TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie und Molekulare Sensorik

Strukturchemische und sensorische Charakterisierung
von Guaiansesquiterpenlactonen in Chicorée (Cichorium
intybus L. var. foliosum Hegi) und C47.2:-Oxylipinen in

Avocado (Persea americana Mill. cv. Hass)

Andreas Georg Degenhardt

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fir Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitdt Minchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. W. Schwab
Prifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. Th. F. Hofmann

2. Univ.-Prof. Dr. M. Rychlik

Die Dissertation wurde am 11.10.2011 bei der Technischen Universitat Miinchen ein-
gereicht und durch die Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Ern&h-
rung, Landwirtschaft und Umwelt am 09.02.2012 angenommen.






Fir meine Eltern, meinen Bruder und meine Ehefrau






Vorwort

Am 1. Februar 2005 begann ich — Andreas Degenhardt — unter der Leitung meines
Doktorvaters Professor Dr. Thomas Hofmann am Institut fiir Lebensmittelchemie der
Westfélischen Wilhelms-Universitdt Minster mit der Durchflhrung des praktischen
Teils der vorliegenden Arbeit. Ohne die Empfehlung von Professor Dr. Armin Mo-
sandl, Leiter des Instituts fir Lebensmittelchemie der Johann Wolfgang Goethe-
Universitat Frankfurt am Main, hatte ich meinen Doktorvater niemals kennen gelernt
bzw. hatte ihm niemals an den Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie und Molekulare
Sensorik an die Technischen Universitat Minchen folgen kdnnen, wo ich ab dem
1. Oktober 2007 als Wissenschaftlicher Mitarbeiter tatig war. Nach insgesamt 40 Mo-

naten endete am 31. Mai 2008 die Generierung der Daten dieser Arbeit.

Mein ausdriicklicher Dank gilt Herrn Professor Hofmann fiir die Uberlassung dieser
interessanten Thematik, fir die Bereitstellung der hervorragenden Forschungsinfra-
struktur, seine intensive Betreuung sowie flir seine zahlreichen Ideen, welche diese
Arbeit maBgeblich zu dem gemacht haben, was sie ist: das Ergebnis harter, langer
und erfolgreicher Arbeit. Der mindestens gleiche Anteil Dankbarkeit gilt meiner Fami-
lie, insbesondere meinen Eltern, ohne deren Rickhalt und groBzigige Unterstlitzung
ich diese Arbeit nicht hatte anfertigen kdnnen. Mein Dank gilt im Weiteren all denen,
die die technischen Voraussetzungen der Analytik erflllt haben; die mir mit Rat und
Tat konstruktiv zur Seite standen; die mir ihre Zungen fir sensorische Experimente
zur Verfagung gestellt haben; die mich immer wieder motiviert haben; die mir bei
Problemen mit offenen Ohren und offenem Herzen beistanden sowie all denen, die

dazu beigetragen haben, dass mir diese Zeit in angenehmer Erinnerung bleiben wird.

Herzlichen Dank.



Publikationen

Degenhardt, A. G.; Hofmann, T. (2010) Bitter-Tasting and Kokumi-Enhancing Mole-
cules in Thermally Processed Avocado (Persea americana Mill.). Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry 58(24): 12906-12915.

Degenhardt, A. G.; Neue, K.; Hofmann, T. (2011) Sensory and structural characteri-
zation of the bitter-tasting phytochemicals in chicory (Cichorium intybus L. var. fo-
liosum Hegi). In: Advances and Challenges in Flavor Chemistry and Biology (Hof-
mann, T.; Meyerhof, W.; Schieberle, P.), DFA Deutsche Forschungsanstalt fir Le-
bensmittelchemie, Freising, ISBN 978-3-938896-38-9: 352-356.



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.2
1.2.1
1.2.2

1.3
1.3.1
1.3.2

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.1.5

3.2
3.2.1

3.2.2
3.2.3
3.2.4

3.2.5
3.2.6

3.2.7

4.1

411
41.2
41.3

4.2

4.21
422
4.2.3
4.2.4
4.2.5

[ 1= ) (T o 1
Biochemie des Bittergeschmacks ... 2
(0] oo T (=SSR 5
Kulturgeschichte und AnDau ............occiiiiiiiii e 5
Kenntnisstand zu Bitterstoffen im Chicorée............cccoiiiiiiii e 8
AVOCAOD . 13
Kulturgeschichte und AnDau ..o 13
Kenntnisstand zu den Bitterstoffen in der Avocado ...........ooocueiieeeiiiiiiniiiineee. 20
Ziele der Arbeit.........cccccrirrirrii 23
ErgebniSSe ......ueeeiiiiiiiiiiieeienr s 25
Bitterstoffe im Chicorée (Cichorium intybus L. var. foliosum Hegj) ................... 25
Aktivitatsorientierte Identifizierung von Bitterstoffen im Chicorée ..................... 25
Psychophysikalische Evaluation gereinigter Chicorée-Bittersstoffe.................. 56
Quantitative Analyse bitterer Sesquiterpenlactone im Chicorée .........cc............ 62
Quantitative Analyse bitterer Guaiansesquiterpenlactone in Korbblitlern ........ 66
DISKUSSION ... 70
Bitterstoffe in der Avocado (Persea americana Mill. cv. Hass) ......................... 73
Einfluss der thermischen Verarbeitung auf das Geschmacksprofil von
AvoCadofrUChEIEISCI ... 73
Aktivitatsorientierte Fraktionierung von erhitzter Avocadopulpe ............ccccee..... 75
Sensorische Charakterisierung identifizierter Avocado-Inhaltsstoffe ................ 84
Konzentrationen und Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren der Verbindungen
1-12 in frischer und erhitzter AvOCadOopUIPE .......ceeiviiiiiiiiiiieieeee e 89
Rekonstruktion der Bitterkeit in frischer Avocadopulpe ...........cccceeeeiiiniiiiineen. 92

Zeitabhangige Entwicklung von Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren
ausgewahlter Geschmacksstoffe wahrend der Erhitzung von Avocadopulpe ... 93

DISKUSSION ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneees 95
Experimenteller Teil.......cocccceeiiminiiiiimmemerrnnnsss s ssnsees 99
Materialien und REageNnzZien ..........ccooiiiiiiiiiiiici e 99
Untersuchungsmaterialien ... 99
REAGENZIEN. ... 100
Verbrauchsmaterialien ..o 101
Chicorée — Vorbereitung und Durchflhrung von Analysen............ccccuuveeeeeenn. 102
Gravimetrische Bestimmung des Trockenmasse- und des Wassergehaltes .. 102
Sequenzielle Extraktion und sensorische Bewertung der Extrakte................. 102
Untersuchung der Chicorée-Fraktionen mittels RP-HPLC-DAD ..................... 103
Isolierung der Inhaltsstoffe der Chicorée-Fraktionen mittels HPLC ................ 105

Enzymatische Konformationsbestimmung von B-Glucose..........ccccceeevinnennn. 107



