + 4%0
S13Cy ppp = - 29,8 £ 0,1%0 S13Cy ppp = - 29,6 = 0,1%0

Abb. 17: Schematische Darstellung der beobachteten Isotopenverdnderungen wéhrend der Lipoxy-
genase-katalysierten Dioxygenierung von Linol- und Linolensdure zu 13-(S)-Linol- und 13-(S)-Lino-
lensdurehydroperoxid sowie der entsprechenden Isotopenwerte fiir die Blindversuche ohne Enzym.

Daten stellen je Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dar.
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3.2 ?H/'H- und "*C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der enzymatischen und chemischen
Spaltung von 13-HPOD

In der folgenden Studie sollte zunichst untersucht werden, welche 8*Hy.smow- und 8°Cy_ppp-Werte
das enzymatisch mittels Hydroperoxidlyase feigesetzte Hexanal aufweist und ob sich diese Werte von
denen des auf chemischen Wege freigesetzten Hexanals unterscheiden. Dies ist insofern von Bedeu-
tung, als im Falle einer chemischen Spaltung von Fettsdurehydroperoxiden die resultierenden Alkenale
von Rechtswegen her nicht mehr als ,,natiirlich® bezeichnet werden diirfen, sondern dies lediglich im
Falle einer enzymatischen bzw. mikrobiologischen Methode zuldssig ist (siche Kap. 2.4.3.1). Ob be-
reits die thermische Zersetzung von Fettsdurehydroperoxiden einer chemischen Methode gleich-
kommt, oder aber diese noch zu den ,natiirlichen Prozessen, beispielsweise im Rahmen einer

Destillation (Kerler et al., 2005), gezihlt werden kann, ist sicherlich eine interessante Fragestellung.

Fiir die enzymatische Hydroperoxidlyase-katalysierte Spaltung der Fettsdurehydroperoxide galt es zu-
nichst, eine aktive Proteinfraktion frei von endogen gebildeten ,,Griinnoten” zu gewinnen, da bei de-
ren Vorliegen unter Umstidnden die 8*Hy.smow- und 8"Cy._ppp-Werte der aus dem 13-HPO(D)T gebil-
deten Aldehyde verfilscht werden konnten. Zu diesem Zweck sollte das Protein aus einem Pflanzen-
Rohextrakt mit (NH4),SO, prazipitiert werden sowie nach Wiederaufnahme in einem Puffer ausrei-
chende Hydroperoxidlyase-Aktivitdt ohne endogen vorliegende Cg-Aldehyde zur Verfiigung stehen.
Dies konnte anhand einer Proteinfraktion aus Lauch (Allium porrum L.) realisiert werden. Abbildung
18 a) zeigt dazu beispielhaft ein HRGC-MS-Chromatogramm, welches die Abwesenheit von endoge-
nen Cg-Alkenalen aus dem Lauch dokumentiert. Es konnten lediglich Spuren an Cs- und nicht nidher
qualifizierten Thioverbindungen nachgewiesen werden. In Abbildung 18 c) ist des weiteren ein Chro-
matogramm der Umsetzung der aktiven Proteinfraktion mit 13-HPOD abgebildet. Abb. 18 b) zeigt den
entsprechenden Blindwert ohne Enzym.

Fiir die chemische Spaltung wurde die Umsetzung der Fettsdurehydroperoxide in Diethylether mit
Bortrifluorid nach Gardner und Plattner gewéhlt (1984), als Modell fiir die rein thermische Zersetzung
die Spaltung an Bentonit in einem geschlossenen Glasréhrchen bei 120°C nach Kimoto und Gaddis
(1969). Die genannten Methoden wurden gewahlt, da sie hohe Produktkonzentrationen bei mdglichst
wenig Nebenreaktionen in Aussicht stellten. Abbildung 19 zeigt die beiden HRGC-MS-Chromato-

gramme der chemischen Umsetzungen.

Die so gewonnenen Hexanale wurden mittels HRGC-C/P-IRMS auf ihre 813CV_pDB— und 52Hv.SMow-
Werte untersucht, Abbildung 20 zeigt zusammenfassend die hierbei erhaltenen Ergebnisse. Bei der
Betrachtung der resultierenden 8"Cy.ppp- und SZHV_SMOW—Werte von Hexanal zeichneten sich dabei

deutliche Gemeinsamkeiten heraus.
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Abb. 18: Vergleich der HRGC-MS-Totalionenchromatogramme der enzymatischen Umsetzung des
13-HPOD-Rohprodukts mit einem Hydroperoxidlyase-aktiven Proteinprézipitat aus Lauch.

a) Diethylether-Extrakt des in Puffer aufgenommenen (NH4),SO,-Proteinprizipitats aus Lauch

b) Blindwert der Umsetzung von 13-HPOD ohne Proteinfraktion (die gezeigten 2,4-Decadienale sind
auf thermische Zersetzung von 13-HPOD im Injektorblock zuriickzufiihren)

¢) Umsetzung von 13-HPOD mit Proteinfraktion
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Abb. 19: HRGC-MS-Totalionenchromatogramme der chemischen Umsetzung von 13-HPOD
a) Spaltung mit Bortrifluorid

b) Thermische Zersetzung an Bentonit in geschlossenem Glasréhrchen
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AN TN TSNS COOH