4.2.6 Geschmacksverdinnungsanalyse Chicorée-EtAc-Fraktion B......................... 108

4.2.7 Geschmacksverdinnungsanalyse der Chicorée-Wasserfraktion C................ 108
4.2.8 Bestimmung der Bitterschwellenwerte und Beschreibung der
Bittergeschmacksqualitaten .............coooo i 109
4.2.9 Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehungen............cccccoiiiiiiiiiieniniinnnns 110
4.2.10 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone im Chicorée mittels HPLC-
[ S 111
4.2.11 Quantifizierung von Cichoriosid B ...........coooiiiiiiii e 112
4.2.12 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone in verschiedenen Regionen im
Chicor€e-Salatkopf ........cooiiiiiiii e 114
4.2.13 Untersuchung von Korbblitlern auf Chicorée-Sesquiterpenlacton-Bitterstoffe via
RP-HPLC-MS/MS-Multimethode...........eeiiiiiiiie e 115
4.3  Avocado — Vorbereitung und Durchfliihrung von Analysen ...........cccccceeeeinnnes 118
4.3.1 Herstellung vON AVOCAOPUIEE ......ceeiiiiiiiieiieee ettt e e 118
4.3.2 Geschmacksprofilanalyse nativer und erhitzter Avocados...........c.ccccveeeennnnee 118

4.3.3 Gravimetrische Bestimmung des Trockenmasse- und des Wassergehaltes .. 118
4.3.4 Evaluation der Bitterkeit in Abh&ngigkeit von der Temperatur und der

ErRitZUNGSAAUET ... 119
4.3.5 Sequenzielle Extraktion und sensorische Bewertung der Extrakte.................. 119
4.3.6 Untersuchung der aus erhitzter Avocadopulpe gewonnenen Fraktion B mittels

RP-HPLC-UV/VIS-ELSD .....coiiiiiiiiiiiiiee e 121
4.3.7 Isolierung der Inhaltsstoffe der Fraktion B mittels praparativer HPLC............. 122
4.3.8 Geschmacksverdiunnungsanalysen der Fraktion B ...........cccoooiiiiiiieinns 123
4.3.9 Erhitzte Avocadopulpe — Schwellenwertbestimmungen der Inhaltsstoffe der

Fraktion B sowie von Monoglyceriden und weiteren Derivaten...................... 125
4.3.10 Quantifizierung der identifizierten Inhaltsstoffe 1-12..........ccooeeeiiiiiiiiiiiie. 126
4.3.11 Durchfihrung des Experiments zur Rekonstruktion der Bitterkeit in frischem

F Y oToz=To o] 01U ] £=T= T PP PPPRPP 130
4.4  Experimente der Kernresonanzspektroskopie (NMR) zur Strukturidentifizierung

geschmacksaktiver VerbinduNgen...........couooiiiiiiiieieee e 131
4.41 TH-NMR-SPEKIrOSKOPIE .....cecurivveeieeieeteteeeeieteeeeeeietce et s et 131
4.4.2 "H-"H-Verschiebungskorrelation (COSY) ......ccuirerierieeieeeee e see s 131
4.4.3 Heteronukleare inverse Verschiebungskorrelation (HMQQC) .........ccccceeeiiinnins 132
4.4.4 Heteronucleare inverse Long-Range-Verschiebungskorrelation (HMBC)........ 132
4.4.5 Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT)..........cccooeen. 132
4.5 Verwendete mathematische Operationen — Formelverzeichnis...................... 133
4.5.1 Berechnung des Trockenmassegehaltes ...........cccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee s 133
4.5.2 Berechnung des Wassergehaltes..........ccuueiiiiiiiiiiiiiiiiic e 133
4.5.3 Berechnung des arithmetischen Mittels (Mittelwert) ..........ccoooeeeeieiiiiiiiiieenn. 133
4.5.4 Berechnung der StandardabWeiChung ... 134
4.5.5 Berechnung des geometrischen Mittels...........coooiiiiiiii s 134
4.5.6 Berechnung von Responsefakioren ...........cccocoiviiiiiiiiiiiee e 135
4.5.7 Berechnung von Konzentrationen tber I1S-Peakflachen ..............ccccocieeiinn 135
4.5.8 Berechnung der DOT-FaKtOren..........occccuiiiiiiiiiiiieeee e 136
4.6 SeNSOrSCNE ANAIYSEN.....ooiuiiiiiiiiiee et 137

4.6.1 Durchfiihrende Personen — Sensorikpanel. ..o 137



4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.6.5
4.6.6
4.6.7

5.1

5.1.1
5.1.2
5.1.3
51.4
51.5
5.1.6
51.7

5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.2.4
5.2.5
5.2.6
5.2.7
5.2.8
5.2.9
5.2.10
5.2.11
5.2.12

GeschmacksprofilanalySe ............ueeiiiiiiiiie e 138
GeschmacksverdlinnNuNgSaNalYSe .......coooiieiiiiiiiie e 138
Triangeltest (Drei@CKSIESE) ... 138
Half-MOULN-TEST ... 138
SchwellenWwertbeStiMMUNG ...c.ooieriiiiiie e 139
DOSiS-WirkKUNGSKUIVEN ...ttt 139
Spektroskopische Daten zu identifizierten Geschmacksstoffen.............. 141
Verbindungen aus ChiCOr€e...........ooiiiiiiiiiiiie e 141
118,13-DihydrolacCtuCin (1) ......oooceeeieieeee e 141
I Lo (1 (o 2 TP PPRTT PP 142
R D10y g = Lo (1 (o [ £ ) PP 142
111, 13-Dihydro-8-desoXylaCtucin (4).........ouccuueeeeeeieiiiiiieeeeee e 143
= Lo () [ole) o) (o1 g 0 I (=) PP PP TRT PP 144
(0] (ol ge g0k (o I = X () ISR 145
CICROMENSEUIE (7) «.eeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e reees 146
Verbindungen aus AVOCAO ..........ueiiiiiiiiiiiiiiieie e 147
1,2,4-TrihydroxyheptadecCa-16-iN (1) .........ccuuuuuumummiiniiiiiiiiiiiiiiiieeiieeieeeeeeeeeeeeees 147
1,2,4-TrihydroxyheptadecCa-16-€N (2) .......cocccuueeeeeiiiiieeeee e 147
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) .........ooocceueeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeenn 148
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4) .........cccccoeeeeeeeiiiiiiciiiiieeeeeenn 149
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5) ........ccooeeeeeeiiiiiccinineenneenn. 149
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-0xo-n-heptadecan (6) .............ccccvueeeeeeeiiiiicciiiieeeeeen 150
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) .......ccccceeeeeieiiiiiicciiiieeeeeenn. 151
(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8)..................... 151
(Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9) ......cccooeeeeiiiiniiunnnnnn. 152
(Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10) ........ccceeeeeeeeennnn. 153
1-LinoleoyIglyCerol (11) ... .o e 154
1-StearoyIglyCerol (12) ... e 155
A V=T 100 14 T=T g £= L= U] o o 157
AbbildungsVverzeiChNis........cocceeerrrriniiiissssssrrr s 161
TabellenverzeiChnis. ... 165
LiteraturverzeiChnis.....ccccccceeiiiiiiiiiinnn s 167

=Y o = £ 1] = L | 175



Abklrzungen

ACN
APCI
AU
Bd.

bzw.

ca.
CE
cm

cm
CoA
COSY
Cv.
CXP

DAD
DEPT
DoT

DP
ECU
ELSD
engl.
ES
ESI
ESP
EtAc
et al.
EtOH
eV
FAO

Acetonitril

(engl.) Atmospheric Pressure Chemical lonization
(engl.) Absorption Units

Band

beziehungsweise

Grad Celsius

circa

(engl.) Collision Energy [eV]

Zentimeter

Quadratzentimeter

Coenzym A

(engl.) Correlated Spectroscopy

(engl.) Cultivar, (deutsch) Kulturvarietat oder Sorte
(engl.) Cell Exit Potential [eV]

deuteriert

(engl.) Diode Array Detector

(engl.) Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

(engl.) Dose over Threshold, (deutsch) Dosis(faktor) Uber der
Schwellenwertkonzentration oder Geschmacksaktivitatswert (GAW)

(engl.) Declustering Potential [eV]

Ecuador

(engl.) Evaporative Light Scattering Detector

englisch, englische Abklrzung/ Bezeichnung/ Sprache
Externer Standard, externe Standardverbindung
(engl.) Electron Spray lonization

Spanien

Ethylacetat, Essigsaureethylester

(lateinisch) et alii, et aliae, (deutsch) und andere
Ethanol

Elektronenvolt

(engl.) Food and Agriculture Organization (of the United Nations)



F. H. Wigg.

FID
FRA

GAW
GC
GER
Glc
GmbH
GVA
GVF

Hegi
HMBC
HMQC
HPLC
Hz

ISR
IUPAC

kg

LC
Ltd.

MA
MeOH
MEX
mg
MG

MHz
Mill.
min

Friedrich Heinrich Wiggers (deutscher Botaniker)
Flammenionisationsdetektor

Frankreich

Gramm

Geschmacksaktivitatswert

Gaschromatographie

Deutschland

B-D-Glucose

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Geschmacksverdinnungsanalyse
Geschmacksverdinnungsfaktor

(engl.) hour, (deutsch) Stunde

Gustav Hegi (schweizerischer Botaniker)

(engl.) Heteronuclear Multiple Bond Correlation
(engl.) Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
(engl.) High-Performance Liquid Chromatography
Hertz

Interner Standard

Israel

(engl.) International Union of Pure and Applied Chemistry
Kilogramm

Liter

Carl von Linné (schwedischer Botaniker)

(engl.) Liquid Chromatography

(engl.) Limited Company

Meter

Molaritat [mol/l]; (absolute) Molekilmasse [g/mol]
Massachusetts

Methanol

Mexiko

Milligramm

Monoglycerid

Mikroliter

Megahertz

Philip Miller (englischer Botaniker)

Minute



ml
mm
mol
Mrd.
MRM
MS
n. Chr.
n. d.
nm
NMR
ODS

0. Q.

PA
p. A.
PER
pH
ppm
psi

RP
RSA
RT

SPE
Sul
™
TMS
u

UN
USA
UV/VIS
Vv

var.

v. Chr.

vgl.

Milliliter

Millimeter

Mol (Stoffmenge)

Milliarden

(engl.) Multiple Range Monitoring

(engl.) Mass Spectrometry, Mass Spectrometer
nach Christi Geburt

nicht detektierbar

Nanometer

(engl.) Nuclear Magnetic Resonance
Octadodecylsulfat

oben genannte

para

Pennsylvania

(lateinisch) pro analysi, (deutsch) fur die Analyse
Peru

(lateinisch) potentia hydrogenii

(engl.) Parts per million

(engl.) Pound-force per square inch, (deutsch) Pfund pro Quadrat-
zoll

(engl.) Reversed Phase, (deutsch) Umkehrphase
Sudafrika

(engl.) Retention Time, (deutsch) Retentionszeit [min]
Sekunde

(engl.) Solid-phase extraction, (deutsch) Festphasenextraktion
Schweiz

Trockenmasse

Tetramethylsilan

(engl.) Unit, (deutsch) Enzymaktivitat; Umdrehungszahl
(engl.) United Nations

Vereinigte Staaten von Amerika

(engl.) Ultraviolett/Visible (Spectroscopy)

Volumen; Volt

(engl.) Variety, (deutsch) Varietat

vor Christi Geburt

vergleiche



VS. (lateinisch) versus, (deutsch) gegen, gegenlbergestellt

V/V (engl.) Volume to Volume, (deutsch) Volumenanteil [%] zu Volu-
menanteil [%]

WHO (engl.) World Health Organization

z. B. zum Beispiel

1D eindimensional

2D zweidimensional

Symbole

A Angstrém (Langeneinheit)

0 Chemische Verschiebung [ppm]

%) Durchmesser, Kaliber

[ ] Einheit (einer MessgroBe)

J Kopplungskonstante [Hz]

(+/-) Positiver/negativer lonisierungsmodus

% Prozent

m/z Verhaltnis von Masse zu Ladung; Massenibergang

A Wellenlédnge [nm]

Q Elektrischer Widerstand



Erlauterungen

Die Bezeichnung ,Chicorée” steht, wenn nicht anders angegeben, flr den durch
Treiben im Dunkeln gewonnenen gebleichten Blattkopf der Zichorie (Cichorium inty-

bus L. var. foliosum Hegi).

Die Bezeichnung ,Avocado® bezieht sich, wenn nicht anders angegeben, auf das pu-

rierte Fruchtfleisch der Avocadosorte ,Hass* (Persea americana Mill. cv. Hass).

Die Literaturhinweise sind unter Auffilhrung des erstgenannten Autors mit der Be-
zeichnung et al.“ — als Synonym fir alle weiteren beteiligten Autoren — und des Er-
scheinungsjahres in Klammern angegeben und im Literaturverzeichnis vollstandig

hinterlegt.

Orthografie und Grammatik entsprechen dem ,Duden — Die deutsche Rechtschrei-
bung®, 24. Auflage, Dudenverlag, Mannheim, Leipzig, Wien, Zlrich 2006.

Aufgrund ihrer komplexen Strukturen werden die in der Arbeit beschriebenen Sub-
stanzen nicht entsprechend der IUPAC-Nomenklatur, sondern mit den in der Fachli-

teratur Ublichen Trivialnamen bezeichnet.

Gesetzlich geschitzte eingetragene Warenzeichen sind im Text mit dem Zusatz ,®*

versehen.



1 Einleitung

Der Geschmackssinn ist die einzige Sinnesleistung, welche vom Menschen fast stets
gezielt stimuliert werden kann. Die Wahrnehmungen Uber Auge, Nase, Haut und Ohr
lassen sich haufig nicht von uns beeinflussen. Da ein Mensch aber frei entscheiden
kann, was er isst oder trinkt, sind unsere Geschmacksrezeptoren jene Sinneszellen,
welche wir intendiert reizen kénnen — und wir tun es durch die bewusste Wahl der
von uns aufgenommenen Lebensmittel. Alle Kulturen haben daher eine Kiiche bzw.
Kochkunst entwickelt, um der taglichen Nahrung einen anregenden Geschmack zu
verleihen. Mit dem technischen Fortschritt haben sich daraus sogar Industrien und
Forschungszweige wie die Lebensmitteltechnologie oder die Lebensmittelchemie

entwickelt.