Linolsdure

&Hy qyow = -221 % 4%o
813Cy ppp= - 29,2 £ 0,1%o

Sojabohnen-
Lipoxygenase
HOQ_
/\/\/_\\/W\/COOH

13-(S)-Linolsdurehydroperoxid

H, gyow = -193  4%o
813Cy ppp = - 29,0 £ 0,2%0

BF, HPL Bentonit

~~~CHO ~~CHO A~~~ CHO

PHygyow = 287 2% Hyguow=263%2%  82Hy 00 = -283 + 8%
313Cyppp=-303%£0,1%  813C,ppp=-309%£02%  §3C, pps=- 30,1 % 0,1%0

Abb. 20: Ubersicht iiber die §"°Cy._ppp- und 8*Hy._smow-Werte von Hexanal aus der enzymatischen und
chemischen Spaltung von 13-HPOD. Daten stellen je Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dar.

Das nach allen drei beschriebenen Methoden abgespaltete Hexanal zeigte im Vergleich zum Inter-
mediat 13-HPOD als auch zum Edukt Linolsdure eine deutliche Abreicherung im 5*Hy.smow-Wert
sowie auch eine signifikante Abreicherung im §'"°Cy.ppg-Wert. Die Begriindung ist hier vor allem in
der nicht-statistischen intramolekularen Isotopenverteilung zu finden, welche fiir Deuterium anhand
von SNIF-NMR" Untersuchungen fiir eine Reihe von Fettsiuren bekannt ist und eine unterschiedlich
stark ausgepridgte Deuteriumabreicherung am Kettenende von Fettsduren aufweist (Billault et al.,
2001; Billault et al., 2005). Die Ursache fiir diese nicht-statistische ’H/'H- und "/ 12C—Isotopenvelrtei—
lung kann zufriedenstellend mit Isotopendiskriminierungen im Rahmen der Kettenelongation, der
Quelle fiir Acetyl-CoA, der unterschiedlichen Enzymaktivititen beim Einbau verschiedener Wasser-
stoffatome sowie der kinetischen Fraktionierung durch die Desaturasen und Enoylreduktasen erklart
werden (Schmidt et al., 2003a). Wie hier gezeigt werden konnte, bleibt diese ,,Information* auch bei
der enzymatischen Freisetzung von Hexanal aus Linolsdure iiber das 13-HPOD erhalten.
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Gegeniiber den chemischen Spaltungen von 13-HPOD zeigt das Hexanal aus der enzymatischen
Spaltung eine Deuteriumanreicherung von ~ +20%o, was jedoch nur schwer iiber mogliche enzyma-
tische Isotopendiskriminierungen erklédrt werden kann. Vielmehr scheint es hier im Gegensatz zu den
in aprotischen Medien durchgefiihrten chemischen Spaltungen zu einer Aquilibrierung mit dem Reak-
tionsmedium Wasser gekommen zu sein. Wie jedes Keton oder Aldehyd unterliegt Hexanal der Keto-
Enol-Tautomerie, und kann dariiber an C-2 mit dem umliegenden Medium austauschen. Analog be-
richten Sessions et al. (2002) und Chikaraishi et al. (2004) von einem potentiellen Wasserstoffaus-
tausch der acetogenen n-Alkyllipide mit dem umgebenden Wasser durch Keto-Enol-Tautomerie im
Rahmen ihrer Biosynthese, was letztlich zu den unterschiedlichen Deuteriumgehalten von n-Alkyl-
lipiden und Isoprenoiden fiihren soll. Da das verwendete Wasser hier einen durchschnittlichen 5°Hy.
smow-Wert von -60%o aufweist, kann so die beobachtete Deuteriumanreicherung zufriedenstellend er-
klart werden. Zusammenfassend muss jedoch auch gesagt werden, dass anhand der fiir Hexanal
ermittelten Werte keine Unterscheidungsmoglichkeit zwischen chemischer und enzymatischer Spal-
tung gegeben ist, da der beobachtete Unterschied im 8*Hy.smow-Wert zu klein im Sinne einer analyti-

schen Relevanz ist.

3.3 *H/'H- und "*C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der enzymatischen und chemischen
Spaltung von 13-HPOT

Entsprechend der zuvor durchgefiihrten Studie sollten die Untersuchungen beziiglich der *H/'H- und
PC/"*C-Isotopenfraktionierung wihrend des enzymatischen Abbaus von 13-HPOD auch auf das 13-
(S)-Linolensaurehydroperoxid ausgedehnt werden, welches ebenfalls bereits mittels EA-C/P-IRMS
analysiert werden konnte (siche Kap. 3.1). Auch hier sollte der Abbau daneben auf chemischen Weg
durchgefiihrt und analysiert werden, um gegebenenfalls anhand der resultierenden 8*Hy.smow- und
8"Cy_pps-Werte Aussagen beziiglich der verwendeten Spaltmethode zu treffen. Entsprechend Anga-
ben im Kap. 3.2 erfolgten die enzymatische Umsetzung mit dem Proteinprézipitat aus Lauch (Allium
porrum L.) sowie die chemischen Spaltungen mittels Bortrifluorid in Diethylether und thermisch an
Bentonit in einem geschlossenen Gefall. Abbildung 21 zeigt ein reprasentatives HRGC-MS-Chroma-

togramm der enzymatischen Spaltung sowie den entsprechenden Blindwert.
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Abb. 21: HRGC-MS-Totalionenchromatogramme der enzymatischen Umsetzung von 13-HPOT mit

einem Hydroperoxidlyase-aktiven Proteinprizipitat aus Lauch.
a) Isoliertes 13-HPOT mit thermisch inaktivierter Proteinfraktion
b) 13-HPOT-Rohprodukt mit HPL-aktiver Proteinfraktion

Die chemische Umsetzung von 13-HPOT mit Bortrifluorid in Diethylether erbrachte im Gegensatz zu
der von Gardner und Plattner (1984) beschriebenen ausschlieBlichen Bildung von (E)-2-Hexenal bei
unseren Versuchen dquimolare Mengen von (Z)-3- und (E)-2-Hexenal (Abb. 22 a), wobei diese
Differenz auf den unterschiedlichen Reaktionsbedingungen beruhen diirfte. Die thermische Spaltung
an Bentonit (Abb. 22 b) lieferte dagegen praktisch ausschlieBlich das isomere (E)-2-Hexenal.
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Abb. 22: HRGC-MS-Totalionenchromatogramme der chemischen Umsetzung von 13-HPOT.
a) Isoliertes 13-HPOT mit Bortrifluorid in Diethylether
b) Thermische Spaltung des 13-HPOT-Rohprodukts an Bentonit in geschlossenem Glasréhrchen
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Die nach den beschriebenen Methoden gewonnenen isomeren Hexenale wurden mittels HRGC-C/P-
IRMS auf ihre §"*Cy_ppg- und §*Hy smow-Werte hin untersucht, Abbildung 23 zeigt zusammenfassend
die hierbei erhaltenen Ergebnisse. Bei der Betrachtung der Ergebnisse zeigten sich sowohl Ahnlich-
keiten mit den bereits zuvor angestellten Untersuchungen an 13-HPOD, als auch bemerkenswerte
Besonderheiten, die wohl der Natur des priméren Spaltprodukts (Z)-3-Hexenal zuzuschreiben sind.
Die enzymatische Spaltung von 13-HPOT erbrachte ein (Z)-3-Hexenal, welches mit einem 8"Hy smow-
Wert von -286 + 6%o ebenso wie das enzymatisch gebildete Hexanal aus 13-HPOD in *H gegeniiber
seinem Edukt Linolensdure abgereichert war und somit die bereits beobachteten Tendenzen beim
Fettsdureaufbau wiederspiegelte (siehe 3.2). Anhand eines Vergleichs mit positionsspezifischen SNIF-
NMR® Deuteriummustern von Linolensiure (Aursand et al., 1997) konnte so gezeigt werden, dass
auch hier im Falle der enzymatischen Spaltung von 13-HPOT die ,,Information der nicht-statistischen

intramolekularen Deuteriumverteilung von Fettsduren unveridndert weitergegeben wird.

Linolensdure

5 Hy gyow = -248 % 5%o
813Cyppp = 29,7 £ 0,1%o0

¢ LOX

HOQ

13-(S)-Hydroperoxylinolensiure

8 Hygpow= 213 * 3%
813C ppp = 29,8 £ 0,1%o0

IV Ne\ntonit

~—~.CHO N X-CHO
(Z)-3-Hexenal (E)-2-Hexenal
5 Hygyow = -286 + 6% BF, Hygyow= -339 + 6%o
813Cyppg = -30,2 £ 0,1%o0 313Cyppp = -28,7 £ 0,1%o
~—~CHO X CHO
50.2 % + h 49.8 %
(Z)-3-Hexenal (E)-2-Hexenal
82 Hygpow = -223 + 7%o Hygpow = -358 £ 2%o
313Cyppg = 27,8 = 0,2%o0 3B3Cyppg = -29,1 £ 0,2%o

Abb. 23: Ubersicht iiber die §"Cy_ppg- und 8*Hy.smow-Werte der Hexenale aus der enzymatischen und

chemischen Spaltung von 13-HPOT. Daten stellen je Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dar.
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Die Analyse der mittels Bortrifluorid aus 13-HPOT &quimolar gebildeten Spaltprodukte (Z)-3- und
(E)-2-Hexenal erbrachte dagegen eine “H- und "*C-Isotopendiskriminierung gegeniiber (E)-2-Hexenal,
wohingegen das nicht-isomerisierte (Z)-3-Hexenal die schwereren Isotope konservierte. Dies kann for-
mal dadurch erklart werden, dass Atombindungen an schwereren Isotopen in der Regel stabiler sind
(siche Kap. 2.1) und hier zunéchst eine Umlagerung der leichteren isotopomeren (Z)-3-Hexenal Mole-
kiile stattgefunden hat. Betrachtet man des weiteren den §*Hy.smow-Mittelwert der gebildeten Hexena-
le entsprechend ihrer quantitativen Bildung (siehe Abb. 22 a) und 23) bei der Spaltung mit Bor-
trifluorid nach

(8) [50,2 x (-223%0) + 49,8 x (-358%0)] : 100 = -290%o,

so erhilt man mit -290%o einen 8°Hy.smow-Wert fiir ein theoretisch ,,nicht-isomerisiertes* (Z)-3-Hexe-
nal mit sehr guter Ubereinstimmung zu dem experimentell fiir die enzymatische Spaltung vorgefun-
denen Wert von -286 £ 6%.. Demgegeniiber zeigt die Berechnung des 53 Cy_ppp-Mittelwerts nach

(9) [50,2 x (-27,8%0) + 49,8 x (-29,1%o0)] : 100 = -28,4%o

cher eine Ubereinstimmung mit dem experimentell bei der thermischen Spaltung an Bentonit ermit-
telten Wert von -28,7 £ 0,1%o, bei dem, wie bereits erwéhnt, ausschlielich das isomere (E)-2-Hexenal
gebildet, aber mit einem 8"Hy.smow-Wert von -339 + 6%o deutliche Abweichungen aufgezeigt wur-
den. 8°Hy._smow- und 8°Cy.ppp- Werte fiir das interessante (E)-2-Hexenal aus Pflanzen und Friichten
sind aus fritheren Studien in unserem Arbeitskreis im Bereich von -219 bis -372%0 bzw. -31,5 bis
-40,9%0 dokumentiert (Ruff, 2001; Elss et al., 2006), so dass anhand der vorliegenden Daten nicht
ausgeschlossen werden kann, dass es auch im Rahmen der Isomerisierung von (Z)-3-Hexenal zu (E)-
2-Hexenal in Pflanzen und Friichten zu einer Deuteriumabreicherung kommt. Hier miissten allerdings
erst noch weitere systematische Studien anhand der endogen in den Pflanzen vorhandenen Edukt-

Fettsiduren angestellt werden, um letztlich gesicherte Aussagen treffen zu konnen.

Beziiglich der Authentizititsbewertung von (E)-2-Hexenal kann jedoch die Feststellung hilfreich sein,
dass es im Rahmen der enzymatischen Spaltung von 13-HPOT, wie auch bei derjenigen von 13-
HPOD, zu keiner signifikanten Anderung des 8"Cy.pps-Wertes zwischen Edukten und Produkten
kommt. Es konnte hier lediglich eine geringfiigige Abreicherung im 8" Cy.pps-Werte von 0,5 bis 1,7%o
beobachtet werden, deren Ursache jedoch unklar ist. Da biotechnologische Verfahren zur Darstellung
aromaaktiver C¢-Verbindungen Ole bzw. Fettsiuren aus Olsaaten heranziehen und diese in der Regel
8" Cy.ppp-Werte um die -28 bis -33%o aufweisen (Aursand et al., 1997), konnen 8" Cy.ppp-Werte von
(E)-2-Hexenal in diesem Bereich, gekoppelt mit §*Hy.smow-Werten kleiner -300%o, auf eine biotech-
nologische Herkunft hinweisen, jedoch nicht ausschlieBlich nahelegen (Schreier, 2004). Ein dhnliches
Phénomen ist von unserer Arbeitsgruppe auch bei der Authentizitdtsbewertung von y- and 6-Deca-
lacton aufgezeigt worden, was die Unterscheidung der natiirlichen ,,ex fruit“ von den synthetischen
und biotechnologischen Verbindungen betrifft (Tamura et al., 2005).
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3.4 “H/'H- und "*C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der durch S. cerevisiae katalysierten
Reduktion von Ce-Aldehyden zu Cg-Alkoholen

In den folgenden Untersuchungen sollte anhand der Alkohol-Dehydrogenase-(ADH) katalysierten Re-
duktion von C¢-Aldehyden mit Saccharomyces cerevisiae untersucht werden, inwieweit und mit wel-
chem AusmaB sich dieser Reduktionsschritt auf die §"°Cy_ppg- und 8*Hy_smow-Werte der gebildeten Cg-
Alkohole auswirkt. Es sollten hierbei zum einen Informationen iiber die Isotopenfraktionierung im
Rahmen der biotechnologischen ,,Griinnoten““~-Produktion gewonnen (Muller et al., 1995) sowie
grundlegenden Fragestellungen beziiglich des Hydrid-Transfers wéhrend der Reduktion von C¢-Alde-
hyden nachgegangen werden. In der Literatur wird generell auf die Ubertragung von stark *H-abge-
reicherten Wasserstoffatomen in biologischen Systemen hingewiesen (Schmidt et al., 2007; Schmidt et
al. 2003a), allerdings zeigten Untersuchungen von Hor et al. (2001), dass bei dem gleichzeitigen
Vorliegen von (E)-2-Hexenal und (E)-2-Hexenol in unterschiedlichen Pflanzenproben der Alkohol
durchschnittlich um 35-45%o in Deuterium gegeniiber seinem Vorldufer angereichert ist. In Bléttern
stieg dieser Unterschied sogar auf durchschnittlich 85%., jedoch konnten die genannten Autoren hier-
fiir keine mogliche Erkldrung geben. Um hier weitergehende Informationen zu erhalten, sollten in der
vorliegenden Arbeit zum einen die enzymatisch aus den Fettsduren gewonnenen Aldehyde weiter zu
den korrespondierenden Alkoholen umgesetzt, als auch Studien mit konventionell erhiltlichen Alde-

hyden unterschiedlicher Isotopensignatur durchgefiihrt werden.

3.4.1 *H/'H- und "C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der durch S. cerevisiae katalysierten

Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol

3.4.1.1 Fermentative Reduktion von Hexanal aus 13-HPOD

Fiir die fermentative Reduktion von Hexanal wurde zunichst in Vorversuchen ein kommerzielles und
als ,,natiirlich deklariertes Hexanal bei pH 4,0 und pH 7,0 mit der Trockenreinzuchthefe Fermivin® zu
dem entsprechenden Alkohol 1-Hexanol reduziert. Die hierbei ermittleten 8*Hy.gyow- und 8"°Cy._pps-
Werte zeigten, wie auch bei einer entsprechenden Umsetzung von (E)-2-Hexenal, keine pH-abhéngi-
gen Unterschiede, so dass alle nachfolgenden Umsetzungen bei der schneller verlaufenden fermentati-
ven Reduktion bei pH 4,0 durchgefiihrt wurden. Fiir die Reduktion des enzymatisch aus 13-HPOD ge-
bildeten Hexanals wurde dieses nach HRGC-C/P-IRMS Analyse direkt fiir die weitere Reduktion ein-
gesetzt. Abbildung 24 zeigt ein reprasentatives HRGC-MS-Chromatogramm nach der fermentativen
Umsetzung der in Abb. 18 ¢) dargestellten Enzymkatalyse von 13-HPOD mit HPL (aus Lauch), sowie

die dabei ermittleten 8"*Cy._ppp- und 8°Hy.smow-Werte von 1-Hexanol.
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Abb. 24: HRGC-MS Totalionenchromatogramm der fermentativen Reduktion von enzymatisch aus
Linolsdure iiber 13-HPOD dargestelltem Hexanal (siche Abb. 18c) zu 1-Hexanol sowie die jeweils

bestimmten 8'°Cy ppp- und 5°Hy_smow-Werte fiir Hexanal und 1-Hexanol.

3.4.1.2 Modellstudien zur fermentativen Reduktion von Hexanal

In zusétzlichen Modellstudien sollte die fermentative Reduktion auf weitere Hexanale ausgedehnt
werden, da hier zusitzliche Substrate iiber einen breiten Isotopenbereich umgesetzt werden konnten.
Zu diesem Zweck wurden zwei kommerzielle Hexanal-Proben mit unterschiedlichen Isotopenwerten
in 20%-Stufen vermischt und dadurch Hexanale mit definierten Isotopenwerten ,,generiert. Zur An-
wendung kamen dabei ein synthetisches Hexanal mit 8"Cy.ppg = -24,6 = 0,1%o0 (EA) und 62HV-SMOW =
-50 + 2%o (EA) sowie ein als ,,natiirlich® deklariertes Hexanal mit §"°Cy.ppg = -33.6 + 0,1%0 (EA) und
8"Hy.smow = -243 + 3%o (EA). Diese Proben wurden fermentativ mit Hefe reduziert und parallele
Blindwerte ohne Hefe angesetzt. Wiederfindungs-Ansétze mit sechs ,,Griinnoten“-Standards schlossen
eine Isotopenfraktionierung im Rahmen der Probenaufarbeitung aus (siche Anhang). Die Analyse der
Blindwerte als auch der korrespondierenden Hefe-Umsetzung erfolgte mittels HRGC-C/P-IRMS unter
Wahrung der linearen Messbereiche der individuellen Verbindungen (siche Anhang). Bis auf das ver-

wendete Wasser wurden dabei grundsitzlich dieselben Reagenzien sowie identische Reaktionsbeding-
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ungen verwendet. In Tabelle 4 sind die dabei ermittelten 8°Cy.ppg-Werte, in Tabelle 5 die entsprech-

enden 8°Hy._smow-Werte zusammengestellt.

Tab. 4: Bei der fermentativen Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol ermittelte 613CV_pDB—Werte

Anteil Hexanal®

Hexanal

8"Cy.ppi [%o]

Hexanal

8"Cy.ppa [%0]”

1-Hexanol

8"Cy.ppp [%0]°

(berechnet)” (Blindwert)
synthetisch natiirlich

100% 0% -24,6 -244+0,1 -249+0,1
80% 20% -26,5 -26,4+0,2 -26,2+0,2
60% 40% -28,3 -28,1+£0,1 -27,8+04
40% 60% -30,2 -29,5+0,1 -30,3+ 0,4
20% 80% -31,8 -31,9+0,1 -31,1+£0,2
0% 100% -33,6 -33,6 £ 0,1 -33,0+0,1

 8"3Cy.ppp (synthetisch) = -24,6 + 0,1%o (EA); 8"*Cy._ppp (natiirlich) = -33,6 + 0,1%o (EA)

® die Berechnung der jeweiligen Isotopenwerte dient als Orientierung sowie dem Vergleich mit dem analysierten
Blindwert, die Berechnung erfolgt anhand der EA-Werte nach:

[(Anteil Hexanal synthetisch) x (-24,6%o0) + (Anteil Hexanal natiirlich) x (-33,6%o0)] : 100

¢ Mittelwerte von Mehrfachmessungen sowie die dabei ermittelte Standardabweichung

Anhand der in Tabelle 4 aufgefiihrten Daten ist gut zu erkennen, das es im Rahmen der fermentativen
Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol zu keinen signifikanten Verdnderungen im 5" Cy._ppp-Wert ge-
kommen ist, wie dies auch bereits bei der Hefereduktion des enzymatisch aus 13-HPOD gebildeten
Hexanals (siche Abb. 24) beobachtet wurde. Die parallel durchgefiihrten Blindwerte bestétigen iiber
ihre 8"°Cy.ppp- und 8°Hy smow-Werte (Tab. 5) die theoretische Vorbetrachtung und zeigen, dass im
Rahmen der Probenvorbereitung mit keinen groeren Abweichungen gerechnet werden muss. Bei der
Betrachtung der in Tabelle 5 zusammengestellten Daten kann ferner festgestellt werden, dass es in
allen Fillen der durchgefiihrten Reduktionen von Hexanal zu 1-Hexanol zu einer durchgehenden
Anreicherung im §"Hy smow-Wert gekommen ist, wobei jedoch diese Anreicherungen unterschiedliche