Wie bedeutend der Geschmack ist, zeigt die Tatsache, dass ein Lebensmittel erst
dann als gelungen angesehen wird, wenn es einen bestimmten Geschmack entfaltet.
Erndhrungsbiologisch musste allerdings ein Nahrungsmittel mit h6herem N&ahrwert
(Mineralstoff-, Vitamingehalt etc.) stets gegeniber einem mit besserem Geschmack
bevorzugt werden. Dass dem nicht so ist, illustrieren bspw. Kinder, die siBere Spei-
sen gegentber Gemluse préaferieren. Die Lebensmittelindustrie hat diesen Sachver-
halt erkannt. Die Erforschung, der Gebrauch und die Suche nach ,neuen® — natirli-
chen, naturidentischen oder kinstlichen — Geschmacksstoffen sind daher einer der
wichtigsten Zweige dieser Industrie. Die vorliegende Dissertation will sich diesem
Gebiet am Beispiel der Bitterkeit widmen. Die Bitterkeit als eine der finf Ge-
schmacksrichtungen soll dabei in ausgesuchten Pflanzen — Avocado und Chicorée —
naher untersucht werden. Wie entsteht die Bitterkeit in diesen Pflanzen? Durch was
wird sie beeinflusst? Diese Fragen sollen in der vorliegenden Dissertation diskutiert
und beantwortet werden. Als Grundlage wurden dabei instrumentell-analytische und
human-sensorische Verfahren durchgeflihrt, deren Ergebnisse in der vorliegenden

Arbeit prasentiert werden.



1.1 Biochemie des Bittergeschmacks

Der bittere Geschmack ist ein Geschmackssinn bzw. eine gustatorische Wahrneh-
mung, welche der Kontrolle und der Bewertung der Nahrung dient.

Als Bitterstoffe werden alle chemischen Verbindungen bezeichnet, die einen bitteren
Geschmack auslésen. Dabei sind Bitterstoffe wie das Alkaloid Coffein beim Genuss
von Kaffee oder Hopfenbitterstoffe in Bier akzeptiert und geradezu erwiinscht. Ande-
rerseits sind bestimmte pharmakologisch wirksame Substanzen derartig bitter, dass
diese nur in Gegenwart von Zucker oder anderen stark siBenden Substanzen als
Medikamente verabreicht werden kénnen. In einer weiteren Anwendungsform wer-
den Bitterstoffe gezielt eingesetzt, um das versehentliche Verschlucken von gesund-
heitsschadigenden Verbindungen zu verhindern. So dient beispielsweise Denatoni-
umbenzoat, eine der am bittersten schmeckenden Substanzen, der Vergallung von
Ethanol, sodass der Alkohol nicht mehr fir den menschlichen Genuss geeignet ist.

Abbildung 1: Der bittere Geschmack (Adriaen Brouwer, 1605/06-1638). Bildnachweis: Mit
freundlicher Genehmigung durch das Stadelsche Kunstinstitut, Frankfurt am Main,
Deutschland 2010.



Die Wahrnehmung der Bitterkeit erfolgt nach Wechselwirkung von Bitterstoff und Ge-
schmacksrezeptorproteinen, welche in den Membranen der Geschmacksrezeptorzel-
len lokalisiert sind (Behrens et al. 2008). Die Geschmacksrezeptorzellen sind in so-
genannten Geschmacksknospen angeordnet, die sich auf der Zunge in den
Geschmackspapillen sowie auf den Schleimhauten der Mundhéhle befinden. Dar-
Uber hinaus wurden Geschmacksknospen auf dem weichen Gaumen (Velum palati-
um), Kehldeckel (Epiglottis), Kehlkopf (Larynx) und im Schlund (Pharynx) nachge-
wiesen (Behrens et al. 2008). Eine Geschmacksknospe besteht aus 50-150 Ge-
schmacksrezeptorzellen (Lindemann 2001; Chandrashekar et al. 2006). Die auf der
Zunge angeordneten Papillen sind gemas ihrer Form nach Wall-, Blatter-, Pilz- und
Fadenpapillen unterteilt. Die Pilzpapillen (Papillae fungiformes) sind auf den vorderen
zwei Dritteln der menschlichen Zungenoberflache lokalisiert, die Wallpapillen (Papil-
lae vallate) und die Blatterpapillen (Papillae foliate) befinden sich im hinteren Drittel
des Zungenrickens, Letztere an den auBeren Zungenrandern. Die Fadenpapillen
(Papillae filiformes) dienen ausschlieBlich der Beurteilung mechanischer Eigenschaf-
ten aufgenommener Lebensmittel und enthalten daher keine Geschmacksknospen
(Chandrashekar et al. 2006).

Die Rezeptorzellen innerhalb der Geschmacksknospen sind nach morphologischen
Kriterien in vier verschiedene Typen, genannt Typ I-IV, klassifiziert. Zellen der Typen
I-1ll sind an der Oberflache, Zellen des Typs IV auf dem Grund der Geschmacks-
knospen lokalisiert. Somit kénnen Zellen der Typen I-lll mit Geschmacksstoffen in
Wechselwirkung treten und gelten somit als Geschmacksrezeptorzellen, in der engli-
schen Sprache als ,Taste Receptor Cells” (TRCs) bezeichnet. Die bislang gréBte
Anzahl identifizierter TRCs gehéren dem Typ Il an, gefolgt von einer geringeren An-
zahl TRCs vom Typ Ill. Zur Wahrnehmung der Bitterkeit sind ca. 25 verschiedene
Rezeptoren bekannt (Meyerhof 2005). GemaB ihrer genetischen Codierung werden
diese in sogenannte Genfamilien eingeteilt, wie bspw. nach der TAS2R-Nomenklatur
von Bufe et al. (2002). Ein Bitterstoff kann unter Umstanden jedoch mehrere Rezep-
toren aktivieren, im Gegenzug kann ein Rezeptor mitunter durch verschiedene Bitter-
stoffe aktiviert werden. So bildet z. B. die Expression des ,hTAS2R46-Rezeptors,
der menschliche Hauptrezeptor fir Bitterkeit, die chemosensorische Grundlage far
die Bitterkeit von Sesquiterpenlactonen (Brockhoff et al. 2007). Die bekannten
menschlichen (humanen) TAS2R-Gene sind dabei auf den Chromosomen 5, 7 und
12 lokalisiert. Das hTAS2R1-Gen ist als einzige Ausnahme im Chromosom 5 codiert,
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wahrend alle weiteren hTAS2R-Gene in dichten Aggregationen in den Chromosomen
7 und 12 verschlisselt vorliegen (Behrens et al. 2006).