AusmalBe je nach dem zuvor vorliegenden §"Hy.smow-Wert von Hexanal annehmen. Da es sich hier um
praktisch quantitative Umsetzungen handelt, konnen weitere Uberlegungen beziiglich der beobach-
teten Anreicherungs-Differenzen angestellt werden. Fiir diese Beurteilung bietet sich die Korrelation
der beobachteten Anreicherungs-Differenzen mit den jeweiligen Blindwerten an, Abbildung 25 zeigt

diese Gegeniiberstellung.
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Tab. 5: Bei der fermentativen Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol ermittelte 62HV_SM0W—Werte

Hexanal Hexanal 1-Hexanol Beobachtete
Anteil Hexanal® 8"Hy-smow [%0]  8Hy-smow [%0]”  8°Hy.smow [%0]©  Anreicherung @
(berechnet)” (Blindwert)
synthetisch natiirlich
100% 0% -50 -64£5 48 +1 +16%0
80% 20% -90 -83=+1 -59+1 +24%0
60% 40% -129 -133+ 1 -109 £ 1 +24%0
40% 60% -169 -174 + 1 -142+ 1 +32%o
20% 80% -208 -209 + 1 -164 + 1 +45%o
0% 100% -243 252+ 1 204 + 1 +48%0

* 8"Hy.smow (synthetisch) = -50 = 2%o (EA); 8’Hy_smow (natiirlich) = -243 = 3%o (EA)

® die Berechnung der jeweiligen Isotopenwerte dient als Orientierung sowie dem Vergleich mit dem analysierten
Blindwert, die Berechnung erfolgt anhand der EA-Werte nach:

[(Anteil Hexanal synthetisch) x (-50%o0) + (Anteil Hexanal natiirlich) x (-243%o)] : 100

¢ Mittelwerte von Mehrfachmessungen sowie die dabei ermittelte Standardabweichung
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Abb. 25: Fermentative Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol mittels S. cerevisiae: Korrelation der
beobachteten Deuterium-Anreicherungen in 1-Hexanol zu den jeweiligen Hexanal-Blindwerten (siche
Tab. 5).



62 3 Untersuchungen zur Isotopenfraktionierung bei C¢-Verbindungen

Durch die gewédhlte Gegeniiberstellung der Ergebnisse der fermentativen Modellumsetzungen (sieche
Tab. 5) lasst sich ein linearer Zusammenhang bei der Hefe-katalysierten Reduktion von Hexanal zu 1-
Hexanol zeigen. Dieser lineare Zusammenhang bleibt mit R*=0,8905 auch bei der entsprechenden
Gegeniiberstellung mit den Werten fiir 1-Hexanol (siche Tab. 5) erhalten. Die beobachteten Anreicher-
ungen wurden demnach formal durch die Ubertragung von Wasserstoffatomen mit konstant angerei-
chertem §*Hy_spow-Wert verursacht, der sich in Abhédngigkeit von dem 8"Hy.smow-Wert des als Edukt
eingesetzten Hexanals unterschiedlich stark auswirkt. Der Schnittpunkt des in Abbildung 25 darge-
stellten linearen Verlaufs mit der X-Achse stellt folglich den §"Hy.smow-Wert eines Hexanals dar (~
+35%o), bei dem durch die in der Hefereduktion stattfindende Wasserstoffiibertragung keine Verédn-
derung mehr beobachtet werden kann, da hier der 8*Hy smow-Wert mit dem der iibertragenen Wasser-

stoffatome 1dentisch ist.

3.4.1.3 Fermentative Reduktion von Hexanal in D,O

Aufgrund der ermittelten Ergebnisse stellte sich unweigerlich die Frage, wie es zu einer derartigen An-
reicherung innerhalb der 8"Hy.smow-Werte kommen konnte, da einerseits die iibliche Lehrmeinung
doch von einer generellen Ubertragung stark abgereicherter Wasserstoffatome in biologischen Sys-
temen ausgeht (Schmidt et al, 2007; Schmidt et al., 2003a), aber andererseits bereits Hor et al. (2001)
von einer Deuteriumanreicherung in (E)-2-Hexenol gegeniiber (E)-2-Hexenal berichteten (siche 3.4.2).
Vergleichbare Untersuchungen von Martin et al. (1986) und Zhang et al. (1995 und 2003) im Rahmen
von Ethanol- und Milchsdurefermentationen hatten zudem ergeben, dass es dabei zu einem Einbau von
Wasserstoffatomen aus dem Wasser an C-1 in Ethanol sowie an C-2 von Milchsdure kommt, was
ebenfalls zu einer Anreicherung der Edukt-Molekiile Acetaldehyd und Pyruvat fiihrte.

Fiir weitergehende Untersuchungen wurde daher ein zusétzliches Experiment durchgefiihrt, bei dem
Hexanal mittels S. cerevisiae (im verkleinerten Mafistab) in D,O umgesetzt und das dabei gebildete 1-
Hexanol massenspektrometrisch untersucht wurde. Da das Fragmentierungsverhalten von 1-Hexanol
bei 70 eV bereits gut dokumentiert in der Literatur vorliegt (Friedel et al., 1956; Derrick et al., 1973),
erhofften wir uns dadurch zusitzliche Informationen, um das Anreicherungsverhalten von Hexanal zu
1-Hexanol wihrend der fermentativen Hefereduktion besser zu beurteilen. Abbildung 26 zeigt die ent-

sprechenden Massenspektren von 1-Hexanol aus der Umsetzung in D,O sowie H,O.

Anhand des Vergleichs der Molekiilfragmente nach Wasserverlust, m/z = 84 und m/z = 85, innerhalb
der beiden Massenspektren wird deutlich, dass bei der fermentativen Reduktion von Hexanal zu 1-

Hexanol in D,O formal der Einbaus eines Wasserstoffatoms aus dem Wasser stattgefunden hat.
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Abb. 26: El-Massenspektren von 1-Hexanol (70 eV), oben aus der fermentativen Reduktion von
Hexanal in H,O, unten aus der fermentativen Reduktion von Hexanal in D,0O. Fragmentierung von 1-
Hexanol nach Friedel et al. (1956) und Derrick et al. (1973).

Die Massenfragmente m/z = 70 und m/z = 56 im Spektrum des 1-Hexanols aus der Umsetzung in D,O
machen jedoch deutlich, dass als Position des Deuteriumeinbaus C-1 oder C-2 zu nennen ist, da sie
hier keine Unterscheidung zulassen, wenngleich von der mechanistischen Betrachtung der Alkohol-
Dehydrogenase-Reaktion (Leskovac et al., 2002) C-1 als Position in Frage kommt. Die Massen-
spektren konnen daher dahingehend interpretiert werden, dass zum einen das Hydrid des reduzierten
NADH-Cofaktors, wie bereits von Fronza et al. (1995a) beschrieben, mit dem umgebenden Wasser
austauscht und somit an C-1 der Einbau von Deuterium erfolgt, oder aber auch der Austausch von

Wasserstoffatomen an C-2 von Hexanal durch die Keto-Enol-Tautomerie stattfindet.

Positionsspezifische SNIF-NMR® Untersuchungen von Fronza et al. (1996) ergaben als Authentizi-
tatskriterium fiir 1-Hexanol die Korrelation der Deuteriumgehalte von C-1 mit C-3 bis C-5. Letztere

konnten in den Spektren nicht aufgeldst werden. Die genannten Autoren untersuchten jedoch nicht die
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Hefe-katalysierte Reduktion von Hexanal, sondern neben chemischen Reduktionsmoglichkeiten von
Hexansédure diejenige durch den Pilz Colletotrichum gloeosporides (Fronza et al., 1995a). Im Rahmen
der mikrobiellen Reduktion von Hexansédure stellten sie dabei fest, dass es sowohl an C-1 als auch C-2
zu einem Einbau von Wasser kommt. Mit Hefe flihrten Fronza et al. (1996) einen Versuch durch, in-
dem sie iiber 20 h 1-Hexanol in einem Fermentationsansatz inkubierten. Dabei stellten die Autoren
eine Deuteriumanreicherung von 12,6 ppm an Position C-1 fest, was in etwa einem 8*Hy smow-Wert
von ~ +80%o entspricht. Dies ist insofern interessant, als dieser Effekt einzig und allein der Alkohol-
Dehydrogenase-katalysierten Aquilibrierung mit Wasser iiber den Aldehyd zuzuschreiben ist, was
auch in anderer Weise von Gramatica et al. (1981) bei der Reduktion von perdeuterierten Zimtalkohol-
derivaten mit S. cerevisiae nachgewiesen wurde. Untersuchungen von Rabiller et al. (1990) und Zhang
et al. (2003) zeigten daneben, das es bei der alkoholischen Gérung zu einem vermehrten Einbau von

Deuterium in das (R)-[1-*H,]-Isotopomer von Ethanol kommt.

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten zeigen nun ergdnzend, dass es auch bei der fermenta-
tiven Reduktion von Hexanal zu einer Deuteriumanreicherung sowie zu einem signifikannten Einbau
von Wasser kommt. Da dieses liblicherweise hohere Deuteriumgehalte aufweist und in den hier durch-
gefiihrten Studien Wasser mit einem durchschnittlichen §"Hy.smow-Wert von -60%o verwendet wurde,
lassen sich zumindest teilweise die beobachteten Anreicherungen in den 8*Hy.smow-Werten erkliren.
Es konnte ferner gezeigt werden, dass diese Anreicherung unter den gewéhlten Bedingungen konstant
ist und in keiner Abhingigkeit zu den 8"Hy.smow-Werten der Edukte steht, sich jedoch dementsprech-
end unterschiedlich stark auswirkt. Dadurch kénnen auch die von Hér et al. (2001) beobachteten An-
reicherungen in den 8*Hy.smow-Werten von (E)-2-Hexenal zu (E)-2-Hexenol erkliart werden, ebenso
die beobachtete Differenz der Anreicherung in Friichten (~ +45%o0) gegeniiber Blattern (~ +85%o), da
das Wasser von Blittern generell hhere Deuteriumgehalte aufweist als das von Friichten (sieche Kap.
2.2.2). Es ist denkbar, dass die beobachtete Anreicherung durch weitere Faktoren (auler dem Wasser)
beeinflusst werden kann, wie etwa der Inkubationszeit oder gar der Kohlenhydratquelle. Es bleibt
jedoch die Frage, ob diese Anreicherung durch eine einmalige Ubertragung angereicherter Wasser-
stoffatome erfolgt, oder erst sekundar im Rahmen der Gleichgewichtsreaktion der ADH sukzessiv
erfolgt bzw. welchen Anteil die jeweiligen Prozesse hierbei haben. Kinetische Isotopeneffekte bei der
ADH-Reaktion sind in der Literatur zwar bereits mehrfach beschrieben (Blanchard und Wong, 1991),
zeigen jedoch deren Bevorzugung fiir das leichtere 'H. Daher stellt sich unmittelbar die Frage, welcher
Prozess letztendlich zu der beobachteten Anreicherung der Wasserstoffatome aus dem Wasser fiihrt.
Potentielle Moglichkeiten ergeben sich hier sicherlich zum einen bei dem Hydridaustausch des
NADH-Cofaktors mit dem umgebenden Wasser (Fronza et al., 1995a) sowie sekundar im Verlauf der
ADH-Aquilibrierung.

Auf die Authentizitidtsbewertung von I-Hexanol mittels HRGC-P/C-IRMS Analytik haben die
ermittelten Daten indes keinen EinfluB3, wenngleich die Tatsache, dass es im Rahmen der Biogenese
von Linolsdure zu 1-Hexanol zu keiner nennenswerten Verdnderung der 513Cy.ppp-Werte kommt (sie-
he Kap. 3.2, 3.4.1.1 und 3.4.1.2), fiir die Zuordnung biotechnologisch produzierten 1-Hexanols aus Ol-
saaten-Fetten sicherlich hilfreich sein kann (vgl. Kap. 3.3). Dazu bietet sich nach wie vor die Korrela-
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tion der globalen 8"Hy.smow- und 8"°Cy pps-Werte an (Hor, 2001; Elss et al., 2006). Diese sind beson-
ders gut anhand von Apfeln untersucht und erméglichen hier eine Unterscheidung von synthetischen,

natiirlichen ,,ex fruit“ und ,,natiirlichen®, also biotechnologisch gewonnenen 1-Hexanol-Proben.

Eine Authentizititsbewertung ermoglichen die charakteristischen 62HV_SMOW— und 813CV_pDB—Werte von
1-Hexanol aus Apfeln. Diese sind in der Literatur in den Bereichen von 8"Cy._ppp= -45,8 bis -37,3%o
sowie 5°Hy smow= -176 bis +73%o (1) angegeben (Hor, 2001; Elss et al., 2006) und wecken so Zweifel
beziiglich der Biogenese aus Fettsdurehydroperoxiden (siehe Kapitel 3.4.1.1 und 3.4.1.2). Bekanntlich
konnen kurzkettige Fettsduren in Pflanzen auch tiber die B-Oxidation héherer Homologer oder die de
novo Synthese aus Acetyl-CoA gebildet werden (Stryer, 1999). Bei Untersuchungen zur Aromastoff-
biosynthese in Apfeln stellte Paillard (1979) fest, das 1-Hexanol vorwiegend iiber die geradkettigen
Cs-Cy, Fettsduren via p-Oxidation gebildet wird, wohingegen der Zusatz von Linolsdure, dem Edukt
der Hydroperoxid-Hydroperoxidlyase Kaskade, nur deutlich geringere Mengen an 1-Hexanol zur Fol-
ge hatte. Zu den gleichen Ergebnissen kamen u. a. auch Rowan et al. (1999) anhand von Untersu-

chungen mit perdeuterierten Precoursormolekiilen.

Die Biosynthese von 1-Hexanol in Apfeln im Rahmen der f-Oxidation kann auch anhand der doku-
mentierten 8°Cy_ppg und 8*Hy.spow-Werte hypothetisch nachvollzogen werden. Demnach fiihren die
Pyruvat-Decarboxylase-Reaktionen wahrend des Fettsdureabbaus zu Acetyl-CoA zu einer zusitzli-
chen Abreicherung der 8"*Cy_pps-Werte gegeniiber den bereits abgereicherten Edukt-Fettsiuren (sieche
Kap. 2.3.2), der parallele Wasserstoff-Austausch mit dem umliegenden und angereicherten Frucht-
wasser (siehe Kap. 2.2.2) bedingt die hohen 82HV_SMOW—WeITe, wie dies auch bereits von Sessions et al.
(2002) bei Untersuchungen mit mikrobiell produzierten Fettsduren nachgewiesen werden konnte. Die
extrem angereicherten §"Hy.smow-Werte von 1-Hexanol bis in den positiven Bereich legen gar die Ver-
mutung nahe, dass hier eine de novo Synthese von 1-Hexanol aus dem Acetyl-CoA der B-Oxidation
stattfindet, denn nur so bietet sich auch die Moglichkeit eines umfassenden Wasserstoffaustauschs mit

dem umliegenden Wasser.

3.4.2 *H/'H- und "C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der durch S. cerevisiae katalysierten
Reduktion von (Z)-3- und (E)-2-Hexenal

3.4.2.1 Fermentative Reduktion von (Z)-3-Hexanal zu (Z)-3-Hexenol

In Erweiterung der Untersuchungen zur fermentativen Reduktion von Cg¢-Aldehyden wurde auch das
aus Linolensdure via 13-HPOT dargestellte (Z2)-3-Hexenal nach HRGC-P/C-IRMS Analyse umgesetzt,

dergleichen auch eine zur Verfiigung stehende und als ,natiirlich® deklarierte Referenzverbindung.
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Abbildung 27 zeigt ein reprisentatives HRGC-MS-Chromatogramm nach der fermentativen Um-
setzung der in Abb. 21 b) dargestellten Enzymkatalyse von 13-HPOT mit HPL (aus Lauch). In Tabelle
6 sind die dabei ermittleten §*Hy.syow- und 8°Cy. ppg-Werte von (Z)-3-Hexenol als auch die der

entsprechenden Umsetzung der Referenzverbindung gelistet.
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Abb. 27: HRGC-MS Totalionenchromatogramm der fermentativen Reduktion von enzymatisch aus
Linolenséure iber 13-HPOT dargestelltem (Z)-3-Hexenal (siche Abb. 21 b) zu (Z)-3-Hexenol.

Tab. 6: Bei der fermentativen Reduktion von (Z)-3-Hexenal zu (Z)-3-Hexenol ermittelte §*Hy smow-
und 613Cv_pDB—Werte

fermentativ umgesetztes (Z)-3-Hexenal ® (Z)-3-Hexenol ¥
(Z)-3-Hexenal 8"Hy-smow [%o] 8Hy-smow [%o]
8"Cv.pps [%o] 8"Cv.-ppp [%o0]
(Z2)-3-Hexenal -60 + 1 -54+2
(als ,,natiirlich* deklariert) -25,3+0,2 -25,3+0,2
(Z)-3-Hexenal 286+ 6 -235+5
(via 13-HPOT) -30,2+0,1 -30,0 £ 0,3

* Mittelwerte von Mehrfachmessungen sowie die dabei ermittelte Standardabweichung
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Wie bereits bei der fermentativen Reduktion von Hexanal festgestellt (siehe Kap. 3.4.1.1 und 3.4.1.2),
fand auch hier bei der Umsetzung von (Z)-3-Hexenal zu (Z)-3-Hexenol eine Anreicherung im §°Hy.
smow-Wert statt. Die beobachteten Anreicherungsdifferenzen (Tabelle 6) sind in etwa mit denen in
Abb. 24 und Tabelle 5 aufgefiihrten vergleichbar, so dass ein dhnlicher Mechanismus beziiglich der
Deuterium-Anreicherung aus dem Wasser im Rahmen der Alkohol-Dehydrogenase-Gleichgewichts-
reaktion angenommen werden kann (vgl. Kap. 3.4.1.3). Detaillierte Untersuchungen wie etwa bei 1-
Hexanol (Kap. 3.4.1) oder (E)-2-Hexenal (Kap. 3.4.2.2) konnten von uns jedoch nicht angestellt
werden, da weder zusdtzliches kommerzielles Referenzmaterial noch ausreichende Probenmengen von
(Z)-3-Hexenal aus der enzymatischen Darstellung aus Linolenséure via 13-HPOT fiir etwaige Aufsatz-
versuche zur Verfiigung standen. Da die Alkohol-Dehydrogenase kurzkettige Aldehyde mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit umsetzt (Fauconnier et al., 1999; Leskovac et al., 2002), ist es sicherlich
interessant zu untersuchen, ob die bei der Umsetzung von Hexanal zu 1-Hexanol beobachteten Anrei-
cherungsdifferenzen in einer vergleichbaren Grofenordnung auch bei der Umsetzung von (Z)-3-Hexe-
nal zu (Z)-3-Hexenol auftreten. Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Daten legen dies zwar nahe, jedoch ist
die Probenzahl mit lediglich zwei Umsetzungen einfach zu gering, um detailliertere Vergleiche
anzustellen.

Bei einer Authentizititsbewertung von (Z)-3-Hexenol erlaubt die HRGC-P-IRMS-Messungen des
8" 0y.smow-Wertes eine eindeutige Unterscheidung zwischen Synthese- und natiirlichem Material,
wohingegen bei der Korrelation von 8"Hy.smow- und 8"°Cy. ppp-Werten bereits Uberschneidungen
auftreten (Ruff, 2001). Untersuchungen von Ruff (2001) zeigen des weiteren, das sich die 8"°Cy._ppp-
Werte der kommerziellen, als ,,natiirlich® deklarierten und somit (potentiell) biotechnologisch erzeug-
ten (Z)-3-Hexenole im Bereich von -31,4 bis -34,6%. sammeln, wohingegen (Z)-3-Hexenol aus
authentischem Pflanzenmaterial einen §'°Cy._ppg-Bereich von -35,4 bis -45,1%o0 abdeckt. Die Autorin
vermutete daher den 8°Cy.ppg-Wert als ein wichtiges Kriterium fir die Unterscheidung von
biotechnologisch gewonnenem (Z)-3-Hexenol gegeniiber den natiirlichen ,.ex plant“ Materialien,
konnte dies jedoch aufgrund des Fehlens von authentischen, biotechnologisch hergestellten Proben
nicht weiter festigen. Wie bereits in Kap. 3.3 und 3.4.1.3 angesprochen wurde, kénnen die dokumen-
tierten und verschiedenen §"°Cy_ppg-Werte von (Z)-3-Hexenol den unterschiedlichen 5"3Cy.ppe-Werten
der Fettsdure-Edukte sowie konkurrierender Stoffwechselprozesse bei der pflanzlichen Cq-Biogenese
zugeschrieben werden. Die biotechnologische Produktion stellt dagegen einen gerichteten Prozess dar,
bei dem Nebenreaktionen soweit wie moglich ausgegrenzt werden. Wie gezeigt werden konnte, ist
daher auch nicht mit einer signifikannten Verdnderung des 83 Cv.ppe-Wertes zu rechnen (siche Abb.