Die Entstehung der elektrochemischen Reizsignale, die letztendlich im Gehirn in der
Geschmackserkennung munden, werden durch die an die Geschmacksrezeptorzel-
len gekoppelten G-Proteine initiiert. Chandrashekar et al. (2006) beschrieben die re-
sultierende intrazelluldre Signalkaskade folgendermaBen: An die G-Protein-
gekoppelten Rezeptorzellen ist das heterotrimere G-Protein Gustducin gebunden.
Die Bindung von Bitterstoffen an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fihrt zur
Dissoziation des Gustducins in die a-Untereinheit und in ein B-y-Dimer. Diese aktivie-
ren die Phospholipase CB2 (PLCR2), die in der Zellmembran befindliches Phosphati-
dylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in die beiden Sekundarbotenstoffe Inositol-1,4,5-
triphosphat (IPs) und Diacylglycerin (DAG) hydrolysiert. IP3 bewirkt durch Offnung
von IPs-gesteuerten Calciumkanédlen des Endoplasmatischen Reticulums die Erho-
hung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration. Das hat die Offnung von TRPMS5-
Kanélen (,Transient Receptor Potential Protein M5“) und die Depolarisation der Ge-
schmackszelle zur Folge. Dabei kommt es durch die TRCs zur Ausschittung von
Adenosintriphosphat (ATP), einem Neurotransmitter (Behrens et al. 2008), woraufhin
ein Aktionspotential bzw. ein elektrochemisches Reizsignal entsteht. Unabhéangig, ob
bitter, sliB, sauer, salzig oder umami, werden die verschlisselten Reizsignale der
einzelnen Geschmacksqualitédten in der Zelle in neutrale elektrochemische Signale
transformiert und Uber Neurotransmitter an den Synapsen, ansonsten Uber ionen-
vermittelte Aktionspotentiale zum Gehirn geleitet und verarbeitet. Der Mechanismus
der Signallbertragung von den Geschmacksrezeptorzellen auf die afferenten Nerven
zur Weiterleitung in das Gehirn ist jedoch noch ungeklart.



1.2 Chicorée

1.2.1 Kulturgeschichte und Anbau

,Chicorée®, auch unter den Synonymen ,Salatzichorie, ,Bleichzichorie, ,Treibzicho-
rie* und ,Brisseler Salat* (LWG 2007) bekannt, ist der durch Treiben im Dunkeln
gebleichte Blattkopf einer Kulturform zur Blattnutzung (var. foliosum) der Zichorie,
stellt eine Kulturvarietat der Gemeinen Wegwarte (Cichorium intybus L.) dar und ge-
hért zu der Pflanzenfamilie der Asteraceaen bzw. der Korbblitengewachse
(Abbildung 2).

Abbildung 2: Chicorée (Cichorium intybus L. var. foliosum Hegi)

Eine weitere Kulturvarietat ist die Kulturform zur Wurzelnutzung (var. sativum), deren
gerOstete Wurzel als Kaffee-Ersatz verwendet wird (Kérber-Grohne 1995; Die Zeit
2005). Die Gemeine Wegwarte bildet eine Ribe aus, die im Durchschnitt 15 cm lang
und 3 bis 5 cm dick ist (Franke 1997). Die Salatblatter sind hellgriin und weif3, bei
langerer Lagerung werden sie rot-fleckig. Die Wegwarte wachst an trockenen, sonni-
gen Stellen und ist von Mitteleuropa bis Westsibirien, Vorder- und Mittelasien, im Mit-
telmeergebiet und in Nordafrika verbreitet (Kérber-Grohne 1995).

Urspriingliche Herkunftsregionen der Gemeinen Wegwarte sind die Gebiete des Bal-
kans sowie Kleinasiens, gegenwartige Kultivierungsregionen des Chicorées sind Eu-
ropa, Sldwestasien, die 6stlichen USA, Teile Nordostafrikas, Stdafrika, Australien
und Neuseeland (Abbildung 3).

Die Kulturgeschichte der Gemeinen Wegwarte geht bis in die Zeit der alten Griechen

und Rémer zuriick. Sie kultivierten die Pflanze seit etwa 300 v. Chr., um sie als Heil-

und GemuUsepflanze einzusetzen. Neben den Blattern, die als Salat dienten, nutzte
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man in der Antike die Sténgel, Bliten, Samen und Wurzeln als Infusionen flr phar-

mazeutische Anwendungen (Schmiedeberg 1912).

B Herkunftsregionen Kultivierungsregionen

Abbildung 3: Herkunfts- und Kultivierungsregionen der Gemeinen Wegwarte (Universitat
Hamburg 2006). Bildnachweis: Mit freundlicher Genehmigung durch Paul von Seng-
busch, Heide, Deutschland 2009.

Im Mittelalter verwendeten die Araber die Wegwarte als Arznei- und Nahrungsmittel.
In Europa wurde sie als Medizin und als ,Zaubertrank®, ein Getrank mit psychosoma-
tischer Wirkung, verwendet (Leclercq 1992). So ist aus dem Jahre 1666 bekannt,
dass Wegwarte als Zutat fir AbfUhrmittel Verwendung fand (Wolf 1666). Darlber
hinaus wurde die Gemeine Wegwarte seit Ende des 17. Jahrhunderts zur Herstel-
lung von Zichorienkaffee verwendet. Die Wurzeln wurden hierflr gerdstet, anschlie-
Bend gemahlen und dienten als Kaffee-Ersatz. Auch wahrend des Zweiten Weltkrie-
ges wurde in Deutschland die Zichorienwurzel in groBen Mengen als Kaffee-Ersatz
verwendet, da echter Kaffee aufgrund von mangelnden Importmdglichkeiten sehr

teuer war.

Die Entwicklung des Chicorées von der Zichorie bis zur heutigen Salatzichorie ist
geschichtlich nicht genau definiert. Diesbeziiglich gibt es drei verschiedene Uberlie-

ferungen.



Die erste Uberlieferung besagt, dass Monsieur Brézier, ein Chefgartenbauer am Bo-
tanischen Garten in Brlssel, die ersten Chicorées 1846 zog. Er lieB demnach die
Wurzeln von Cichorium intybus L. im Freiland wachsen. Bei der Sprossung verhiillte
er die Pflanzen jedoch lichtdicht, damit diese mdglichst wenige Bitterstoffe entwickeln
konnten. Aufgrund der Dunkelheit blieben die Blatter bleich (Schafer 2006).

Eine andere Version beschreibt, dass die Art des Treibens auf eine zuféllige Beo-
bachtung zurtickgeht. Demnach haben belgische Bauern im Jahr 1870 ihre Zicho-
rienwurzeln aufgrund einer ungewdhnlich hohen Ernte im Gewachshaus gelagert. Im
darauf folgenden Winter entdeckten sie, dass die Wurzeln kréftige Knospen ausge-
bildet hatten (Franke 1997).

Die dritte Uberlieferung geht zuriick in die revolutiondren Zeiten um 1830 und stammt
wiederum aus Belgien. Die Zichorienwurzel wurde zu dieser Zeit speziell zur Ver-
wendung als Kaffee-Ersatz geziichtet. Da die Bauern in dieser Zeit Angst hatten, ihre
Wourzeln abliefern zu massen, versteckten sie diese durch Abdecken mit Erde. Die

weiBen Blatter sollen spater zufallig entdeckt worden sein (Schafer 2006).

Auch wenn die drei Uberlieferungen deutlich voneinander abweichen, so scheint je-
doch festzustehen, dass die Entstehung des ersten Chicorées im Belgien des 19.
Jahrhunderts stattfand.

Die Chicorée-Produktion erfolgt heute in vier Stufen (Schafer 2006): In der ersten
Stufe wird die Chicorée-Wurzel erzeugt, indem das Chicorée-Saatgut im Mai im Frei-
land ausgesat und zwischen September und November geerntet wird. In der zweiten
Produktionsstufe werden die Wurzeln in Kidhlrdumen eingelagert. Dort herrschen
Temperaturen zwischen -1 bis +3 °C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 95 bis
97 %. Die Lagerzeit kann zwischen einer Woche und acht Monaten betragen. Da-
durch ist eine ganzjahrige Chicorée-Produktion gewéhrleistet. Im dritten Schritt folgt
das Treiben der Wurzeln. Die Wurzeln werden aufrecht in Kunststoffkisten gelegt und
dann in lichtdichten Raumen aufgestellt. Innerhalb von 20 bis 25 Tagen treibt der un-
bedeckte Chicorée bei Raumtemperatur und regelméaBiger Zufuhr von Nahrstoffl6-
sung und Wasser aus. Die Dunkelheit bewirkt, dass die Pflanze kein Chlorophyll
ausbildet, wodurch die erwlinschte blasse Farbe des Chicorées erhalten bleibt. Zum
Schluss erfolgt das ,Brechen®, das heiB3t die Trennung des Salats von der Wurzel

sowie das anschlieBende Reinigen, Sortieren und Verpacken.



Chicorée wird geschéatzt wegen seines feinen bitteren Geschmacks. Die Chicorée-
Blatter kbnnen sowohl roh als Salat sowie gediinstet als GemUse verzehrt werden.
Die Verwendung des Chicorées in roher Form findet hauptséachlich in den USA und
in Deutschland statt. In Belgien, Frankreich und den Niederlanden wird er dagegen
hauptséachlich gediinstet verzehrt. Das macht sich auch in dem Pro-Kopf-Verbrauch
bemerkbar: Dieser lag 2003 im Jahresdurchschnitt in Belgien bei ca. 8,6 kg, in Frank-
reich bei etwa 3,7 kg und in Deutschland bei 200-400 g (Schéafer 2006).

1.2.2 Kenntnisstand zu Bitterstoffen im Chicorée

Es ist literaturbekannt und auch nachgewiesen, dass Chicorée seinen typischen bit-
teren Geschmack durch das bittere Sesquiterpenlacton Intybin erhalt. Intybin ist eine
andere Bezeichnung fir den Bitterstoff Lactucopicrin (Schmitt 1940), welcher erst-
mals 1862 in Lactucarium, dem eingedickten Milchsaft der Lactuca virosa L., identifi-
ziert worden ist (Schenk et al. 1937). Ebenfalls aus Lactucarium wurde bereits 1833
der Bitterstoff Lactucin identifiziert (Schenk et al. 1937) und 1953 in Chicorée-
Wurzeln nachgewiesen (Zinke et al. 1953). Die Identifizierung von 8-Desoxylactucin
erfolgte 1984 (Leclercq 1984; Pyrek 1985), 1990 wurden die bitteren Sesquiterpen-
lactonderivate 116,13-Dihydrolactucin und 8-Desoxy-118,13-Dihydrolactucin als Bit-
terstoffe der Chicorée-Wurzel beschrieben (Van Beek et al. 1990). Bei den identifi-
zierten Bitterstoffen handelt es sich somit zumeist um Sesquiterpenlactone mit einem
Eudesman-, Germacran- oder Guaian-Skelett; zum Letzteren zahlt das Lactucopicrin
(Leclercq 1992). Die Biosynthese von Guaian-, Germacran- und Eudesmanderivaten
postulierte de Kraker 1998 durch den Mevalonat-Farnesyldiphosphat-Germacradien-
Bildungsweg (Abbildung 4) unter Wirkung der Germacren-Cyclase sowie Ger-
macran-Synthase (de Kraker et al. 1998).



N N N
OPP
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Eudesman Germacran Guaian

Abbildung 4: Biosynthesewege zur Bildung von Eudesman-, Germacran- und Guaian-

Molekiilgeriisten aus Farnesyldiphosphat.

Im Jahr 2002 schlug wiederum de Kraker einen Biosyntheseweg vor, wobei die Ver-
bindung (+)-Costunolid als Vorstufe der Chicorée-Sesquiterpenlactone angesehen

und ein vierstufiger Bildungsmechanismus postuliert wurde (de Kraker et al. 2002):

In der ersten Stufe zyklisiert Farnesyldiphosphat unter Einfluss von (+)-Germacren-A-
Synthase, einer Sesquiterpen-Synthase, zu (+)-Germacren A. In der zweiten Stufe
erfolgt durch das Cytochrom-P450-Enzym (+)-Germacren-A-Hydrolase die Hydroxy-
lierung der Isoprenylseitenkette. Wahrend der dritten Stufe auft die Oxidation von
Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-ol Uber die Aldehydstufe Germacra-1(10),4,11(13)-
trien-12-al zur Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-sédure in Gegenwart von NADP(H)*-
abhangigen Dehydrogenasen ab. Fir die vierte Stufe wird die Postulierung einer

9



Hydroxylierung an der Cg-Position der Germacratrien-12-saure und anschlieBender
Lactonisierung zum (+)-Costunolid vermutet (Abbildung 5).

N
— —
% N % %
OPP CH,OH
Farnesyldiphosphat Germacren A l
@Y
l CHO
- =~
OH COOH COOH

(+)-Costunolid

Abbildung 5: Schema zur Bildung von (+)-Costunolid als Vorstufe von Sesquiterpenlactonen
in Chicorée.

Aus den Wurzeln von Cichorium intybus L. wurden von Seto et al. (1988) mit drei
Eudesman- (Abbildung 6), drei Germacran- (Abbildung 7) und sieben Guaian-
Derivaten (Abbildung 8) insgesamt 13 Sesquiterpenlactone isoliert und identifiziert.
Der Strukturnachweis erfolgte via Massenspektrometrie, Infrarot-Spektrenanalyse
sowie 'H- und '*C-Kernresonanzspektroskopie. Bei den glykosidischen Verbindun-
gen wurde zusatzlich eine Hydrolyse durchgefihrt. Hierdurch konnten Aglykon und
Zucker noch einmal separat nachgewiesen und die Ergebnisse der spektroskopi-
schen Analysen bekraftigt werden (Nishimura et al. 1986; Seto et al. 1988).
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Abbildung 6: Eudesman-Derivate in der Chicorée-Wurzel (Seto et al. 1988).
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Abbildung 7: Germacran-Derivate in der Chicorée-Wurzel (Seto et al. 1988).
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Abbildung 8: Guaian-Derivate in der Chicorée-Wurzel (Seto et al. 1988).