17, 20, 23 und 24 sowie Tab. 4, 5 und 6), welcher den entsprechenden 8" Cy.ppp-Werte der Edukt-

Fettsdure wiederspiegelt.
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3.4.2.2 Modellstudien zur fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal

3.4.2.2.1 Fermentative Totalreduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol

Abschlielende Untersuchungen zur fermentativen Reduktion von C¢-Aldehyden wurden von uns an-
hand von Modellumsetzungen mit dem Alkenal (E)-2-Hexenal angestellt. Wie bereits bei den Modell-
umsetzungen mit Hexanal (siche Kap. 3.4.1.2) sind auch hier durch das Vermischen zweier kommer-
zieller (E)-2-Hexenale definierte Isotopenwerte ,,generiert” worden. Zur Anwendung kamen dabei ein
synthetisches (E)-2-Hexenal mit 8 Hy.smow = -21 £ 5% (EA) und 5" Cy.ppp = -28,4 + 0,1%0 (EA)
sowie ein als ,,natiirlich deklariertes (E)-2-Hexenal mit §Hy-smow = -365 £ 1%o und 8" Cy.ppp = -27,7
+ 0,1%0 (EA). Zugunsten moglichst groBer Unterschiede in den 8"Hy.smow-Werten musste hier leider
von einer groflen Differenz in den 5" Cy ppp-Werten abgesehen werden, da ansonsten kein geeignetes
Paar zustande gekommen wére. Auch hier erfolgte die Umsetzung neben parallel durchgefiihrten
Blindwerten und anschlieBender Analyse mittels HRGC-P/C-IRMS (vgl. 3.4.1.2).

(E)-2-Hexenal wurde von S. cerevisiae dabei glatt zu 1-Hexanol umgesetzt, wovon zunichst nicht
ausgegangen war. In ihren Untersuchungen zum qualitativen und quantitativen Verlauf der Hefe-
basierten ,,Griinnoten*“-Reduktion wiesen Fauconnier et al. (1999) nicht auf diesen Umstand hin, aller-
dings setzten sie lediglich (Z)-3-Hexenal mit lebenden Hefezellen um, wohingegen sie die Reduktion
der anderen Aldehyde Hexanal, (E)-2-Hexenal, (E)-2-Nonenal und (E,Z)-2,6-Nonadienal mit kommer-
zieller ADH und dem NADH-Cofaktor studierten. Im Laufe der von uns angestellten Untersuchungen
stellte sich jedoch heraus, dass das eigentliche Ziel der Umsetzung von (E)-2-Hexenal, (E)-2-Hexenol,
mit ,,whole cell“ Hefefermentationen nur mittels Kurzzeit-Fermentationen bei unvollsténdiger Um-
setzung von (E)-2-Hexenal erhalten werden kann (siehe Kap. 3.4.2.2.3). Tabelle 7 zeigt eine Zusam-
menfassung der bei den vollstindig reduktiven Modellumsetzungen von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol

ermittelten 8> Cy._pps-Werte. In Tabelle 8 sind die entsprechenden §*Hy smow-Werte zusammengestellt.

Bei der Betrachtung der 513Cv.pps-Werte (Tab. 7) wird deutlich, dass es auch bei der vollstindigen
fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol zu keiner signifikannten Verédnderung des
8"Cy_ppp-Wertes kommt, wie dies auch in den vorangegangenen Kapiteln bei der entsprechenden
Reduktion von Hexanal und (Z)-3-Hexenal festgestellt worden ist (siche Kap. 3.4.1.1, 3.4.1.2 und
3.4.2.1). Ein anderes Bild ergibt sich aber bei der Betrachtung der &’Hy smow-Werte (Tab. 8): hier
zeigten sich deutliche Unterschiede gegeniiber der S. cerevisiae-katalysierten Reduktion von Hexanal
zu 1-Hexanol (Kap. 3.4.1.2, Tab. 5). Wihrend dort iiber den gesamten analysierten Bereich eine An-
reicherung beobachtet wurde, erfolgte bei der fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexa-
nol in einem 5°Hy.smow-Bereich von -17 bis -140%o zunichst eine Abreicherung. Dies dnderte sich bei
der entsprechenden Umsetzung von (E)-2-Hexenal in einem §"Hy.smow-Bereich von -225 bis -354%o,
bei dem ausschlieBlich eine Anreicherung feststellbar war und die somit auch den zuvorgegangenen

Beobachtungen an Hexanal und (Z)-3-Hexenal entsprach.
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Tab. 7: Bei der fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol ermittelte 613CV_pDB—Werte

1-Hexanol

8"Cy.ppB [%0]

(E)-2-Hexenal
8" Cy-ppp [%o]

(E)-2-Hexenal

Anteil (E)-2-Hexenala) 5Cv.pps [%0]c)

(berechnet)” (Blindwert)
synthetisch natiirlich

100% 0% -28,4 -28,7+0,1 -28,7+0,2
80% 20% -28,3 -28,6£0,2 -28,5+0,1
60% 40% -28,1 -28,2+0,1 -27,9+0,1
40% 60% -28,0 -27,9+0,1 -27,8+0,1
20% 80% -27,8 -27,7+0,1 -27,8+0,1
0% 100% -27,7 -27,4+0,2 -27,3+0,1

8"3Cy.ppp (synthetisch) = -28,4 + 0,1%o (EA); 8"*Cy._ppp (natiirlich) = -27,7 + 0,1%o (EA)

® die Berechnung der jeweiligen Isotopenwerte dient als Orientierung sowie dem Vergleich mit dem analysierten
Blindwert, die Berechnung erfolgt anhand der EA-Werte nach:

[(Anteil (E)-2-Hexenal synthetisch) x (-28,4%o) + (Anteil (E)-2-Hexenal natiirlich) x (-27,7%o)] : 100

¢ Mittelwerte von Mehrfachmessungen sowie die dabei ermittelte Standardabweichung

Tab. 8: Bei der fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol ermittelte §*Hy . smow-Werte

(E)-2-Hexenal  (E)-2-Hexenal Beobachtete

62HV-SMOW [%0] SZHV_SMOW [%O]C) SZHV_SMOW [%O]C) Veréinderung 9

1-Hexanol

Anteil (E)-2-Hexenal ®

(berechnet) (Blindwert)
synthetisch natiirlich

100% 0% 21 -17+1 57+1 -40%o
80% 20% -90 -76 + 1 -101 +1 -25%o
60% 40% -159 -140+£2 -148 + 1 -8%o

40% 60% -227 225+ 1 -197+2 +28%o
20% 80% -296 273 +1 -248 £2 +25%o
0% 100% -365 -354 + 1 =303+ 1 +51%o

* 8®Hy.smow (synthetisch) = -21 £ 5%o (EA); 8°Hy_smow (natiirlich) = -365 = 1%o (EA)

® die Berechnung der jeweiligen Isotopenwerte dient als Orientierung sowie dem Vergleich mit dem analysierten
Blindwert, die Berechnung erfolgt anhand der EA-Werte nach:

[(Anteil (E)-2-Hexanal synthetisch) x (-21%o) + (Anteil (E)-2-Hexenal natiirlich) x (-365%o)] : 100

¢ Mittelwerte von Mehrfachmessungen sowie die dabei ermittelte Standardabweichung

¢ Differenz umgesetztes 1-Hexanol - Blindwert
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Abbildung 28 zeigt die fiir eine weitere Beurteilung sich anbietende Korrelation der beobachteten An-
bzw. Abreicherungsdifferenzen von 1-Hexanol gegeniiber den (E)-2-Hexenal-Edukten (vgl. Abb. 25).

60 -

40 -
R*=0,975

20 ~

-400 -350 -300 -250 -200 50 100

(E)-2-Hexenal Blindwert) [%o]

Differenz (5 Hy_syow 1-Hexanol) - (8" Hy._spow

-60 -

(E)-2-Hexenal 8°Hy. gow-Blindwert [%o]

Abb. 28: Fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol mittels S. cerevisiae: Korrelation
der beobachteten Deuterium-An- bzw. Abreicherungen in 1-Hexanol zu den jeweiligen (E)-2-Hexe-

nal-Blindwerten (siehe Tab. 8).

Wie bereits bei den Modellumsetzungen von Hexanal (Abb. 25, Kap. 3.4.1.2) kann auch hier durch die
gewihlte Gegeniiberstellung (sieche Tab. 8) ein linearer Zusammenhang bei der Hefe-katalysierten
Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol gezeigt werden, wobei dieser mit R*= 0,9529 auch beim
entsprechenden Vergleich mit den Werten fiir 1-Hexanol erhalten bleibt. Auch in diesem Fall 146t sich
die beobachtete An- bzw. Abreicherung dadurch erkliren, dass es formal zu einer Ubertragung von
Wasserstoffatomen mit einem konstanten 62HV_SM0W—Wert kam, der sich in Abhéngigkeit vom §*Hy.
smow-Wert des als Edukt eingesetzten (E)-2-Hexenals unterschiedlich stark auswirkt. Der Schnittpunkt
des in Abbildung 28 dargestellten linearen Verlaufs mit der X-Achse stellt folglich den 52Hv-smow-
Wert eines (E)-2-Hexenals dar (~ -162%o), bei dem durch die bei der Hefereduktion stattfindende
Wasserstoffiibertragung keine Veranderung mehr beobachtet werden kann, da der §"Hy._smow-Wert mit

dem der iibertragenen Wasserstoffatome identisch ist.
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Im Gegensatz zur fermentativen Reduktion von Hexanal, bei der es zu einer Netto-Ubertragung von
Wasserstoffatomen mit einem 8*Hy_syow-Wert von ~ +35%o kam, wurde hier interessanterweise eine
Netto-Ubertragung von Wasserstoffatomen mit ~ -162%o beobachtet. Da die Anreicherung mit dem
umliegenden Wasser durch die Alkohol-Dehydrogenase bereits an mehreren Stellen nachgewiesen
werden konnte (siche Kap. 3.4.1.3) lag daher die Vermutung nahe, dass beim Vorliegen von zwei
unterschiedlichen funktionellen Gruppen in (E)-2-Hexenal auch zwei verschiedene Enzyme fiir deren
Reduktion verantwortlich sind, und dass deren iibertragene Wasserstoffatome unterschiedliche §°Hy.
smow-Werte aufweisen. Auch in diesem Fall erhofften wir uns zuséitzliche Informationen aus einer
fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal in D,O, um zumindest den Einfluss des Wassers genauer
darlegen zu konnen. Abbildung 29 (Kap. 3.4.2.2.2) zeigt die entsprechenden Massenspektren von 1-
Hexanol, wie sie aus der Umsetzung in D,O sowie H,O erhalten worden sind.

3.4.2.2.2 Fermentative Totalreduktion von (E)-2-Hexenal in D,O

Wie bereits mit Hexanal (Kap. 3.4.1.3) erfolgte die Umsetzung von (E)-2-Hexenal mit S. cerevisiae im
verkleinertem MaBstab in D,O. Anhand des Vergleichs der Molekiilfragmente nach Wasserverlust,
m/z = 84 und m/z = 86, wird deutlich, dass bei der fermentativen Totalreduktion von (E)-2-Hexenal zu
1-Hexanol in D,O formal der Einbau von zwei Wasserstoffatomen aus dem Wasser stattgefunden hat.
Durch das Molekiilfragment m/z = 56 zeigt sich des weiteren, dass beide Deuteriumatome an Position
C-1 und C-2 zu finden sind, wenngleich das Molekiilfragment m/z = 57 ein Vorkommen von Deuteri-

um an den Positionen C-3, C-4 oder C-5, nicht vollstédndig ausschlief3t.

Unter der Annahme, dass bei der Alkohol-Dehydrogenase-katalysierten Reduktion der Carbonylfunk-
tion von (E)-2-Hexenal zu (E)-2-Hexenol Wasserstoffatome mit dem bei der Reduktion von Hexanal
zu 1-Hexanol ermittelten Netto-Wasserstoffwert von 8°Hy_spow = ~ +35%o tibertragen werden (siche
3.4.1.2), lasst sich der entsprechende §"Hy smow-Wert der Wasserstoffatome bei der Anlagerung an die

Doppelbindung im Verlauf der fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal berechnen.
Entsprechend Abbildung 28 zeigt ein (E)-2-Hexenal mit §°Hy.syow = -162%o keine Verinderung
seines 8*Hy.spow-Wertes im Rahmen der fermentativen Reduktion Reduktion zu 1-Hexanol, daher gilt

hier:

(10) 2 + (x%o0) + 2 + (+35%0) = 4 « (-162%o)
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Abb. 29: EI-Massenspektren von 1-Hexanol (70 eV), oben aus der fermentativen Reduktion von E-2-
Hexenol in H,O, unten aus der fermentativen Reduktion von E-2-Hexenol in D,O. Fragmentierung
von 1-Hexanol nach Friedel et al. (1956) und Derrick et al. (1973).

Formal werden bei der Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol vier Wasserstoffatome {ibertragen
- deren Durchschnitt stellt §°Hy.smow = ~ -162%o dar (siche Abb. 28) - wohingegen bei der ADH-
katalysierten Reduktion der Carbonylfunktion eine Ubertragung von zwei Wasserstoffatomen mit
einem Durchschnitt von §*Hy.smow = ~ +35%o (siche Abb. 25) erfolgt. Die Unbekannte x stellt dem-
nach den Durchschnittswert der beiden an die Doppelbindung angelagerten Wasserstoffatome dar
und betragt §"Hy.smow = ~ -359%o0, also ~ -360%o. Dieser Wert entspricht dem von Schmidt et al.
(2003a) aus theoretischen Uberlegungen hergeleiteten Wert fiir das Reduktionsiiquivalent von Flavo-
proteinen von §Hy.smow = ~ -350%o. Tatséchlich ist es sehr wahrscheinlich, dass fiir die Reduktion
der Doppelbindung von (E)-2-Hexenal durch S. cerevisiae Flavin-abhingige Reduktasen verant-

wortlich sind, hier vor allem die ausfiihrlich beschriebenen und relativ unspezifischen Enon-Reduk-
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tasen (Williams und Bruce, 2002; Wanner und Tressl, 1998; Kawai et al., 1998) oder aber auch die
Enoyl-Reduktasen des Fettstoffwechsels (Stryer, 1999).

Vereinzelte Hinweise auf eine Ubertragung von stark abgereicherten Wasserstoffatomen bei der
fermentativen Reduktion von Doppelbindungen in o,B-ungesittigten Carbonylen finden sich auch in
der Literatur, wie dies etwa bei der positionsspezifischen SNIF-NMR® Analyse zur Herkunft von
Himbeerketon (Fronza et al., 1998) oder bei der positionsspezifischen SNIF-NMR" Analyse zur Her-
kunft von Dihydrocoumarin (Brenna et al., 2005) tendenziell gezeigt werden konnte. Die in der
vorliegenden Arbeit gewidhlte Vorgehensweise ermoglichte eine experimentelle Bestimmung dieses
Wertes fiir die fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal mittels S. cerevisiae. GroBere Probenzahlen

konnen hier sicherlich noch zu einer exakteren Eingrenzung fiihren.

3.4.2.3 Fermentative Partialreduktion von (E)-2-Hexenal zur Darstellung von (E)-2-Hexenol

Da die fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal mit S. cerevisiae zu einer Totalreduktion des Alke-
nals zum Alkohol 1-Hexanol fiihrt, wurden von uns Kurzzeit-Fermentationen unternommen, um auf
diese Weise das gewlinschte Produkt (E)-2-Hexenol dennoch zu erhalten und mittels HRGC-P/C-
IRMS analysieren zu kdnnen. Auch das entsprechende biotechnologische Verfahren nach Muller et al.
(1995) weist darauf hin, die S. cerevisiae-katalysierte Reduktion zeitig abzubrechen, um letztlich (E)-
2-Hexenol préparativ darzustellen, wenngleich die Notwendigkeit dieses Schritts, d. h. die uner-
wiinschte Reduktion zu 1-Hexanol, explizit nicht genannt wird. Im Vergleich zu den anderen ,,Griin-
noten® resultiert bei der biotechnologischen Darstellung von (E)-2-Hexenol jedoch prinzipiell die
geringste Ausbeute (siche Kap. 2.5.3), da hier (E)-2-Hexenol im besten Fall nur angereichert
gegeniiber (E)-2-Hexenal und 1-Hexanol erhalten werden kann (siche Abb. 30 und Tab. 9). Die
Abzweigung des Produktflusses im Rahmen der Biokatalyse fithrt zwangsldufig zu signifikannten
Isotopenfraktionierungen, da die kinetischen Isotopeneffekte der beteiligten Enzyme im Gegensatz zu
den vollstandigen Umsetzungen (siche Kap. 3.4.1.2 und 3.4.2.2.1) voll wirksam werden koénnen
(Schmidt et al., 2003a; Schmidt et al., 2003b).
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Abb. 30: HRGC-MS Totalionenchromatogramme der fermentativen Reduktion von (E)-2-Hexenal.
Totalreduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol (unten) sowie Partialreduktion von (E)-2-Hexenal in

einer Kurzzeit-Fermentation zur Darstellung von (E)-2-Hexenol (oben).

Tab. 9: Bei der fermentativen Darstellung von (E)-2-Hexenol aus (E)-2-Hexenal ermittelte *Hy.smow-
und 8"°Cy._ppp-Werte der vorliegenden Produkte (E)-2-Hexenal, 1-Hexanol und (E)-2-Hexenol

(E)-2-Hexenal vor Umsatz® (E)-2-Hexenal 1-Hexanol (E)-2-Hexenol Durchschnitt ©
SZHV,SMOW [%0] SZHV_SMOW [%0] SZHV_SMOW [%0] SZHV_SMOW [%0] Verhiltnis 5 813CV-PDB‘
8"Cy.ppp [%o] 8"°Cv.pps [%0]  8"Cy.ppp [%0] 8" Cy.pps [%o0] Wert [%o]

-17+1 n.b. n.b. n.b.
1/3,4/1,5 -
-28,7+0,1 n.b. -31,5+£0,2 -24,6+£0,3
-17+1 n.b. n.b. n.b.
1/3,7/1,7 -
-28,7+0,1 n.b. -32,1+£0,1 -26,9+0,2
-354+1 =345+ 1 -323+2 -240+ 1
1/1,9/2,0 -27,4
-27,4+0,2 -22,6 £0,2 -30,5+0,2 -26,8 £0,1
-354 £ 1 -329+1 -321+1 -207 £ 4
1/3,0/2,1 -27,7
-27,4+0,2 -22,6 £0,1 -30,4+0,1 -26,3+£0,1

9 Es wurden zwei verschiedene (E)-2-Hexenale umgesetzt
® die relativen Verhiltnisse von (E)-2-Hexenal/1-Hexanol/(E)-2-Hexenol nach partieller Reduktion
¢ berechnet anhand der relativen Verhiltnisse von (E)-2-Hexenal/1-Hexanol/(E)-2-Hexenol mit den korrespon-

dierenden 8'°Cy_pps-Werten; n.b. = nicht bestimmt
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Wie aus den in Tabelle 9 zusammengestellten Daten ersichtlich ist, filhrt die fermentative Partial-
reduktion von (E)-2-Hexenal zu (E)-2-Hexenol zu einer signifikannten '*C/'*C-Isotopenfraktionierung.
Erkennbar wird dies bei der Betrachtung der jeweiligen 8'*Cy.ppg-Werte von (E)-2-Hexenal, 1-Hexa-
nol und (E)-2-Hexenol sowie den anhand der relativen Verhéltnissen berechneten 83 Cy.pps-Durch-
schnittswerten, welche mit dem des als Edukt eingesetzten (E)-2-Hexenal {ibereinstimmen. Die be-
obachteten Unterschiede in den §"*Cy_pps-Werten legen ferner die Vermutung nahe, dass zunéchst die
leichteren (E)-2-Hexenal-Molekiile fermentativ Schritt fiir Schritt zu 1-Hexanol umgesetzt werden,
welches letztlich auch die niedrigsten 53Cy.ppe-Werte aufweist. Auch (E)-2-Hexenol wurde durch-
schnittlich um 0,6 bis 1,8%o in ">C angereichert (Ausnahme: +4,1%o), die deutlichsten Effekte sind
jedoch bei (E)-2-Hexenal mit +4,8%o0 sowie 1-Hexanol mit -2,8 bis -3,4%o zu beobachten. Interessan-
terweise zeigen die 8"Hy.smow-Werte von (E)-2-Hexenol eine stiarkere Anreicherung gegeniiber dem
8*Hy smow-Wert des eingesetzten (E)-2-Hexenals als diejenigen von 1-Hexanol aus der fermentativen
Reduktion von Hexanal und (Z)-3-Hexenal (siche Kap. 3.4.1.2 und 3.4.2.1). Dieser Unterschied 14t
sich insofern erkliren als im Rahmen der Kurzzeit-Fermentationen der Aquilibrierungsprozess der
Alkohol-Dehydrogenase-Gleichgewichtsreaktion (Fronza et al., 1996) noch nicht abgeschlossen war
und somit deren primére Anreicherung (vgl. Kap. 3.4.1.3) deutlicher in Erscheinung trat. Die vorlie-
genden Daten sind jedoch in ihrer Anzahl begrenzt und geben daher nur tendenzielle Hinweise auf die
auftretenden Fraktionierungen. Weitergehende systematische Untersuchungen entsprechend der in
Kap. 3.4.1.2 und 3.4.2.2.1 geschilderten Vorgehensweise sind daher unumgénglich, um vor allem die
Bedeutung dieser Fraktionierungen fiir die Authentizitidtsbewertung von (E)-2-Hexenol detaillierter zu

betrachten.