Obwohl die Blatter der Salatzichorie verzehrt werden, wurden der sensorischen Bei-
trag einzelner Bitterstoffe und deren Bedeutung bisher nur wenig erforscht. Es ist
bekannt, dass die guaianartigen Sesquiterpenlactone 118,13-Dihydrolactucin, Lactu-
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cin, 8-Desoxylactucin, 8-Desoxy-11,13-Dihydrolactucin und Lactucopicrin in der Sa-
latzichorie vorhanden sind (Price et al. 1990; Kisiel 2001), jedoch existieren bislang
kaum human-sensorische Daten der einzelnen, gereinigten Verbindungen. Diese
Guaiansesquiterpenlactone zeigen antivirale und antibakterielle Wirkung und neh-
men eine Schlisselfunktion bei der Abwehr von FraBfeinden ein (Bennett 2001).

Die Existenz glycosidischer Sesquiterpenlactone in Salatblattern des Chicorées wur-
de in der Literatur bislang nicht beschrieben. So existieren auch keinerlei Daten be-
zlglich ihrer Geschmacksqualitaten oder sonstigen sensorischen Eigenschaften. Le-
diglich Price et al. (1989) schlossen nach enzymatischer Hydrolyse via ,Cellulase
Typ 1I“ und anschlieBendem Nachweis der Aglykone auf das Vorhandensein von
Lactucinglycosid und Lactucopicringlycosid, wobei exakte Strukturangaben ausblie-
ben.
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1.3 Avocado

1.3.1 Kulturgeschichte und Anbau

Die Avocado (Persea americana Miller) stammt urspriinglich aus dem Gebiet zwi-
schen dem zentralen und 6stlichen Hochland von Mexiko, welches sich durch das
heutige Guatemala bis zur pazifischen Kiste von Mittelamerika erstreckt (Whiley et
al. 2002). Archéologische Funde von Samen haben bewiesen, dass es die Avocado
bereits vor Uber 10.000 Jahren in diesem geografischen Gebiet gegeben hat. Im
Vergleich zu jingeren Funden zeigen Samenfunde aus den Héhlen des Tehuacan
Valley (Puebla State, MEX), dass eine fortschreitende Zunahme der SamengrdBe
aufgetreten war, was vermutlich mit einer Zunahme der Fruchtgr6Be einherging
(Smith 1966, 1969). Um 7800 v. Chr. wurde die Frucht bereits in Oaxaca (MEX) an-
gebaut und von den Azteken genutzt.

Die Inkas brachten die Avocado aus der Provinz Palta (ECU) in das Cuzco-Tal
(PER), wo sich ihre Hauptstadt befand. Bei archaologischen Ausgrabungen im Mo-
che-Tal (PER) wurden Avocadofunde aus der Zeit von 4000-3000 v. Chr. und 3500-
1500 v. Chr. freigelegt (Pozorski 1976).

Far die Ureinwohner Mittelamerikas war die Avocado ein wichtiges Nahrungsmittel,
welches sie schmeichelhaft ,Butter des Waldes® (Lehari et al. 1999) nannten. Ein
Name, der zum einen vom cremigen Fruchtfleisch, aber auch von den nahrhaften
Inhaltsstoffen herrlihren konnte. Bis zur Entdeckung Amerikas durch Christoph Co-
lumbus 1492 wurde die Avocado ausschlieBlich im nérdlichen Sliidamerika sowie in
Mittelamerika angebaut (Whiley et al. 2002) und von den hiesigen Einwohnern ge-
nutzt. Erstmalig in Schriftform erwahnte der spanische Forscher Martin F. de Enciso
die Butterfrucht in seinen Aufzeichnungen ,Summa de Geografia“ im Jahre 1519
(Lehari et al. 1999).

Sehr bald nach der Konquisition durch die Spanier wurden verschiedene Avocado-
sorten in den Antillen verbreitet (Popenoe 1920). Um 1600 brachten Europaer sie
nach Sudspanien. Doch die Versuche, die Avocado auch in Spanien anzubauen,
schlugen zun&chst fehl. Erst im Laufe des 17. Jahrhunderts gelang ihnen der Anbau
auf der Iberischen Halbinsel. In den folgenden 200 Jahren trat die Avocado ihren

Siegeszug um die ganze Welt an: 1750 wurde sie in Afrika kultiviert, 1833 kam sie
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nach Florida. In der Mitte des 19. Jahrhunderts erreichte sie schlieBlich Kalifornien

und von dort aus eroberte sie Asien (Rias-Bucher 1998).

Der am haufigsten verwendete Name flr die Frucht von Persea americana Mill. lautet
»+Avocado“. DarUber hinaus sind die Bezeichnungen ,Advocaat” (niederlandisch), ,A-
guacate® (spanisch), ,Ahuacate” (spanisch), ,Alligatorbirne“ (deutsch), ,,Avocadobir-
ne“ (deutsch), ,Butterbirne” (deutsch), ,Butterfrucht* (deutsch) oder ,Palta® (in sid-
amerikanischen Landern) gebrauchlich oder gebrauchlich gewesen (Whiley et al.
2002). ,Avocado” als Name leitet sich von dem aztekischen Wort ,ahuacatf’ (Franke
1997; Lehari et al. 1999; Duncann 2006) ab, das auch ,Hoden* bedeutet.

Als Beerenfriichte mehrjahriger Pflanzen gelten Avocados als Obst (Lehari et al.
1999). Die Gattung Persea (P.) ist aus hdélzernen magnolienartigen Vorfahren her-
vorgegangen. Als weitere Arten wurden P. schiedeana Nees und P. parvifolia Willi-
ams beschrieben. P. americana ist eine variable Art, welche durch verschiedene Ta-
xa, botanische Varietdten und Unterarten gekennzeichnet ist (Whiley et al. 2002).
Der immergriine Strauch oder bis zu 15 Meter hohe Baum tragt dunkelgriine, spitz-
ovale Blatter und end- oder seitenstandige dichasiale Blitenstdnde sehr kleiner grin-
licher, protogyner Bliten mit sechs Perianthblattern, neun Staubblattern und einem
Fruchtblatt. Der oberstandige Fruchtknoten mit nur einer Samenanlage wachst zu
einer Beere von Birnengestalt von bis zu 12 cm Lange heran. Hinsichtlich der Be-
stdubung durch Insekten liegt bei Persea eine Besonderheit vor, weil es zwei Typen
gibt: Typ A 6ffnet seine Bliten vormittags, wobei nur die Narbe belegungsfahig ist,
und schlieBt sich wieder am Mittag. Die Staubbeutel der gleichen Blite entlassen
dagegen ihren Pollen erst bei erneuter Blitendffnung am Nachmittag des folgenden
Tages. Beim Typ B 6ffnen sich die Bllten nachmittags zur Bestaubung ihrer Narben,
wahrend die Staubbeutel erst am Vormittag des nachsten Tages funktionsfahig wer-
den. Jeder Typ allein kann daher nicht bestaubt werden, und ein Fruchtansatz ist nur
maoglich, wenn beide Typen zugleich am Standort vorhanden sind. Diese sogenannte
,synchrone Dichogamie“ verhindert die Selbstbestdubung und ist beim Plantagenan-
bau zu bertcksichtigen. Die Bliten neuerer Sorten wie Fuerte und Hass bleiben je-
doch zwei Tage lang ged6ffnet und ermdglichen daher eine Eigenbestaubung. Hat mit
Hilfe von Bienen oder anderen Insekten eine erfolgreiche Bestdubung stattgefunden,
wachst die Frucht heran. Unter dem derben, glanzend dunkelgriinen bis braunroten
Exokarp der reifen Frichte findet sich ein butterweiches, cremefarbiges, unmittelbar
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unter der Schale aus dem Exokarp entstandenes griines Fruchtfleisch, das den har-
ten, braunen, eiférmigen Samen umschlieBt (Franke 1997).