Bei der Authentizititsbewertung von (E)-2-Hexenol kann iiber eine Korrelation der 8°Hy.gmow- und
813Cv.pps-Werte eine eindeutige Differenzierung zwischen ,natiirlichen” und synthetischen Verbin-
dungen getroffen werden (Ruff, 2001; Hor et al., 2001; Elss et al., 2006). Fiir (E)-2-Hexenol aus Pflan-
zen, vor allem Apfeln, nennen die genannten Autoren einen §"Hy.smow-Bereich von -219 bis -348%o
sowie eine 813Cv_pDB-Spanne von -36,8 bis -45,9%0. Die Unterscheidung von natiirlichem ,,ex fruit*
und biotechnologisch produziertem (E)-2-Hexenol wird bisweilen allerdings durch die Tatsache er-
schwert, dass nur unzureichend biotechnologisches Referenzmaterial zur Verfligung steht. Im Rahmen
dieser Arbeit waren lediglich zwei Proben mit §*Hy.smow = -289 bzw. -328%0 und 8"Cy ppp = -27,2
bzw. -29,1%o verfiigbar. Tatsichlich fillt bei diesen biotechnologischen Proben ein erhohter C-
Gehalt auf. Wie in Tab. 9 gezeigt wurde, kann diese Anreicherung mit der Fraktionierung im Rahmen
der Hefe-katalysierten Reduktion von (E)-2-Hexenal zu (E)-2-Hexenol verbunden werden. Da diese
Anreicherung grundsétzlich stattfindet, bestimmen letztendlich die 813Cv.pps-Werte des Edukts (E)-2-
Hexenal dariiber, in welche Bereiche die 53Cy.ppp-Werte des gebildeten (E)-2-Hexenols vorstof3en
konnen. Die hier vorgestellten Ergebnisse bieten daher eine mdgliche Erklérung fiir die in den biotech-
nologischen Referenzproben beobachteten erhohten 53Cv.pps-Werte. Eine Unterscheidung zwischen
natiirlichen ,,ex plant* und biotechnologischen Material sollte daher mdglich sein, zumindest noch so
lange, bis industrielle Prozesse fiir die biotechnologische Produktion von (E)-2-Hexenol auf ein iso-
liertes Alkohol-Dehydrogenase-Enzymsystem mit Cofaktor-Regenerierung ausgerichtet sind. Es sollte

dann nicht mehr zu einer derartigen Anreicherung in den 83 Cy_ppp-Werten kommen, da die Produkt-
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ausbeuten ganz auf die Seite von (E)-2-Hexenol verschoben werden. Soweit uns bekannt, ist ein

derartiger industrieller Prozess bis jetzt jedoch noch nicht verfiigbar.

4 Untersuchungen zur “H/'H- und "*C/"*C-Isotopenfraktionierung
bei der fermentativen Bildung von 2-Phenylethanol und

2-Methyl-1-propanol

4.1 *H/'H- und "*C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der fermentativen Bildung von 2-Phenyl-

ethanol

4.1.1 Modellgirungen mit Cs- und C4-Zuckern zur Darstellung von 2-Phenylethanol

Die Modellgidrungen zur Darstellung von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol erfolgten jeweils
doppelt in 1 1-Ansdtzen mit Cs;- und C4-Zuckern sowie Mischungen von Riibenzucker (A) und Rohr-
zucker (C) in 10%-Schritten (sieche Tab. 10). Des weiteren wurden verschiedene Rohrzucker-Varieté-
ten unterschiedlicher Raffinationsqualitidten und geographischer Herkunft vergoren, ebenso wie hydro-
lysierte Kartoffel- und Maisstérke (nur einfache Ansétze) sowie ein handelsiiblicher Agavendicksaft
als CAM-Kohlenhydratquelle. Die Ansitze wurden jeweils mit der Weinhefe Lalvin W* vergoren.
Nach beendeter Garung wurde die Hefe mittels Zentrifugation abgetrennt. Die Extraktion der gebilde-
ten Garungsnebenprodukte erfolgte mittels Fliissig-Flissig Extraktion, in parallel durchgefiihrten Ver-
suchsreihen zur Ermittlung von Wiederfindungen konnte dabei sichergestellt werden, dass es im Rah-
men der Probenvorbereitung zu keinen Isotopendiskriminierungen kam (sieche Anhang). Die Analyse
der 8*Hy.spow- und 8°Cy_pps-Werte von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol erfolgte anschlie-
Bend mittels HRGC-P/C-IRMS unter Wahrung der ermittelten Linearititsbereiche der jeweiligen Ver-
bindung (siche Anhang). Tabelle 10 listet die 5'°Cy.ppg-Werte der im Rahmen dieser Untersuchungen
vergorenen Zucker. Abbildung 31 zeigt die Zusammenfassung der 5°Hy.smow-Werte von 2-Phenyl-

ethanol aus den einzelnen Fermentationen, Abbildung 32 die entsprechenden §13Cy.pps-Werte.

Bei Betrachtung der in Tab. 10 aufgefiihrten Daten fallt der fiir ein CAM-Kohlenhydrat stark ange-
reicherte 5"°Cy_ppg-Wert auf. In der Tat sind in der Literatur meist weniger angereicherte Werte doku-
mentiert, allerdings finden sich beziiglich CAM-Biomasse auch Daten bis zu 8" Cy.ppp = -9,6%0 (Kluge
et al., 1995), und Versuche mit ausschlieBlicher Nachtfixierung fithrten auch schon zu 8"Cy.ppg =
-8,7%o0 (Winter und Holtum, 2002). Fiir Cellulosenitrat von Agave lecheguilla ist ein 8"*Cy_ppp-Wert
von -11,0%0 dokumentiert (Sternberg et al., 1984b), und fiir Bulkmaterial von Agave americana L.
wird -12,6%o0 genannt (Ziegler, 1996).
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Tab. 10: 8" Cy._pps-Werte der fiir die Gérungsexperimente verwendeten Kohlenhydratquellen

Kohlenhydratquelle 8"Cy-ppp [%0]”
Riibenzucker (A), Herkunft (?) (Cs) -24,0+0,2
Kartoffelstirke (B), Herkunft (?) (Cs) n.b.
Rohrzucker (C), Herkunft (?) (Cy) -11,3+0,2
Rohrzucker (D), Paraguay (Cy) -10,8 £ 0,2
Rohrzucker (E), Herkunft (?) (Cy) -11,0£0,3
Rohrzucker (F), Jamaika (C,) -11,4+0,3
Rohrzucker (G), Mauritius (C,) -10,7+0,3
Rohrzucker (H), USA (Cy) -10,7+0,2
Maisstérke (I), Herkunft (?) (Cy) n.b.
Agavendicksaft, Herkunft (?) (CAM) -10,2+0,1

% Mittelwerte der Mehrfachmessungen mittels EA-C-IRMS sowie die dabei ermittelte Standardabweichung,
n.b. = nicht bestimmt
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Abb. 31: Zusammenfasssung der in den Modellgdrungen von C;- und C4-Zuckern sowie Mischungen
dieser in 10%-Schritten erhaltenen 5°Hy._smow-Werte von 2-Phenylethanol. Fiir die Zuordnung der bei

den Zuckern angegebenen Buchstaben in Klammern siehe Tab. 10.
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Abb. 32: Zusammenfasssung der in den Modellgdrungen von C;- und C4-Zuckern sowie Mischungen
dieser in 10%-Schritten erhaltenen §"°Cy pps-Werte von 2-Phenylethanol. Fiir die Zuordnung der bei

den Zuckern angegebenen Buchstaben in Klammern siehe Tab. 10.

Wie Anhand der Abbildungen 31 und 32 ersichtlich wird, fiihrt die Vergérung verschiedener Kohlen-
hydratquellen (C;, C4, CAM) entsprechend auch zu unterschiedlichen 8*Hy.smow- und 8"Cy_ppp-Wer-
ten von 2-Phenylethanol. Bei der Betrachtung der §°Hy_gyow-Werte von 2-Phenylethanol in Abbildung
31 zeigt sich ein Unterschied von den aus den C;-Zuckern resultierenden Werten von 8Hy.smow =
-204 bis -210%o mit den aus den C4-Zuckern resultierenden Werten von §*Hy_spow = -164 bis -180%o.
Daneben betragen die §"Hy.smow-Werte von 2-Phenylethanol aus der CAM-Kohlenhydratquelle -165
und -167%o. Dass Zucker je nach Photosynthesetyp der sie bildenden Pflanze eine unterschiedliche
intramolekulare Deuteriumverteilung aufweisen, konnten u. a. Zhang et al. (2002) anhand von posi-
tionsspezifischen SNIF-NMR® Untersuchungen an Glucose als 3,6-Anhydro-1,2-O-isopropyliden-a-
D-glucofuranose-Derivat zeigen. Demnach zeigt Glucose von C;-Pflanzen die hochsten Deuterium-
gehalte an den Positionen C-4 und C-5 und die niedrigsten an C-6 (,,konvex‘), demgegeniiber Glucose
von C,4-Pflanzen die hochsten Deuteriumgehalte an den Positionen C-1 und C-6 mit einer Abreiche-
rung an den Positionen C-4 und C-5 (,,konkav*). Diese nicht-statistische intramolekulare Deuterium-
verteilung konnte bisher noch nicht zufriedenstellend erklart werden, da der Kohlenhydratstoffwechsel
in Pflanzen dafiir schlichtweg zu komplex gestaltet ist (Schmidt et al., 2003a).

Seit langem ist bekannt, dass die Deuteriumgehalte von Ethanol aus der alkoholischen Garung einen

direkten Zusammenhang mit der jeweiligen Kohlenhydratquelle zeigen (Martin und Martin, 1990;
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Zhang et al., 1995; Pionnier et al., 2003). Wie nunmehr von uns gezeigt werden konnte, fiihrt diese
unterschiedliche intramolekulare Deuteriumverteilung in Kohlenhydraten auch zu unterschiedlichen
SZHV_SMOW—Werten von 2-Phenylethanol. Die Mischungen spiegeln anhand des 62HV_SMOW—WerteS von
2-Phenylethanol auch die jeweiligen Anteile von Cs- und Cs-Zucker wieder. Letztgenannter Gesichts-
punkt ist vor allem bei aromatischen Verbindungen aus Pflanzen gut untersucht, entsprechend ihrer
Biogenese aus Eryhthrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat zeigen in Phenylpropanoiden die
Deuteriumgehalte an den individuellen Positionen des aromatischen Ringes auch deutlich diejenigen
Gehalte der Vorldufer-Kohlenhydrate an. Insgesamt findet keine starke Deuteriumabreicherung statt
(Schmidt et al., 2003a).

Bei der Betrachtung der 613CV_pDB—Werte von 2-Phenylethanol (Abbildung 32) zeigt sich ebenfalls ein
Unterschied bei der Biogenese aus den Cs- und C4-Zuckern. Dieser wird primér und dominant von den
unterschiedlichen 8'°Cy.ppg-Werten der Cs- und C,-Zucker bedingt (siehe Tabelle 10), welcher auf den
jeweiligen CO,-Fixierungsmechanismen bei Cs- und C4-Photosynthestypen beruht (sieche Kap. 2.3.2).
2-Phenylethanol aus Riibenzucker (Cs) zeigt dabei mit 8" °Cy.pps = -28,0 und -28,5%o die niedrigsten
C-Gehalte, wohingegen bei den Rohrzuckerproben ein Bereich von -18,2 bis -20,3%o resultiert. Die
schrittweise stattfindende '*C-Abreicherung von Phenylpropan-Derivaten in biologischen Stoffwech-
selprozessen ist ein gut bekanntes, ausreichend dokumentiertes Phinomen und kann prinzipiell iiber
thermodynamische Fraktionierungsprozesse erklédrt werden (Schmidt et al., 2007; Ivlev, 2001). Fiir 2-
Phenylethanol kommt als zusétzlicher und signifikannter Abreicherungsprozess des weiteren hinzu,
dass es im Rahmen der Biogenese aus Phenylpyruvat bei der enzymatischen Decarboxylierung zu
einem deutlichen Verlust an °C kommt, da das Carboxyl-Kohlenstoffatom in Phenlypyruvat - als auch
in L-Phenylalanin und allen anderen Aminosiuren - an °C angereichert ist (Abelson und Hoering,
1961). Die Anreicherung von "*C an C-1 von Pyruvat, welches auch den Propankérper in Phenylpyru-
vat stellt (Stryer, 1999), ist ein ebenso bekanntes Phdnomen, dessen Ursache der nicht-statistischen
intramolekularen "*C/'*C-Verteilung in Kohlenhydraten aufgrund der Fructose-1,6-bisphosphat Aldo-

lase-Aquilibrierung zugeschrieben wird (Rossmann et al., 1991; Gleixner und Schmidt, 1997).

Ferner ist bei Betrachtung der in Abbildung 32 aufgefiihrten Ergebnisse auffillig, dass die beobachte-
ten *C-Abreicherungen von 2-Phenylethanol gegeniiber den Edukt Kohlenhydraten bei Cs- und Ci-
Zuckern unterschiedlich ist. So zeigt 2-Phenylethanol aus Cs-Riibenzucker eine Abreicherung von
8" Cy.ppg = ~ 4,3%o, das Produkt aus C4-Rohrzuckern gar eine Abreicherung von 5" Cy.ppp = ~ 8.,3%o.
Da bei den Garungsexperimenten mit der Hefe Lalvin W® lediglich die Kohlenhydratquelle variiert
wurde, muss dieser Unterschied also in einer unterschiedlichen nicht-statistischen intramolekularen
B/ C-Verteilung von Cs- und Cy4-Zuckern begriindet sein. Die Untersuchungen von Rossmann et al.
(1991) weisen bereits auf diesen Umstand hin, ebenso wie die unterschiedlichen §"°Cy_pps-Werte von
Ethanol und CO, aus der Vergirung von Cs- und Cs;-Zuckern, wenngleich die Ursache dieses Unter-
schieds zwischen den Cs;- und Cs-Zuckern noch nicht geklért ist (Hobbie und Werner, 2004). In
diesem Zusammenhang sind auch die von uns bestimmten 53Cy.ppp-Werte fiir 2-Phenylethanol aus
der CAM-Kohlenhydratquelle interessant, da sie sich mit 8"Cy.ppg = -21,4 und -21,7%o deutlich von
denen der Cs- und C4- Zucker abgrenzen (siche Abbildung 32) und daher auch auf eine andersgestal-
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tete intramolekulare '*C-Verteilung in CAM- gegeniiber Cs-und C,-Pflanzen hinweisen. Ein solcher

Unterschied wurde, soweit uns bekannt ist, bisher noch nicht beschrieben.

4.1.2 Traubensaftgdrungen mit Cs- und C4-Zuckern zur Darstellung von 2-Phenylethanol

Zusitzlich zu den in Kap. 4.1.1 beschriebenen Modellgidrungen mit unterschiedlichen Kohlenhydrat-
quellen zur Darstellung von 2-Phenylethanol wurden diese auf Traubensaftgdrungen ausgeweitet. Zu
diesem Zweck wurde ein handelsiiblicher Traubensaft mit Cs;-Riibenzucker (A), C4-Rohrzucker (C)
(siehe Tab. 10) oder Mischungen dieser beiden dotiert und mittels Lalvin W® vergoren. Aus den
Ergebnissen erhofften wir uns Erkenntnisse dariiber, inwieweit ein Zuckerzusatz zu Traubensaft die
8"Hy.smow- und 8°Cy.pps-Werte von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol gegeniiber den natur-
belassenen Werten beeinflusst. Abbildung 33 zeigt eine Zusammenfassung der §*Hy.syow-Werte von
2-Phenylethanol aus den einzelnen Traubensaftgirungen, Abbildung 34 die entsprechenden §'"°Cy_ppg-
Werte.
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Abb. 33: Zusammenfasssung der in den Traubensaftgirungen mit C;- und C4-Zuckerdotierung
(Schritte von jeweils +10%) sowie Mischungen dieser beiden (Schritte von jeweils +10% je 5% Cs-
und C,-Zucker) erhaltenen 8*Hy.smow-Werte von 2-Phenylethanol. Fiir die Dotierung wurde der Cs-
Riibenzucker (A) sowie der C4-Rohrzucker (C) verwendet (siche Tab. 10).
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Abb. 34: Zusammenfasssung der in den Traubensaftgirungen mit C;- und Cs-Zuckerdotierung
(Schritte von jeweils +10%) sowie Mischungen dieser beiden (Schritte von jeweils +10% je 5% Cs-
und C4-Zucker) erhaltenen 53Cy.ppe-Werte von 2-Phenylethanol. Fiir die Dotierung wurde der C;-
Riibenzucker (A) sowie der C4-Rohrzucker (C) verwendet (siche Tab. 10).

Wie aus den Abbildungen 33 und 34 ersichtlich ist, fiihrte die Zuckerdotierung zu Traubensaft zu einer
Veranderung des 8*Hy.smow- und 8"°Cy_ppg-Wertes von fermentativ produziertem 2-Phenylethanol, fiir
das aus einem naturbelassenen Traubensaft §*Hy.syow = -148%o0 und 8"°Cy.ppg = -31,0%0 ermittelt
werden konnte. Beziiglich des §*Hy spow-Wertes ergab der Zusatz von C4- und C;/C4-Zuckermi-
schungen keine nennenswerte Verdnderung, wohingegen der Zusatz von C;-Riibenzucker ab einem
Zusatz von 40% mit einer einhergehenden Abreicherung von 2-Phenylethanol von ~ 20 bis 25%o
zunehmend ersichtlich wurde. Beziiglich der resultierenden 53Cy.pp-Werte von 2-Phenylethanol
fiihrte bereits der Zusatz von 20% C4-Zucker zu einer merklichen Anreicherung, welche auch bei den
entsprechenden C;/C4-Zuckermischungen mit zunehmenden C,-Kohlenhydratanteil erkennbar wird.
Zusammen mit den Daten der Modellgdrungen aus Kap. 4.1.1 exisitiert nun eine gute Datengrundlage
fiir die Authentizititsbewertung von 2-Phenylethanol, auf die in Kap. 4.1.3 abschlielend eingegangen

wird.



82 4 Untersuchungen zur Isotopenfraktionierung bei 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

4.1.3 Auswertung der Ergebnisse von 2-Phenylethanol unter Anwendung einer “H/'H- und

Bc/'2C-Multielementkorrelation

Ausgehend von den in Kap. 4.1.1 und 4.1.2 erhaltenen Daten sollte anhand einer Korrelation der 6°Hy.
smow- und 8"Cy_pps-Werte von 2-Phenylethanol gepriift werden, ob sich die bestehende Datenlage
eignet, eine Authentizitdtsbewertung von 2-Phenylethanol zuzulassen. Zu diesem Zweck wurden die
SZHV_SMOW— und 613CV_pDB—Werte von 2-Phenylethanol aus den Modell- und Traubensaftgérungen ge-
geneinander aufgetragen, ebenso diejenigen von kommerziellen Referenzen als auch ein Wert fiir 2-
Phenylethanol aus der fermentativen Umsetzung von L-Phenylalanin mittels Saccharomyces cere-
visiae (siche Kap. 5.3.10). Abbildung 35 zeigt diese Zusammenfassung und Korrelation der 6°Hy.
smow- und 8"°Cy._ppp-Werte von 2-Phenylethanol.
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Abb. 35: Zusammenfassung und Korrelation der §*Hy_smow- und 8"°Cy_ppp-Werte von 2-Phenylethanol
aus den Modell- (siche Kap. 4.1.1) und Traubensaftgiarungen (siche Kap. 4.1.2), kommerzieller
Referenzen sowie aus der fermentativen Darstellung aus L-Phenylalanin [(*) 8*Hy.smow = -11 = 1%o,
8"Cy.ppp = -10,0 % 0,1%o].
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Aus Abbildung 35 wird ersichtlich, dass sich die erarbeitete Datengrundlage fiir eine Unterscheidung
von natiirlichem und synthetischen 2-Phenylethanol prinzipiell eignet. Zwar ist der Datenumfang mit
fermentativ produziertem 2-Phenylethanol ausreichend, jedoch besteht beziiglich synthetischer Refe-
renzen sowie vor allem auch hinsichtlich natiirlichem, aus L-Phenylalanin mittels S. cerevisiae produ-
ziertem 2-Phenylethanol Bedarf fiir eine Erweiterung. Synthetisches 2-Phenylethanol unterscheidet
sich von auf fermentativ produziertem Wege erhaltenen Produkten durch einen verhdltnismafBig hohe-
ren 5°Hy.smow-Wert von -79 bis -112%o. Allein aufgrund des §'"°Cy.pps-Wertes ist keine Unterschei-
dung moglich. Dieser Unterschied in den 5’Hy smow-Werten muss jedoch vorsichtig betrachtet werden,
da es denkbar ist, dass es im Rahmen von technologischen Destillationsprozessen bei der Reinigung
von 2-Phenylethanol zu Isotopenfraktionierungen kommt. Bisherige Untersuchungen zeigen zwar iib-
licherweise eine Abreicherung in den 8"Hy.smow-Werten von Alkoholen u. a. Verbindungen bei ein-
fachen Verdampfungsprozessen (Elss et al., 2006), allerdings konnen fraktionierte Destillationen auch
den gegenteiligen inversen Isotopeneffekt haben (Moussa et al., 1990; Kahle et al, 2005). Da 2-
Phenylethanol vor einer Verwendung als Aromakomponente umfangreich destillativ gereinigt wird
(Nienhaus und Hopp, 1987; Kamaya und Onodera, 2001) ist es daher unbedingt notwendig, die
Datenlage vor allem mit authentischem (z. B. synthetischem) Referenzmaterial zu erweitern und da-
hingehend zu priifen, ob es hier zu Uberschneidungen mit den 8"Hy.smow- und 8"°Cy _ppp-Werten von
fermentativ produziertem 2-Phenylethanol kommt. Die Unterscheidung von ,natiirlichen” und syn-
thetischen 2-Phenylethanol gelingt auch iiber positionsspezifische SNIF-NMR® Analysen (Fronza et
al., 1995b), ,natiirliches” 2-Phenylethanol zeigt gegeniiber synthetischem Material einen hdheren
Deuteriumgehalt in der Hydroxymethylengruppe sowie einen geringeren Deuteriumgehalt in der phe-
nylstdndigen Methylengruppe.

Das fermentativ aus L-Phenylalanin dargestellte 2-Phenylethanol spiegelt mit §'"°Cy.ppg = -11,5%0 den
Wert des Edukt-L-Phenylalanins mit 8" Cy.pps = -10,0%0 wieder, bei der Umsetzung wurde folglich
eine PC-Abreicherung von 8"”Cy.ppg = +1,5%0 festgestellt. Diese Abreicherung entspricht den von
Abelson und Hoering (1961) ermittelten Verlusten bei der Decarboxylierung von L-Phenylalanin mit
+1,5 und +2,0%o. Dies, sowie die Tatsache, dass kommerzielles L-Phenylalanin praktisch ausschlie3-
lich biotechnologisch gewonnen wird (Krdmer, 2004) legt die Vermutung nahe, dass das von uns
verwendete L-Phenylalanin biotechnologisch aus einem C4-Kohlenhydrat, eventuell einem kosten-
giinstigen Maisstarkehydrolysat, gewonnen wurde. Es sollten daher weitere kommerzielle L-Phenyl-
alaninproben dahingehend untersucht werden, welche 8" Cy.ppp-Werte auf diesem Sektor vorherrschen
und in welchem Bereich das resultierende 2-Phenylethanol vorliegen kann, da es sich hier per se auch
um natiirliche Produkte handelt.
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4.2 *H/'H- und "C/"*C-Isotopenfraktionierung bei der fermentativen Bildung von 2-Methyl-

1-propanol

4.2.1 Modellgédrungen mit Cs- und C4-Zuckern zur Darstellung von 2-Methyl-1-propanol

Die in Kap. 4.1.1 beschriebenen Modellgdrungen zur Darstellung von 2-Phenylethanol dienten ebenso
der HRGC-P/C-IRMS Analytik von 2-Methyl-1-propanol, welches als Garungsnebenprodukt neben 2-
Phenylethanol und anderen hoheren Alkoholen bei der alkoholischen Garung gebildet wird. Abbildung
36 zeigt eine Zusammenfassung der 5*Hy.smow-Werte von 2-Methyl-1-propanol aus den einzelnen

Fermentationen, Abbildung 37 die entsprechenden 513Cy.ppp-Werte.

[ [ I
1 1 1
-210 A 1 ! !
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
-230 ! 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
o | 1 1 1
0\0250 . | 1
—_ 1 1 1 L 1
ES 1 1 ~ T UiEE
2 ! ! ~e bbbz a=2
w0 _ 1 - ol bl ﬂ-mﬁﬁr-\r-\ﬁ ~1
2270 I 5 -8.66550\—/&&995%5.00
T 1 | = M ZOINTToI SIS TS IR
N 1 el « ORXRVURrxsssLsYOOOoODOLUESES
[Ze) —||,E = o o x TSP US et e"8SS
~ =202 03w Tag-1gsszs~"s3ss388 7 2=~
< [lag] W P00 N X n S O ll © S 2 XE E88sc29 S 1
-290 10 5 ILi U%\°Ogor288\°%mm S 38 - —= =2 == 1
zollsllsses s 30Y¢ — = = I
SRXgP ag® R 882 2 X 1 1
n S O S N S 2 1 1
U2 w1 ¢ e SO 1 1
S04 - — — —Y)— — — —— —— —— —
S & @ I I
(=} (=)
— S 1 1
-1 1 1
1 1 1
-330 1 1 i
1 . 1 1
Cs | C5/C4-Mischungen ! C, 1 CAM
1 1 1

Abb. 36: Zusammenfasssung der in den Modellgidrungen von C;- und C,;-Zuckern sowie Mischungen
dieser in 10%-Schritten erhaltenen 5*Hy._syow-Werte von 2-Methyl-1-propanol. Fiir die Zuordnung der

bei den Zuckern angegebenen Buchstaben in Klammern siehe Tab. 10.

Im Gegensatz zu 2-Phenylethanol aus den Modellgdrungen mit unterschiedlichen Kohlenhydrat-
quellen (siehe Kap. 4.1.1) fiihrten die Modellgidrungen bei 2-Methyl-1-propanol zu keiner deutlichen
Veranderung des 5*Hy.smow-Wertes (vgl. Abb. 31 und 36), wenngleich die Tendenz zur Anreicherung
mit steigenden C4-Kohlenhydratanteil - entsprechend der Beobachtung bei 2-Phenylethanol - durchaus

erkennbar wird, jedoch bei weitem nicht so stark ausgepragt ist.
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Abb. 37: Zusammenfasssung der in den Modellgidrungen von C;- und C,;-Zuckern sowie Mischungen
dieser in 10%-Schritten erhaltenen &"°Cy._pps-Werte von 2-Methyl-1-propanol. Fiir die Zuordnung der

bei den Zuckern angegebenen Buchstaben in Klammern sieche Tab. 10.

Die bei 2-Methyl-1-propanol ermittelten 8*Hy smow-Werte von -256 bis -297%o sind deutlich gegen-
iiber denjenigen von 2-Phenylethanol mit §°Hy.syow = -210 bis -164%o erniedrigt, folglich kommt es
im Rahmen der Biogenese von 2-Methyl-1-propanol als Nebenprodukt des Aminoséure-Stoffwechsels
zu signifikannten “H/'H-Isotopenfraktionierungen, wenngleich hier eine *C/'*C-Fraktionierung prak-
tisch nicht stattfindet (siehe Abb. 37). Diese Abreicherung von Deuterium in héheren Alkoholen ist
vereinzelt an anderen Beispielen zwar grundsétzlich bekannt, jedoch steht hierflir kein allgemein-
giiltiges Erklarungsmodell zur Verfiigung (Schmidt et al., 2007). Eine mogliche Begriindung fiir
diesen Unterschied zwischen 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol ist letztlich in den unter-
schiedlichen Mechanismen der Biogenese zu suchen. Wihrend 2-Methyl-1-propanol direkt aus zwei
Einheiten Pyruvat aus 2-Oxo-isovalerat iiber 2-Acetolactat und 2,3-Dihydroxyisovalerat gebildet wird,
erfolgt die Bildung von 2-Phenylethanol erst in dem entfernteren Shikimat-Stoffwechselweg, der, wie
bereits in Kap. 4.1.1 beschrieben, zu einem Grofteil die Deuteriumgehalte der Kohlenhydratvorstufen
konserviert. Pyruvat dagegen wird aus Phosphoenolpyruvat unter Katalyse der Phosphoenolpyruvat-
Kinase gebildet, wobei es im Rahmen dieser enzymatischen Reaktion aufgrund einer kinetischen
H/'H-Fraktionierung zu einem Einbau von stark abgereicherten Wasserstoffatomen aus dem Wasser
kommt (Schmidt et al., 2007). Einen weiteren Einfluss konnte in diesem Zusammenhang auch der
oxidative Pentosephosphat-Stoffwechselweg haben, welcher u. a. Erythrose-4-phosphat fiir den Shiki-
mat-Stoffwechselweg bildet und von dem schon seit langem vermutet wird, dass hier gebildete Reduk-



86 4 Untersuchungen zur Isotopenfraktionierung bei 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

tionsdquivalente ein differentes *H/'H-Isotopenverhiltnis aufweisen (Schmidt et al., 2003a). Bei
Betrachtung der 8"°Cy._pps-Werte von 2-Methyl-1-propanol (Abbildung 37) zeigt sich dagegen deut-
lich, dass es im Rahmen der Biogenese aus den Cs- und C4-Zuckern zu keiner signifikannten Be/Me-
Isotopenfraktionierung kommt und somit die 8"*Cy_pps-Werte von 2-Methyl-1-propanol eine direkte
Aussage iiber das verwendete Kohlenhydrat zulassen. Die von uns ermittelten 8"°Cy.pps-Werte erwei-

tern frithere Angaben von Schmidt et al. (2007) und erfordern keine weitergehende Diskussion.

4.2.2 Traubensaftgirungen mit Cs- und C4-Zuckern zur Darstellung von 2-Methyl-1-propanol

Die in Kap. 4.1.2 beschriebene Vorgehensweise zur Darstellung von 2-Phenylethanol im Rahmen von
Traubensaftgdrungen mit Zuckerdotierung wurde auch fiir die HRGC-P/C-IRMS Analytik von 2-
Methyl-1-propanol herangezogen. Wie bei 2-Phenylethanol erhofften wir uns aus den Ergebnissen
Erkenntnisse dariiber, inwieweit ein Zuckerzusatz zu Traubensaft die 8"Hy.smow- und 8°Cy_ppp-Werte
von 2-Methyl-1-propanol gegeniiber den naturbelassenen Wert beeinflusst. Abbildung 38 zeigt die
Zusammenfassung der 8*Hy.smow-Werte von 2-Methyl-1-propanol aus den einzelnen Fermentationen,
Abbildung 39 die entsprechenden &'"°Cy.ppp-Werte.

-190 ~ 1 T
1 1
1 1
-200 - —AHHFH — A HH LT A — —
1 1 1
1 1 1
210 - [ I I
1 1 1
1 1 1
220 - [ I I
1en 1 1
30 |Qﬁ - 1 L
—- eI U 1 +!
o\g glgm(i 1 | | _Qﬁgl
Soa0 15y 25 3= dH 32 =il = + =
- 4 e o L H || L] | 5 n | L]
S &7 s3SI LH{Ys Y
z 1 @ 1435 e Oed =il X 2 X <+ 2 X
7250 +—+ — ot HH HH =8 3ss8® s {lgldoxrz
f 1 O 19 s e 02 Y eI 4
& 1 - - 12 ° 0 = IR ~30nY%a =90
0 =260 4 1 S N = S S 1n O en 20 2 T n O o
[ =033 Ug F T29Sx2g a9
N @] (Sl cOmmU S n
! n n X e ! S ag - S &
270 4 @] OISI-NEOENY 132 N~ PN ~
! 2 g ®g3 A S 94 O
1 S S S =i e O e ™ -
2280 4 1 < o S 1 N S S
1 1 1 Q o @
1 1 1
20+—+ — — — — — b — — — — — — —
1 1 1
1 1 1
-300 1 1 1
1 1 1
1 1 1
| +Cs-Zucker , +C4-Zucker ' +C,/C4-Zucker
1 1 1

Abb. 38: Zusammenfasssung der in den Traubensaftgdrungen mit C;- und C4-Zuckerdotierung
(Schritte von jeweils +10%) sowie Mischungen dieser beiden (Schritte von jeweils +10% je 5% Cs-
und C4-Zucker) erhaltenen §*Hy.smow-Werte von 2-Methyl-1-propanol. Fiir die Dotierung wurde der
Cs- Riibenzucker (A) sowie der C4-Rohrzucker (C) verwendet (siche Tab. 10).
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Abb. 39: Zusammenfasssung der in den Traubensaftgirungen mit C;- und C4-Zuckerdotierung
(Schritte von jeweils +10%) sowie Mischungen dieser beiden (Schritte von jeweils +10% je 5% Cs-
und C4-Zucker) erhaltenen 53Cy.ppp-Werte von 2-Methyl-1-propanol. Fiir die Dotierung wurde der
C;- Riibenzucker (A) sowie der C4-Rohrzucker (C) verwendet (siche Tab. 10).

Wie anhand der in den Abbildungen 38 und 39 zusammengestellten Ergebnissen ersichtlich ist, ergab
die Zuckerdotierung zu Traubensaft eine Verinderung der §*Hy.smow- und 8"°Cy_pps-Werte von fer-
mentativ produziertem 2-Methyl-1-propanol, fiir das aus einem naturbelassenen Traubensaft 5°Hy.
smow = -231%o und 8" Cy._ppp = -26,7%o ermittelt worden ist. Hinsichtlich des §*Hy.smow-Wertes fiihrte
entsprechend den Beobachtungen bei 2-Phenylethanol (siehe Kap. 4.1.2) der Zusatz von C,- und
C;/C4-Zuckermischungen zu keiner nennenswerten Verdnderung, wohingegen der Zusatz von C;-Rii-
benzucker ab einem Zusatz von 40% mit einer einhergehenden Abreicherung von 2-Methyl-1-pro-
panol von ~ 20 bis 25%o ersichtlich wurde. Beziiglich der resultierenden &'"Cy.ppp-Werte von 2-
Methyl-1-propanol fithrte im Gegensatz zu den Beobachtungen bei 2-Phenylethanol lediglich der
Zusatz von C4-Zuckern zu einer merklichen Anreicherung, wohingegen dieser Effekt bei den ent-
sprechenden Zuckermischungen mit zunehmenden C,-Kohlenhydratanteil nicht so deutlich erschien.
Zusammen mit den Daten der Modellgidrungen aus Kap. 4.2.1 exisitiert nun auch fiir 2-Methyl-1-
propanol eine gute Datengrundlage fiir die Authentizititsbewertung, auf die in Kap. 4.2.3 abschlie3end

eingegangen wird.
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4.2.3 Auswertung der Ergebnisse von 2-Methyl-1-propanol unter Anwendung einer “H/'H-

und "*C/">C-Multielementkorrelation

Ausgehend von den in Kap. 4.2.1 und 4.2.2 erhaltenen Daten sollte, wie bereits bei 2-Phenylethanol
erfolgt (siche Kap. 4.1.3), anhand einer Korrelation der 62HV_SMOW— und 813Cv_pDB—Werte von 2-
Methyl-1-propanol gepriift werden, ob sich die erarbeitete Datenlage dahingehend eignet, eine Au-
thentizititsbewertung von 2-Methyl-1-propanol zuzulassen. Zu diesem Zweck wurden die 8*Hy._smow-
und 8"Cy_ppg-Werte von 2-Methyl-1-propanol aus den Modell- und Traubensaftgirungen gegenein-
ander aufgetragen, ebenso diejenigen von kommerziellen Referenzen als auch ein 2-Methyl-1-pro-
panol aus der fermentativen Umsetzung von L-Valin mittels Saccharomyces cerevisiae (siche Kap.
5.3.10). Abbildung 40 zeigt diese Zusammenfassung der §*Hy.smow- und 8"°Cy_ppp-Werte von 2-
Methyl-1-propanol.
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Abb. 40: Zusammenfassung und Korrelation der 8*Hy.smow- und 8°Cy_ppp-Werte von 2-Methyl-1-
propanol aus den Modell- (siehe Kap. 4.2.1) und Traubensaftgérungen (siche Kap. 4.2.2), kommer-
zieller Referenzen sowie aus der fermentativen Darstellung aus L-Valin [(*) 8 Hy.smow = -126 + 4%o,
§"Cy.ppp = -15,1 £ 0,1%o].
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Aus Abbildung 40 wird ersichtlich, dass sich die bestehende Datengrundlage fiir eine Unterscheidung
von natiirlichen und synthetischen 2-Methyl-1-propanol eignet. Wie bei 2-Phenylethanol ist es jedoch
angebracht, den Datenumfang beziiglich authentischer synthetischer und ,natiirlicher” Referenzver-
bindungen zu erweitern. Synthetisches 2-Methyl-1-propanol unterscheidet sich von den auf fermen-
tativ produziertem Wege erhaltenen Produkten sowohl durch einen niedrigeren &"Cy._ppg-Wert von
-29,3 bis -32,7%o, als auch durch einen signifikant hdheren 8"Hy.smow-Wert von -113 bis -158%o. Als
zusitzlichen Wert fiir ein synthetisches 2-Methyl-1-propanol nennen Schmidt et al. (2007) 813CV_])DB =
-28,2%0 und §"Hy.smow = -172%0, was den Werten der hier analysierten synthetischen Referenz-
verbindungen entspricht. Hinsichtlich der beiden als ,natiirlich” deklarierten Referenzverbindungen
mit 5" Cv.ppp = -24,8%0 und 8°Hy.sviow = -254%o bzw. 8" Cy.ppp = -22,4%0 und 5’Hy.smow = -190%o
zeigt sich ein interessanter Unterschied, der eventuell auf einen inversen sekundiren Isotopeneffekt
bei einer fraktioniert-destillativen Aufreinigung hinweist (vgl. Kap. 4.1.3). Sollte es sich hierbei tat-
sdchlich um einen technologischen Effekt handeln, unterstreicht dies nocheinmal deutlich die in Kap.
4.1.3 bei 2-Phenylethanol gestellten Bedenken beziiglich einer eindeutigen Abgrenzung von ,,natiir-
lichem* und synthetischem Material, wenngleich es in diesem Fall bei 2-Methyl-1-propanol zu keinen
falsch-negativen Bewertungen fithren wiirde. Die hier vorgestellte Datengrundlage ermdglicht daher
die Authentizititsbewertung von 2-Methyl-1-propanol. Dieser Alkohol findet allerdings fast aus-
schlieBlich in Form seiner Ester Anwendung zur Aromatisierung. Da Ester jedoch ohne nennenswerte
*H/'H- und "C/"*C-Isotopenfraktionierung enzymatisch oder chemisch hydrolysiert werden kénnen,
und somit das freigesetzte 2-Methyl-1-propanol hinsichtlicher seiner Isotopenwerte hin analysiert
werden kann (Preston et al., 2004), bietet sich die vorgestellte Datengrundlage prinzipiell auch zur

Authentizititsbewertung von 2-Methyl-1-propylestern an.

Das von uns zusitzlich fermentativ aus L-Valin dargestellte natiirliche 2-Methyl-1-propanol wird,
soweit bekannt, industriell nicht auf diesem Wege hergestellt. Es wurde jedoch entsprechend der
Umsetzung von L-Phenylalanin zu 2-Phenylethanol (vgl. Kap. 4.1.3) in unsere Studien mit aufge-
nommen. Das aus der Umsetzung resultierende 2-Methyl-1-propanol zeigt mit einem 8'"°Cy_ppg-Wert
von -18,8%0 gegeniiber dem Edukt-L-Valin (sieche Abb. 40) eine 13C—Abreicherung von 8°Cvy.pps =
3,7%o. Die umfangreichen Untersuchungen von Abelson und Hoering (1961) beinhalten fiir diesbe-
ziigliche Vergleichszwecke keine Daten zu L-Valin, da die Autoren diese Aminosédure nicht in ihre
Studien mit aufgenommen hatten. Abreicherungen in dieser GroBenordnung im Rahmen der Decar-
boxylierung von Aminosiuren wurden von ihnen aber bei vielen anderen Aminosduren nachgewiesen.
L-Valin wird industriell auf fermentativem Weg iiberwiegend fiir pharmazeutische Rohstoffe mit etwa
500 t/a produziert (Krimer, 2004), daher ist eine biotechnologische Produktion von natiirlichem 2-
Methyl-1-propanol entsprechend der Produktion von 2-Phenylethanol aus L-Phenylalanin (Etschmann
et al., 2004; Stark et al., 2002) durchaus denkbar.
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5 Material und Methoden

5.1 Material
5.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p.a.-Qualitit von den Firmen Sigma,
Acros, Merck, Roth, Fluka, Lancaster und Aldrich bezogen. Losungsmittel wurden zusétzlich iiber
Fiillkorperkolonnen rektifiziert. Die Identifizierung und Auswertung der nachgewiesenen und zu
untersuchenden Komponenten erfolgte anhand authentischer Referenzverbindungen, auch anhand der

in der Referenzensammlung des Arbeitskreises vorhandenen Vergleichsproben.

Reinstgase stammten von den Firmen Linde (UnterschleiBheim) und Messer Griesheim (Frankfurt). Es
wurden folgende Gase mit unterschiedlichen Reinheitsgraden verwendet: Als Trigergas fiir die §"°C-
und 5°H-Analysen diente Helium 5.3, fiir die 8"°C-Untersuchungen wurde fiir die Oxidation O,-Gas
mit dem Reinheitsgrad 5.0 (Linde AG, UnterschleiBheim) verwendet.

Internationale Isotopen-Standards stammten von der Internationalen Atomenergiebehdrde (IAEA,
Wien, Osterreich) und dem fritheren National Bureau of Standards (NBS, Gaithersburg, Maryland,
USA), das jetzt unter der Bezeichnung N.I.S.T. (National Institute of Standards and Technology)
gefuhrt wird.

Von der Firma Messer Griesheim (Frankfurt) standen CO,-Gase (ISOTOP, Messer-Griesheim, Kre-
feld) mit den zertifizierten Isotopenverhéltnissen 5Cv.ppp = -24,9%0 bzw. -25,9%0 zur Verfiigung,
auch wurden H,-Gase (Reinheitsgrad 6.0) mit den zertifizierten Isotopenverhdltnissen §*Hy smow =
-200%eo, -280%o, -255%0 und -149%o von dieser Firma bezogen.

5.1.2 Verbrauchsmaterialen Elementaranalyse-Isotopenverhdltnis-Massenspektrometrie (EA-
IRMS)

Von der Firma HEKATech (Wegberg) wurden das fiir die Messungen mit den Elementaranalysatoren
ndtige Zubehor bezogen, dabei handelte es sich fiir die §*H-Messungen um Nickelwolle, Glaskohlen-
stoffsplitter, nickelbelegte Kohle, Silberkapseln (2 x 5 mm) und Silberkartuschen (3,5 x 5 mm, 5 x
9 mm), sowie fiir die 5'°C-Messungen um gepackte CNS-Reaktoren und Zinnkartuschen (3,5 x 5 mm,
5 x 9 mm). Wasserfallen wurden mit Magnesiumperchlorat und Quarzwolle gefiillt, Carbosorb (CO,-
Adsorbens) und Quarzsplitter zusétzlich bei den 82H—Messungen. Ersatz- und Zusatzteile des Massen-

spektrometers stammten von der Firma ThermoQuest (Egelsbach), die fiir den Anschluss der Peri-
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pherie-Gerdte an das Massenspektrometer verwendeten Bauteile (,,Ferrules®, ,,Fused Silica“ etc.)
wurden von der Firma CZT (Kriftel) bezogen.

5.1.3 Enzyme und Hefen

Die gekaufte Lipoxygenase stammte von der Firma Sigma (L-8383, Type I-S) und war wie folgt
spezifiziert: Lipoxygenase aus Sojabohnen, 88000 U/mg Protein (1U = Absorptionsanstieg von
0,001/min bei 234 nm mit Linolséure als Substrat gemessen in 0,1 M Natriumboratpuffer pH 9,0 bei
25°C, Lichtweg 1 cm).

Lauch (Allium porrum L.) zur Enzymextraktion wurde im 6rtlichen Handel erworben.

Bei den verwendeten Trockenreinzuchthefen handelte es sich um Fermivin® (Saccharomyces
cerevisiae No. 7013 ILN.R.A. Narbonne; Gist-Brocades, Food Ingredient Division BP 239, 59472
Seclin cedex-France), sowie Lalvin W* (Saccharomyces cerevisiae LWG Bayern, Veitshdchheim; E.
Begerow GmbH & Co., Langenlonsheim).

5.1.4 Untersuchungsmaterial

Fiir die Girungsexperimente wurde handelsiiblicher Haushaltszucker (Saccharose) der Firmen Siid-
zucker AG (Mannheim/Ochsenfurt; Riibenzucker, Raffinade) und Alnatura Produktions- und Handels
GmbH (Bickenbach; Rohrohrzucker, Raffinade) verwendet. Ferner wurden freundlicherweise fiinf
weitere authentische Rohrzuckerproben unterschiedlicher geographischer Herkunft und Raffina-

tionsschritte von Herrn Dr. Miiller (Firma Takasago, Deutschland) zur Verfliigung gestellt.

Bei den dotierten Traubensaftgdrungen wurde handelsiiblicher weiller Traubensaft der Firma Bayla

(Wiirzburg) einer einheitlichen Charge als Ausgangssubstrat verwendet.

Die verwendete Maisstirke stammte von der Firma Unilever Deutschland (Hamburg) und wurde im
lokalen Handel bezogen, ebenso die Kartoffelstirke der Firma Siidstairke GmbH (Schrobenhausen)
sowie der Agavendicksaft (Fructose-Glucose-Sirup) der Firma Eden Waren (Hiinfeld).

5.1.5 Adsorptionsmaterial

Fiir die Séulenchromatographie wurde Kieselgel 60 verwendet (Korngrofe 0,063-0,2 mm SiO,, Fa.
Merck), Glassédule 75 x 5 cm.
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5.1.6 Diinnschichtchromatographie

Tréager: Kieselgel-Fertigplatten Alu GF,s4 (Merck)
Detektion: UV,s4 und Spriihreagenzien:

a) 2 g Vanillin und 2 g konz. Schwefelsdure werden auf 250 ml mit 96%-igem Ethanol
aufgefiillt. Die bespriihte Platte wird im Trockenschrank bei 120°C 10 min lang er-
hitzt.

b) 10%-ige Kaliumiodid-Losung (Sprithreagenz auf Hydroperoxide); die bespriihte
Platte wird leicht bis zur optimalen Farbintensitét erhitzt.

5.2 Gerite
5.2.1 UV-VIS-Spektralphotometer

Gerit: Spectronic” Genesys ™ Spectrophotometers 2PC
Firma Harwardt, Weyarn, Deutschland
Messbereich: 200 — 700 nm

5.2.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC: Analytische HPLC von Knauer

Pumpe: Knauer HPLC Pumpe K-1001

Mischkammer: Dynamische Mischkammer, Knauer

Injektor: Rheodyne 7125 mit 50 pl Probenschleife

Trennsiule: Eurospher Si 100, Knauer, 5 pm Partikelgrofe (250 x 4,0 mm)
FlieBmittel: Hexan/Diethylether/Essigsaure (90/10/1); FluB 0,5 bzw. 1,0 ml/min
Detektor: Knauer UV-Spektralphotometer Nr. 72387

mit analytischer Messzelle (10 mm)

Ausgabe: Datenverarbeitungsprogramm Eurochrom 2000 (Knauer)

5.2.3 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

HRGC 1: Agilent 6890 Series GC System

(Agilent Technologies, Wilmington, USA)
Injektor: Split/Splitless Injektor (1:20), 220°C
Autosampler: Agilent 7683 Series Injektor

Trennséule: J&W DB-WAX (30 m x 0.25 mm, df = 0.25 pum)
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Triagergas:
Temperaturprog.:

MS:

Ionenquelle:

Photomultiplier:

Massenbereich:

2 ml/min Helium 5.0, constant flow
50°C, 3 min isotherm, 4°C/min, 220°C, 10 min isotherm

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD
(Agilent Technologies, Wilmington, USA)
ElektronenstoBionisation (EI), 70 eV
Temperatur 150°C

Quellendruck 10° mbar

Kathodenstrom 1,5 mA

1300 V

38-450u

Datenverwaltung und Auswertung erfolgte mit der PC-Software Xcalibur der Fa. Fisons Instruments,
der Mass Spectral Database des National Institute of Standards and Technology (NIST MS Search 1.7)
sowie der am Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie erstellten Datenbank.

5.2.4 Kapilargaschromatographie-Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie (HRGC-IRMS)

HRGC 2:

Injektor:
Injektionsvolumen:
Autosampler:
Trennséule:
Tragergas:

Temperaturprog.:

IRMS:
Ionenquelle:
Detektor:

Massenbereich:

Interface 1 (*H/"H):

Interface 2 (*C/**C):

Hewlett Packard 6890 Series

Split/Splitless Injektor, 250°C

1 pl splitless-Injektion

CTC A 200 S (Zwingen, Schweiz)

J&W DB-WAX (60 m x 0.32 mm, df = 0.25 pum)
2 ml/min Helium 5.3

50°C, 5°C/min, 220°C, 10 min isotherm

Finnigan MAT Delta™ XL (ThermoElectron, Dreieich)
Kathodenspannung 3 kV

Kollektorsystem (Faraday-Cups) zur Detektion der Massen
m/z 2 und 3 (5°H-Analysen); H,

m/z 44, 45 und 46 (5"*C-Analysen); CO,

2-70u

Pyrolysereaktor (Al,Os, 0,5 mm i.d., 320 mm)
Temperatur 1440°C

Oxidationsreaktor (Al,O;, 0,5 mm i.d., 1,5 mm o.d., 320 mm)
3 Drihte (Kupfer, Nickel, Platin; je 240 mm x 0,125 mm),
Temperatur: 940°C
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Wasserseperator:

Kopplung:

Reduktionsreaktor (Al,O3, 0,5 mm i.d., 1,5 mm o.d., 320 mm)
3 Kupferdrihte (0,125 mm o.d.)

Temperatur 620°C

fiir 5'°C-Analysen: Nafion®-Membran

(Permapure, Toms River, NJ)

0,6 mm i.d., 0,8 mm o.d., 20 cm in Glasrohr)

'offene Kopplung' via 'open split' (druckluftgesteuert)

Datenverwaltung und Auswertung erfolgte mit der PC-Software ISODAT NT der Fa. ThermoFinnigan

5.2.5 Elementaranalysatoren (EA)

EA 1 (8°H-Analysen):
Pyrolysereaktor:

Tragergas:
Carrier-Druck:
Autosampler:
Trennsiule:
Ofentemperatur:
Detektor:

Kopplung an IRMS:

EA 2 (5"3C-Analysen):

Oxidationsreaktor:

Triagergas:
Carrier-Druck:
Sauerstoff:
Autosampler:
Trennséule:
Ofentemperatur:
Detektor:

Kopplung an IRMS:

HT Sauerstoff Analysator (HEKATech, Wegberg)
Keramikrohr, darin Glaskohlenstoffrohr gefiillt mit Nickelwolle,
Glaskohlenstoffsplittern und Nickelkohle; Temperatur: 1440°C
Helium 5.3

70 kPa

Eurocap

5 A Molekularsieb

85°C

Wirmeleitfahigkeitsdetektor (WLD)

Nadelventil

Euro Vector EA 3000 (Mailand, Italien)
Quarzrohr gefiillt mit Kupfer, Quarzwolle und Wolframoxid
Temperatur: 1000°C

Helium 5.3

75 kPa

Sauerstoff 5.0, 15 kPa, 8 Sekunden
Eurocap

Poropak QS

60°C

Wirmeleitfahigkeitsdetektor (WLD)
Nadelventil

Datenverwaltung und Auswertung erfolgte mit der PC-Software ISODAT NT der Fa. ThermoFinnigan
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5.2.6 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Gerit: Bruker WM 400 (400 MHz)
Losungsmittel: CDCl;
Standard: CHCI; ("H: § = 7.26 ppm; C: & = 77.0 ppm)

Zur Kalibrierung der "H-Spektren diente das Losungsmittelsignal bei dem o.g. Wert als interner Stan-
dard.

5.2.7 Sonstige Gerite

pH-Meter: Labor pH-Meter, Fa. Schott
Einstabmesselektrode, Ingold
Waagen: Analysenwaage Satorius BP 210 S
Mettler PL 300, Mettler 1200 N (Mettler Waagen GmbH, Gieflen)
Ultraschallbad: Bandelin SONOREX TK 52
Rotationsverdampfer: Biichi Rotavapor

Biichi Vacuum Controller B-270
Biichi Vacuum System B-173
Kiihlzentrifugen: Typ J2-21, Beckmann (Rotor JA 10)
Typ RC2-B, Sorvall (Rotor GSA)
Typ Universal 16R, Hettich (Rotor 1616)
Mixer: Haushaltsmixer, Braun
UV-Lampe: Minuvis, Wellenlédnge 254 und 366 nm, Desaga, Heidelberg

5.3 Methoden

5.3.1 Pufferherstellung

Die Herstellung von Phosphatpuffern erfolgte durch Verdiinnen von 1 molaren Stammldsungen
(K,HPO,4 und KH,PO,) auf die gewiinschte Molaritdt und Mischen der verdiinnten Lésungen, bis der
entsprechende pH-Wert erreicht ist. Boratpuffer wurden durch Titration der entsprechenden Menge an

Borsdure mit NaOH auf den gewiinschten pH-Wert eingestellt.

Die Herstellung des Phosphatpuffers Triton X-100 pH 7,0 zur Extraktion der Hydroperoxidlyase aus
Lauch erfolgte in Anlehnung an Fauconnier et al. (1997). Dazu werden fiir einen Liter Puffer 0,05 m
NaH,POy, 0,005 m Glutathion, 0,005 m EDTA und 0,7% (w/v) Triton X-100 in Wasser gelost und
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nach dem Einstellen des pH-Werts mit NaOH auf pH 7,0 zu einem Liter aufgefiillt. Der Puffer ist stets
frisch herzustellen.

5.3.2 Gewinnung einer Hydroperoxidlyase-aktiven Proteinfraktion aus Lauch

Fiir die Gewinnung der Hydroperoxidlyase aus Lauch werden 100 g gekiihlter, gewaschener und grob
zerkleinerter Lauch in einem Haushaltsmixer mit 200 ml Phosphatpuffer Triton X-100 pH 7,0 fiir 0,5
bis 1 min bei 4°C homogenisiert. Das Homogenat wird durch zwei Lagen Baumwollwindeln filtriert
und anschlieBend fiir 20 min bei 9000 Upm zentrifugiert. Das Protein im Uberstand wird durch Zuga-
be von festem Ammoniumsulfat bis 68% Séttigung ausgefillt. Nach einer Stunde Riihren bei 4°C wird
zentrifugiert, und das ausgefillte Protein in 5 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5 (mit 0,7% (w/v) Triton
X-100) aufgenommen. Der mittels HRGC-MS analysierte Etherextrakt dieser Enzympréparation ist
frei von endogen gebildeten ,,Griinnoten* aus dem Lauch und wurde direkt als Hydroperoxidlyase-

Quelle eingesetzt.

5.3.3 Darstellung von 13-(S)-Linol- und 13-(S)-Linolenséurehydroperoxid

Bei den folgenden Arbeitsschritten ist stets auf eine Abschirmung von Licht bzw. Sonneneinstrahlung
zu achten, z. B. durch das Umwickeln der verwendeten Glasgefae mit Aluminiumfolie. Fiir die pré-
parative Darstellung des 13-(S)-Linolsdure- bzw. 13-(S)-Linolensdurehydroperoxids wird zunéchst in
einem 2 l-Dreihalskolben mit Thermometer und Riihrer 850 ml 0,1 M Boratpuffer pH 9,0 vorgelegt
und auf ca. 0°C abgekiihlt. 1,0 g Fettsdure werden in 7-9 ml Ethanol geldst und zu dem Puffer ge-
geben, wodurch eine triibe Suspension entsteht. Der gekiihlte Kolben wird anschlieBend fiir 10 min
mit Sauerstoff (Druckluft) durchspiilt. Nach Sauerstoffsittigung werden ca. 70-80 mg des kommer-
ziellen Lipoxygenasepriparates in wenig Puffer gelost zugesetzt. Wiahrend der Dauer der Reaktion (ca.
2 Stunden) wird weiterhin ununterbrochen Sauerstoff durchgeleitet und die Temperatur auf ca. 0°C
gehalten. Das Ende der Reaktion kann photometrisch iiber die Dienabsorption bei UV 234 nm be-
stimmt werden, im Allgemeinen ist die Reaktion dann beendet, wenn die trilbe Substratlosung klar
geworden ist und kaum mehr schdumt. Durch die Zugabe von 6 N HCI wird die Reaktion abgebrochen
und der pH-Wert des Ansatzes auf pH 3 eingestellt. Die Losung wird mit Natriumchlorid gesattigt und
mit drei 150 ml-Portionen Diethylether ausgeschiittelt. Der Etherextrakt wird mit Natriumsulfat ge-
trocknet und anschliefend im Vakuum bei maximal 30°C abrotiert. Die Umsetzung verlduft nahezu
quantitativ, eine Aufreinigung ist nur fiir die Analyse der Hydroperoxide mittels EA-C/P-IRMS not-
wendig, fiir weitere chemische und enzymatische Umsetzungen kann das Rohprodukt direkt ver-

wendet werden.

Die Abtrennung der 13-(S)-Hydroperoxide von den ebenfalls gebildeten, wenn auch nur gering vor-

handenen Regioisomeren, gelingt mittels Aufreinigung an Kieselgel. Die Chromatographie erfolgt in
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einer Glassédule 75 x 5 cm mit einer Mischung aus Pentan/ Diethylether/Essigsaure 70/30/1. Es werden
Fraktionen zu ca. 100 ml gesammelt und diese mittels DC (FlieBmittel ebenfalls Pentan/ Diethyl-
ether/Essigsdure 70/30/1; Detektion UV sowie beide Sprithreagenzien) und NP-HPLC kontrolliert.
Fraktionen, die nur das 13-(S)-Hydroperoxid enthalten werden vereinigt und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer im Vakuum abgezogen. Durch den Zusatz von Cyclohexan kann die in den
Fraktionen enthaltene Essigsdure azeotrop mit abdestilliert werden. Das 13-(S)-Fettsdurehydroperoxid
kann direkt zur Isotopenanalyse mittels Elementaranalysator verwendet werden, wenn sorgféltig Flie$3-
mittel und Essigsdure entfernt wurden und kein Losungsmittel- bzw. Essiggeruch mehr wahrnehmbar
ist. Parallel werden Blindwerte ohne Enzym angesetzt, um auf etwaige Isotopendiskriminierungen bei
der Probenbehandlung und -aufarbeitung zu priifen. Bei der Lagerung als Reinsubstanzen bei -18°C
und unter Argon zeigt das 13-(S)-Linolsdurehydroperoxid nach etwa 4 Wochen Zersetzungserschei-
nungen, das 13-(S)-Linolensdurehydroperoxid bereits nach einer Woche. Eine Stabilititssteigerung

kann durch das Einfrieren der Hydroperoxide in Cyclohexan erreicht werden.
13(S)-Hydroperoxy-9Z,11E-octadecadiensiure:

"H NMR (400 MHz, CDCls, ppm):

8 =0.87 (t, 3H, H18), 1.29 (m, 16H, H4-H8, H15-H17), 1.62 (m, 2H, H3), 2.17 (m, 2H, H14), 2.34 (t,
2H, H2), 4.37 (dt, 1H, H13), 5.49 (dt, 1H, H9), 5.56 (dd, 1H, H12), 6.00 (dd, 1H, H10), 6.56 (dd, 1H,
H11).

13(S)-Hydroperoxy-9Z,11E,15Z-octadecatriensaure:

'H NMR (400 MHz, CDCl;, ppm):

8 =0.94 (t, 3H, H18), 1.29 (m, 8H, H4-H7), 1.61 (m, 2H, H3), 2.02 (q, 2H, H17), 2.16 (dt, 2H, HY),
2.33 (t, 2H, H2), 2.29 (m, 1H, Hl4a), 2.45 (m, 1H, H14b), 4.40 (dt, 1H, H13), 5.30 (dt, 1H, H9), 5.46
(m, 2H, H15, H16), 5.57 (dd, 1H, H12), 5.97 (dd, 1H, H10), 6.55 (dd, 1H, H11).

5.3.4 Abbau der Fettsdurehydroperoxide mittels Bortrifluorid

Die chemische Spaltung der Fettsdurehydroperoxide mittels Bortrifluorid erfolgte nach Gardner und
Plattner (1984). Dazu werden ca. 50 mg Fettsdurehydroperoxid in 5 ml Diethylether gelost, mit 250 pl
BF;-Etherat versetzt und bei Raumtemperatur eine halbe Stunde lang geriihrt. AnschlieBend wird
zweimal mit 2 ml Wasser gewaschen. Die Etherphase wird mit Natriumsulfat getrocknet und kann
nach dem Einengen im Stickstoffstrom auf etwa 1 ml direkt mittels HRGC-MS bzw. HRGC-IRMS

analysiert werden.
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5.3.5 Abbau der Fettsdurehydroperoxide mittels Bentonit

Die chemisch-thermische Spaltung der Fettsdurehydroperoxide mittels Bentonit erfolgte nach Kimoto
und Gaddis (1969). Dazu werden 5 g Bentonit zunédchst mit fiinf 70 ml-Portionen 6 N HCI gewaschen,
filtriert, und mit destilliertem Wasser solange gewaschen, bis das Filtrat klar erscheint und keine Reak-
tion mehr mit Silbernitrat-Losung eingeht. Nach dem Trocknen bei 120°C im Trockenschrank kann
das so vorbereitete Bentonit zur Spaltung der Fettsdurehydroperoxide eingesetzt werden. Dazu werden
ca. 100 mg Fettsdurehydroperoxid in einem schlieBbaren Glasrohrchen mit 20 mg gewaschenem
Bentonit versetzt und geschlossen fiir 45 min bei 120°C im Olbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen werden
2 bis 3 ml Diethylether hinzugefiigt, mit Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Die Etherlosung kann
direkt mittels HRGC-MS bzw. nach weiterer Aufkonzentration im Stickstoffstrom auch mittels
HRGC-IRMS analysiert werden.

5.3.6 Abbau der Fettsdurehydroperoxide mittels Hydroperoxidlyase aus Lauch

Die enzymatische Spaltung der Fettsdurehydroperoxide mittels Hydroperoxidlyase erfolgte in Anleh-
nung an Fauconnier et al. (2002). Dazu werden unter stetigem Riihren ca. 100 mg Fettsdurehydro-
peroxid in 20 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5 (mit 0,7% (w/v) Triton X-100) suspendiert und fiir 90
min bei Raumtemperatur mit 3,0 ml der nach 5.3.2 gewonnenen Hydroperoxidlyase-Préparation aus
Lauch umgesetzt. Nach Extraktion der gebildeten fliichtigen Bestandteile mit Diethylether wird der
Etherextrakt getrocknet, filtriert und an einer Vigreux-Kolonne schonend bei 45°C auf etwa 1 ml
aufkonzentriert. Die so vorbereitete Probe kann direkt mittels HRGC-MS und HRGC-IRMS analysiert
werden. Zur Uberpriifung auf Enzymaktivitit und zur Ermittlung des Anteils an rein thermischer
Aldehyd-Produktion durch Hydroperoxid-Spaltung im Injektor des HRGC-MS Systems werden zu-
sitzlich Ansédtze mit 10 mg Fettsdurehydroperoxid und 200 bis 500 ul der nach 5.3.2 gewonnenen
Hydroperoxidlyase-Praparation, sowie Ansitze ohne Enzympréparation bzw. mit thermisch inaktivier-

ter Enzympréaparation, durchgefiihrt.

5.3.7 Reduktion von C¢-Aldehyden zu Cg-Alkoholen mittels S. cerevisiae
5.3.7.1 Fermentative Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol

Die fermentative Reduktion von Hexanal zu 1-Hexanol erfolgte in Anlehnung an Fauconnier et al.
(1999). Dazu werden in einem 500 ml Erlenmeyerkolben 50 g Glucose (Acros, 8Cyoppp = -10,8 +
0,1%0) und 0,4 g Ammoniumsulfat in 400 ml demineralisiertem Wasser gelost und anschlieBend
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird der pH-Wert auf pH 4,0 eingestellt und
20 pl Aldehyd als Substrat zugegeben. Nach Zugabe von 15 g Trockenreinzuchthefe Fermivin® wird
fiir 5 Stunden bei 25°C und 120 Upm inkubiert. Nach beendeter Inkubation wird die Hefe durch
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Zentrifugation fiir 25 min. bei 9000 Upm abgetrennt und der Uberstand mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion extrahiert. Parallel wurden Blindwert ohne Hefezugabe angesetzt, um auf etwaige Isoto-

pendiskriminierungen bei der Probenbehandlung und -aufarbeitung zu priifen.

Als Substrate wurden aus der arbeitskreisinternen Referenzensammlung ein synthetisches Hexanal
(8°Hv-smow= -30 £ 2%o, 8" Cypps= 24,6 = 0,1%0; EA-IRMS) und ein natiirliches Hexanal (8°Hy.
sMow= -243 % 3%o, 8" Cy._ppp= -33.,6 =+ 0,1%o; EA-IRMS) eingesetzt, bei der Auswahl der Substrate im
Vorfeld waren moglichst grofle Unterschiede in den *Hy.smow- und 8°Cy_ppp-Werten ausschlagge-
bend. Durch Mischung dieser beiden Proben in 20%-igen Schritten bei der Substratzugabe wurden
weitere Hexanalproben mit definierten, globalen Isotopenwerten dargestellt. Mitgefiihrte Blindwerte
dienten auch hier dem Vergleich zu den im Vorfeld durchgefiihrten theoretischen Berechnungen der
Isotopenwerte dieser Verschnitte.

5.3.7.2 Fermentative Totalreduktion von (E)-2-Hexenal zu zu 1-Hexanol

Die fermentative Reduktion von (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol erfolgte wie unter 5.3.7.1 beschrieben.
Als Substrate wurden ein in der arbeitskreisinternen Referenzensammlung vorhandenes synthetisches
(E)-2-Hexenal (6*Hy_spow= -21 % 5%o, 8" Cy.ppp= -28.,4 £ 0,1%0; EA-IRMS) sowie ein natiirliches (E)-
2-Hexenal (BZHV_SMOW= -365 % 1%, 8"*Cy.ppp= -27,7 + 0,1%o; EA-IRMS) ausgewihlt, leider konnte in
diesem Fall zugunsten eines moglichst grolen Unterschieds in den §"Hy.smow-Werten nur ein kleiner
Unterschied in den §"Cypps-Werten realisiert werden. Auch hier wurden Mischungen dieser beiden
Proben in 20%-igen Schritten bei der Substratzugabe zur Darstellung weiterer (E)-2-Hexenalproben
mit definierten Isotopenwerten herangezogen, mitgefiihrte Blindwerte ebenso mit den theoretisch
berech-neten Werten verglichen.

5.3.7.3 Fermentative Partialreduktion von (E)-2-Hexenal zur Darstellung von (E)-2-Hexenol

Da bei der Hefe-katalysierten Reduktion von (E)-2-Hexenal das zwischenzeitlich gebildete (E)-2-
Hexenol rasch weiter zum 1-Hexanol umgesetzt wird, wurde die Inkubation friithzeitig abgebrochen
und der Ansatz unmittelbar aufgearbeitet, wodurch ein einfacher Zugang zum (E)-2-Hexenol ermdg-
licht wurde. Die partielle Reduktion von (E)-2-Hexenal zu (E)-2-Hexenol erfolgte mit dem natiirlichen
(E)-2-Hexenal (8°Hy.syow= -365 £ 1%o, 8 Cypps= -27,7 £ 0,1%0; EA-IRMS) wie unter 5.3.7.1
beschrieben, jedoch wurde in diesem Fall die Inkubation bereits nach 10 bis 30 min abgebrochen und

die Reaktionsprodukte unmittelbar aufgearbeitet.



100 5 Material und Methoden

5.3.7.4 Fermentative Reduktion von (Z)-3-Hexenal zu (Z)-3-Hexenol

Als Substrat fiir die Hefereduktion stand lediglich ein (Z)-3-Hexenal (20 % in Triacetin) mit den
Isotopenwerten 5 Hy.swow= -48 = 1% und 8" Cyppg= -26,1 + 0,1% (HRGC-P/C-IRMS) zur
Verfiigung. Fiir die Reduktion von (Z)-3-Hexenal aus dem enzymatischen Abbau des 13-(S)-Linolen-
sdurehydroperoxids siehe 5.3.7.5. Die Umsetzung erfolgte direkt mit 60 pl der Triacetin-Losung wie

unter 5.3.7.1 beschrieben.

5.3.7.5 Fermentative Reduktion von Hexanal und (Z)-3-Hexenal aus dem enzymatischen Ab-

bau von 13-(S)-Linol- und 13-(S)-Linolensdurehydroperoxid

Die nach 5.3.6 erhaltenen und mittels HRGC-MS und -IRMS analysierten Probe wurden vorsichtig im
Stickstoffstrom weiter auf ca. 300 bis 400 ul eingeengt und direkt als Substrat fiir die Hefereduktion
nach 5.3.7.1 herangezogen. Nach Zugabe zum Nihrmedium wurde der Rest Diethylether weitest-
gehend mit Stickstoff abgeblasen und schlief8lich bei pH 4,0 mit der Hefe umgesetzt.

5.3.7.6 Fermentative Reduktion von Hexanal und (E)-2-Hexenal zu 1-Hexanol in D,O

Fiir die Umsetzung von Hexanal und (E)-2-Hexenal mittels Hefe in D,O wurden je 3 pl Aldehyd in
das autoklavierte Nahrmedium bestehend aus 80 ml D,0, 10 g Glucose (Acros, 8Cyoppp = -10,8 +
0,1%o0) und 0,1 g Ammoniumsulfat pipettiert. Der pH-Wert wurde mit moglichst wenig HCI auf pH 4,0
eingestellt und nach Zugabe von 3 g Trockenreinzuchthefe fiir 5 Stunden bei 25°C und 120 Upm
inkubiert. Nach beendeter Inkubation wurde die Hefe durch Zentrifugation fiir 25 min. bei 9000 Upm
abgetrennt und der Uberstand im Scheidetrichter mit Diethyleter extrahiert. An der Vigreux-Kolonne
wurde das Losungsmittel schonend bei 45°C auf etwa 1 ml aufkonzentriert, die so erhaltene Losung
direkt zur Messung mittels HRGC-MS verwendet.

5.3.8 Darstellung von Géarungsalkoholen mittels S. cerevisiae aus C3-/C4-Zuckern

Die Darstellung der Garungsalkohole 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol erfolgte durch die
Vergédrung von Saccharoselosungen (Cs-Riibenzucker, C4-Rohrzucker) durch die Trockenreinzucht-
hefe Lalvin W* in einem einfachen Ndhrmedium. Dafiir wurden insgesamt 160 g Saccharose, beste-
hend aus 100 % Riiben- oder Rohrzucker bzw. Mischungen dieser in 10%-igen Schritten (w/w), in 840
ml Ndhrmedium, bestehend aus 0,5 g/l MgSQO,, 0,5 g/l KH,PO, und 1 g/l (NH,;),HPO, (mit KOH
eingestellt auf pH 4,0), gelost. Fiir die Vergidrung des Agavendicksaftes wurden 230 g des 70%-igen
Fructose-Glucose-Sirups in 800 ml Ndhrmedium geldst. Die so vorbereitete Losung wurde autokla-

viert, nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur mit 10 g Lalvin W* versetzt und mit einem Gérrohr-
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chen verschlossen. Es wurde bei Raumtemperatur vollstindig vergoren bis keine CO,-Entwicklung
mehr stattfand und die Hefe sich am Boden des GefdBles abgesetzt hat, was iiblicherweise 3 Tage in
Anspruch nahm. Die vergorene Losung wurde zum Abtrennen der Hefe fiir 25 min bei 9000 Upm
zentrifugiert und der Uberstand mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert.

Fiir die Vergéirung von Kartoffel- und Maisstdrke wurde zunichst die Stirke hydrolysiert, entsprech-
end Hibbert und Percival (1930) mit verdiinnter Schwefelsdure. Dafiir wurden jeweils 160 g Stérke in
840 ml 2 N H,SO4 (enthilt zusétzlich 0,5 g/l MgSO,, 0,5 g/l KH,PO4 und 1 g/l (NH4),HPO,) geldst
und so lange bei 80-90°C temperiert, bis keine blaue Farbung mehr mit J,/KI stattfand (ca. 1 Stunde).
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde mit KOH auf pH 4,0 eingestellt, autoklaviert, und nach
Zugabe von 10 g Lalvin W* bei Raumtemperatur vollstindig vergoren. Nach beendeter Gérung erfolg-

te auch hier die Aufarbeitung der Probe mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion.

5.3.9 Darstellung von Gérungsalkoholen mittels S. cerevisiae aus Traubensaft und dotierten
C;-/C4-Zuckern

Fiir die Garungsexperimente mit Traubensaft und C;-/C4-Zuckerzusatz wurde handelsiiblicher weil3er
Traubensaft einer Charge mit einem Zuckergehalt von 16% herangezogen, der ohne zusétzliche Nihr-
salzzugabe vergoren wurde. Dazu wurde 1 1 Traubensaft in einem autoklavierten Gefal mit 16 g « X
(X = 1-10) C3- bzw. C4-Zucker (Riiben- und Rohrzucker) versetzt, und mit 10 g Lalvin W* bei Raum-
temperatur wie unter 5.3.6 beschrieben vollstdndig vergoren. In gleicher Weise wurde auch Trauben-
saft mit jeweils 8 g « X (X = 1-10) C;- und Cs-Zucker behandelt, nach beendeter Giarung erfolgte die

Aufarbeitung wie unter 5.3.8 beschrieben.

5.3.10 Darstellung von Garungsalkoholen mittels S. cerevisiae aus Aminosauren

Fiir die Darstellung von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol aus L-Phenylalanin bzw. L-Valin
wurden 0,1 g der betreffenden Aminosédure in 20 ml Nahrlosung (siehe 5.3.8) ohne zusitzliche Stick-
stoffsupplementierung geldst, mit 1,0 g Saccharose (Cs-Riibenzucker) versetzt und mit 0,2 g der
Trockenreinzuchthefe Lalvin W® 18 h lang inkubiert. Der HRGC-MS Vergleich mit entsprechenden
Blindversuchen ergab, das 91,8-99,5% der gebildeten Akohole den zugesetzten Aminosduren ent-

stammen. Die Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.3.8.

5.3.11 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Die nach 5.3.7-5.3.9 erhaltenen Fermentationslosungen wurden mit demineralisiertem Wasser

verdiinnt (1+1, v/v) und fiir 48 h bei 35°C einer kontinuierlichen Fliissig-Fliissig-Extraktion mit 210
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ml eines Gemisches aus Pentan/Dichlormethan (2+1, v/v) unterworfen. Nach Trocknung des jeweili-
gen organischen Extraktes {iber wasserfreiem Natriumsulfat erfolgte eine Aufkonzentrierung auf etwa
1 ml durch schonende Destillation (45°C) des Losungsmittels an einer 40 cm langen Vigreux-Ko-

lonne.
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Anhang

Tab. A1-A8:  Linearititsbereiche fiir die HRGC-P-IRMS-"H/'H-Analytik der arbeitsrelevanten

Aromastoffe

Tab. Al: Hexanal

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] §"Hy.smow-Wert [%o] + SD
0,4 0,4 5 254 +£9
1,1 1,0 13 238 £ 1
2,1 2,0 28 234 +5
3,2 2,6 37 239 £ 1
4,3 3.3 45 237 £1

Tab. A2: (Z)-3-Hexenal

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakfldche [Vs] 8"Hv-smow-Wert [%o] = SD
0,44 0,1 4 -29+7
1,1 0,4 13 -45+2
2,2 0,7 22 44 + 1
3,3 1,1 32 45+ 1
4,4 1,4 41 47+ 1

Tab. A3: (E)-2-Hexenal

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] §"Hy.smow-Wert [%o] + SD
0,5 1,1 7 -93+3
1,0 2,6 17 -81+3
1,5 3,7 25 -79+1
2,0 5 37 -64+2

2,5 5,1 39 -62 £ 1
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Tab. A4: 1-Hexanol

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] 8"Hy.smow-Wert [%o] + SD

0,3 -145 £ 20
0,5 -145+ 10
0,6 -141 £8
0,8 -134+6
1,0 128+ 4
1,5 -108 £ 1
2,0 95+2

2,5 94 +3

3,0 -96 + 1

Tab. AS5: (E)-2-Hexenol

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] 8"Hy.smow-Wert [%o] = SD

0,3 1,8 8 -83+ 10

0,5 2,7 12 -59+4

0,6 33 15 5247

0,8 3,9 18 40+ 1

1,0 4,4 22 22+3

1,5 6,0 35 -6+10

2,0 6,8 47 9+2

2,5 7,9 58 4+3

3,0 8,8 70 24+£2

Abb. A6: 2-Phenylethanol

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] §"Hy.smow-Wert [%o] + SD
0,4 1,8 7 355
1,0 4,1 15 43+ 1
2,0 7.3 29 -49 + 1

32 12,1 56 59+ 1
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Tab. A7: (Z)-3-Hexenol

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakflache [Vs] 8"Hy.smow-Wert [%o] + SD
0,3 1,6 7 244 +2
0,5 2,7 12 240+ 6
0,6 3,7 17 227 +£2
0,8 4,0 19 216+ 4
1,0 6,4 40 -140 £ 3
1,5 6,3 38 -148 £ 3
2,0 7,2 51 -133+2
2,5 8,4 65 -136 £ 1

Tab. A8: 2-Methyl-1-propanol

Menge [ug on column] Amplitude [V] Peakfldche [Vs] 8"Hv-smow-Wert [%o] = SD
0,5 1,0 10 =275+ 1
1,0 2,0 20 -283 +4
2,0 3.9 38 -286£2
3,1 6,0 61 -280+ 1
4,2 8,0 82 -280+ 1

Tab. A9-A12: Zusammenfassung der 8*Hy.smow- und 8" Cy._ppp-Einzeldaten von 2-Phenylethanol und
2-Methyl-1-propanol aus der Vergédrung von Zuckerlosungen und dotierten Trauben-

saften

Tab. A9: 2-Phenylethanol aus der Vergérung von C;-/Cs-Zuckerlésungen (HRGC-P/C-IRMS)

Anteil C5-/C4-Zucker 8Hy-smow-Wert [%o] + SD 8" Cy_ppp-Wert [%o] + SD
C; [%] Cy [%]
100 - 209 +2 28,0+ 0,4
100 - 204 +2 28,5 +0,1
90 10 202+ 1 -254+0,5

90 10 -199+£2 -25,6 £ 0,5
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80 20 201 +3 25,5404
80 20 200 + 3 249+0,5
70 30 197 £2 25,6+0,5
70 30 194 +3 26,3 +04
60 40 193 +3 25,5403
60 40 186 +2 244+0,5
50 50 18842 224,0+0,3
50 50 18842 244 +0,1
40 60 188+ 3 234+0,1
40 60 186 £ 1 24,0 +0,2
30 70 194+ 3 21,7405
30 70 196+ 2 222+0,1
20 80 193+ 1 21,8+0,5
20 80 190 £2 212402
10 90 187 £2 20,3 +0,2
10 90 1852 19,4 £0,1
- 100 180 £2 -18,6 £0,5
- 100 171 £2 182 +0,2
- 100 169 £2 19,9 40,2
- 100 165 +2 -19,5+0,2
- 100 173 £2 19,1 £0,1
- 100 176 £ 1 194 +04
- 100 170 £2 20,3 +0,3
- 100 168 £2 19,3403
- 100 180+ 1 19,5403
- 100 179 £ 1 19,4402
- 100 177 £1 19,7+0,5
- 100 176 £ 1 19,9+0,5

CAM 165+ 1 21,4+04

CAM 1671 21,7+0,5

Tab. A10: 2-Methyl-1-propanol aus der Vergéirung von C;-/C4-Zuckerlosungen (HRGC-P/C-IRMS)

Anteil C5-/C4-Zucker §"Hy.smow-Wert [%o] £ SD 8" Cy_ppp-Wert [%o] + SD
G; [%] Cy [%]

100 - -292+1 -21,4+0,2
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100 - 2814 -21,7+04
90 10 283+ 1 -20,9+ 04
90 10 2971 -20,3 £ 0,1
80 20 285+ 1 -19.3+04
80 20 -283 £2 -20,0 +£0,3
70 30 281 £2 -18,6 £ 0,1
70 30 284 +3 -18,6 £ 0,2
60 40 276 £4 -17,3+0,2
60 40 284 +4 -17,8+0.4
50 50 -289+2 -14,5+0,3
50 50 -286 £ 1 -15,5+0,1
40 60 275+£2 -15,6 £ 0,1
40 60 281 +1 -16,1 £ 0,5
30 70 -289+2 -14,1 £ 0,1
30 70 -288+6 -16,1 £0,2
20 80 273 +£1 -14,6 £ 0,1
20 80 268 +3 -14,4+£0,1
10 90 272 +£2 -13,0+0,1
10 90 -268 £2 -13,6 £ 0,1
- 100 268 +3 -9,2+0,1
- 100 -268 + 1 -10,8 £ 0,1
- 100 -268 +2 -10,0 £ 0,3
- 100 -264 £2 -10,0 £ 0,5
- 100 -258+7 -11,5+0,3
- 100 -264 £ 1 -11,9+0,1
- 100 -265+3 -10,4+£0,5
- 100 2265+ 1 -10,0 £0,2
- 100 2265+ 1 -11,5+0,1
- 100 -265+3 -12,1+£0,3
- 100 -265+3 -11,4+0,5
- 100 -256 £ 1 -11,4+0,1
CAM =260 £ 1 -12,0+£0,2
CAM =260 £ 1 -12,7+0,5
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Tab. All: 2-Phenylethanol aus der Vergidrung von C;-/C4-Zucker-dotierten Traubensaftgarung-
en (HRGC-P/C-IRMS)

Anteil C3-/C4-Zucker 8Hy.smow-Wert [%o] + SD 8"Cy._ppp-Wert [%o] + SD
Cs [%] C4 [%]

- - -148 +5 31,0£0,5
10 - 143 + 1 -30,0 £ 0,4
20 - 147 +2 292 +0,2
30 - 15142 29,1 +0,5
40 - -169 +2 30,9+ 0,3
50 - 168 +2 -30,5+0,1
60 - -169 + 3 -30,3+0,5
70 - -169 +2 29,6 +0,3
80 - 168 +2 -30,2+0,1
90 - 17542 30,0+ 0,5
100 - -169 + 1 30,4 +0,1

- 10 -159+3 29,5+0,5

- 20 154+ 1 29,0+ 0,5

- 30 -160 + 3 28,4 +0,1

- 40 -161+3 27,9+0,2

- 50 154 +2 27,0+ 0,2

- 60 157 +1 26,5+0,2

- 70 -155+3 253+03

- 80 148 + 1 25,8+ 0,5

- 90 149 +2 253+03

- 100 147 + 1 24,5+0,1

5 5 -162+3 294+0,5
10 10 157 +2 284+0,5
15 15 159+ 1 283+0,2
20 20 158 +2 275+0.2
25 25 151+ 1 27,7+0.3
30 30 -160 +2 282 +04
35 35 -156 +3 274+0,5
40 40 153+ 1 274+04
45 45 160 + 4 273+0,5

50 50 -165+1 -27,2+0,2
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Tab. A12: 2-Methyl-1-propanol aus der Vergirung von C;-/C4-Zucker-dotierten Traubensaft-
girungen (HRGC-P/C-IRMS)

Anteil C3-/C4-Zucker 8Hy.smow-Wert [%o] + SD 8"Cy._ppp-Wert [%o] + SD
Cs [%] C4 [%]

- - 231+3 26,7 +0,1
10 - 22144 26,8 +0,3
20 - 23142 -26,5+0,3
30 - 227+5 27,1 +0,1
40 - 265+5 24,9+0,2
50 - 249 +2 24,9 +0,1
60 - 265+ 3 25,6+ 0,1
70 - 257+ 1 25,0+ 0,2
80 - 25942 254+0,1
90 - 265+2 26,2 +0,1
100 - 260 + 7 252402

- 10 247 +3 24,6+ 0,3

- 20 235+2 23,0+ 0,3

- 30 238 +4 22,9+0,1

- 40 249 + 3 223+0,1

- 50 242+ 1 21,2+0,1

- 60 239+ 1 21,1 +0,1

- 70 243 +3 21,3+0,2

- 80 235+5 20,9 + 0,1

- 90 22743 21,1+0,2

- 100 230+ 1 20,5 + 0,4

5 5 248 + 1 248+02
10 10 23742 24,6+0,1
15 15 240 + 1 23,2+0,1
20 20 25342 22,9+0,1
25 25 23742 23,9402
30 30 25142 245+0,1
35 35 244+ 1 23,9+0,2
40 40 240 + 1 23,9+0,1
45 45 237+7 242402

50 50 -252+£2 -23,3+0,3
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Tab. A13: Zusammenfassung der §"Hy.smow-Einzeldaten von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-
propanol aus der Vergidrung von Kartoffel- und Maisstiarkehydrolysat (HRGC-P-
IRMS)
Hydrolysat 8" Hy.smow-Wert [%o] + SD 8" Hy.smow-Wert [%o] + SD
von: 2-Methyl-1-propanol 2-Phenylethanol
Kartoffelstarke 296+ 3 -210+£2
Maisstarke -261 £1 -164 £ 1
Tab. Al4: Zusammenfassung der 8*Hy smow- und 8"*Cy _ppp-Einzeldaten von 2-Phenylethanol und

2-Methyl-1-propanol aus der Umsetzung von Aminosduren mittels S. cerevisiae
(Bestimmung der Aminosduren mittels EA-P/C-IRMS, resultierende Alkohole mittels
HRGC-P/C-IRMS)

Verbindung §"Hy.smow-Wert [%o] = SD 8" Cy.ppp-Wert [%o] = SD
L-Phenylalanin 11 +1 -10,0 £0,1
2-Phenylethanol aus L-Phenylalanin -105+4 -11,5+0,3
L-Valin -126 + 4 -15,1£0,1
2-Methyl-1-propanol aus L-Valin 227+5 -18,8+ 0,4
Tab. A15: Wiederfindungsansitze zur Uberpriifung auf Isotopenfraktionierungen bei der Fliissig-

Fliissig-Extraktion (LLE). Zusammenfassung der 52Hv.smow- und §"Cy_ppp-Einzel-
daten der arbeitsrelevanten Griinnoten.

vor LLE? nach LLE”
Verbindung §"Hy._smow-Wert [%o] £ SD §"Hy_smow-Wert [%o] = SD
8" Cy._ppp-Wert [%o] + SD 8" Cy._ppp-Wert [%o] + SD
243 +3 247 +2
Hexanal
33,6 40,1 33,6+ 0,2
353+ 1 346 + 1

(E)-2-Hexenal
-274+0,1 -27,5+0,3
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-114£5 -109 +£2
(E)-2-Hexenol
-36,6 £ 0,1 -36,3+0,3
45+2 -60+1
(Z)-3-Hexenal
-25,1+£0,1 -25,3+0,3
248 +3 245+ 1
1-Hexanol
-33,3+0,1 -334+04
-170 £ 3 -169 + 1
(Z2)-3-Hexenol
-26,7+0,1 -26,4+0,2
*EA-P/C-IRMS
® HRGC-P/C-IRMS
Tab. Al6: Wiederfindungsansitze zur Uberpriifung auf Isotopenfraktionierungen bei der Fliissig-

Fliissig-Extraktion (LLE). Zusammenfassung der 52Hv.smow- und §"Cy pp-Einzel-
daten von 2-Phenylethanol und 2-Methyl-1-propanol

vor LLE? nach LLE"”
Verbindung 5*Hy smow-Wert [%o] = SD 5*Hy.smow-Wert [%0] = SD
8" Cy._ppp-Wert [%o] + SD 8" Cy._ppg-Wert [%o] + SD
-158 £2 -164 £3
2-Methyl-1-propanol
-29,3+0,1 -29,5+0,2
-112+3 -121+£2
2-Phenylethanol
-26,8 £0,1 -27,1+£0,3

“ EA-P/C-IRMS
®* HRGC-P/C-IRMS
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