Da die Kultivierung der Avocado auf eine lange Tradition zurlickblicken kann, existie-
ren heute Uber 400 verschiedene Sorten, die langst nicht alle auf den Markt kommen.
Die Avocadosorten werden in drei Kategorien (Lehari et al. 1999) oder in Abhangig-
keit ihres kulturhistorischen Ursprungs in drei ,Urformen* (Rias-Bucher 1998), ,Oko-
typen“ (Franke 1997) oder ,Varietaten“ (Whiley et al. 2002) eingeteilt: Die erste Form,
der dinnschalige ,mexikanische Typ“ (Hochlandform), stammt aus dem Hochland
von Mexiko und weist Frichte von 60-300 g und bis zu 30 % Fettgehalt auf. Die
zweite Form ist der rauschalige ,Guatemala-Typ“ (Montanform) aus dem Hochland
von Zentralamerika mit lang gestielten, dick- und narbenschaligen, sehr groBen
Friichten von 500-600 g Gewicht und 10-15 % Fettgehalt sowie mit kleineren Samen.
Der ,westindische Typ* (Tieflandform) aus dem zentralamerikanischen Tiefland mit
glatter, ledriger Schale, groBem Kern, kurz gestielten, glatt-, aber zahschaligen und
groBen Frichten bei 3-7 % Fettgehalt stellt die dritte Form dar. — ,Mexikanischer
Typ®, ,Guatemala-Typ“ und ,westindischer Typ* weisen unterschiedliche Merkmale
von gartenbaulichen Besonderheiten auf. Da die Zentren ihrer Herkunft deutlich ver-
schieden sind, wird angenommen, dass vor der Kolonisierung Amerikas durch die
Européer die genetische Reinerbigkeit dieser Typen lange gewahrt blieb bzw. eine
Vermischung nicht stattfinden konnte, weil diese durch geografische Barrieren von-
einander isoliert waren und zwischen den mittelamerikanischen Vélkern nur geringe
Tausch- oder Handelsaktivitaten herrschten (Storey et al. 1986). Erst als die spani-
schen Eroberer Handelswege in und nach Mittelamerika errichtet hatten, ergaben
sich Moglichkeiten zur Hybridbildung zwischen den unterschiedlichen botanischen
Typen. Hybridisierungen hatten signifikante Konsequenzen: Die gegenwartig wich-
tigsten Kulturvarietaten Fuerte und Hass sind Hybride aus dem ,mexikanischen® und
dem ,Guatemala-Typ“. Weitere bekannte Kulturvarietaten sind Bacon, Edranol, Et-
tinger, Pinkerton, Reed, Ryan, Sharwil, Shepard, Wurtz und Zutano (Whiley et al.
2002).

Die Avocadosorte Hass, welcher in der vorliegenden Arbeit besondere Aufmerksam-

keit gewidmet ist (Abbildung 9), entstand zuféllig erst in den spaten 1920er Jahren

aus einem zuféllig gepflanzten Avocadobaumsetzling im Garten von Rudolf Hass,

einem ehemaligen deutschen Brieftrager, der nach Kalifornien ausgewandert war

(Lehari et al. 1999). Die hohe Qualitat des Fruchtfleisches, die hohe Ertragsmenge
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und die spatere Reifung im Vergleich zur Sorte Fuerte veranlassten Rudolf Hass
1935 zur Patentanmeldung der Sorte Hass. Der urspriingliche Hass-Avocadobaum,
vom dem weltweit alle Avocados der Sorte Hass abstammen, starb 2002 (California
Avocado Society 2009). Genetisch wird die Hass-Sorte vom ,,Guatemala-Typ“ domi-
niert, wobei auch einige Gene des ,mexikanischen Typs“ nachweisbar sind. Die
Hass-Frucht erreicht ein Gewicht von 140-400 g, wobei der Fruchtfleischanteil 66-
70 % ausmacht. Das Fruchtfleisch besitzt durch sein kraftiges und nussartiges Aro-
ma sowie durch seine Cremigkeit eine sehr hohe Qualitat, welche die Hass als eine
der besten Avocadosorten der Welt auszeichnet. Erlangt die Hass-Avocado Genuss-
reife, so andert sich die Farbe der Schale von grliin in schwarz, was sich als prakii-
scher Vorteil fir den Verbraucher erweist. In den letzten 50 Jahren hat sich die Hass
zur dominierenden Sorte in den subtropischen Anbaugebieten entwickelt. Im Jahr
2000 betrug der Hass-Anteil, gemessen an der Avocadogesamtproduktion, in Neu-
seeland 96 %, in Mexiko und Kalifornien je 90 %, in Chile 80-85 %, in Spanien 73 %,
in Australien 70 %, in Stidafrika 31 % und in Israel 27 % (Whiley et al. 2002).

Abbildung 9: Hass-Avocados (Persea americana Mill. cv. Hass)

Je nach Typ wachsen Avocados in den Tropen und Subtropen: Der ,mexikanische
Typ" vertragt Frost bis -3 °C und gedeiht auch im Mittelmeerraum. Der ,westindische
Typ“ hingegen braucht tropische Temperaturen. Auf den Plantagen in Anbaugebieten
werden die Baume durch Zuriickschneiden bei Hé6hen von etwa acht Metern gehal-

ten, damit die Baumkronen einfacher zugéanglich und abzuernten sind.

In Abhangigkeit von der Sorte werden die Friichte neun bis 18 Monate nach der Bli-
te gepflickt, wenn sie reif, aber noch hart sind. Die Frichte werden bei der Ernte
einzeln abgeschnitten. So verbleibt noch ein Stiick vom Stiel an der Frucht, wodurch

diese vor Schimmelbefall geschitzt wird, da der Stielansatz die empfindlichste Stelle
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ist, an der sich Schimmel ansiedeln kann. AuBerdem verlauft der Nachreifeprozess
optimal, wenn der Stangelansatz an der Frucht belassen wird. Avocados erreichen
namlich am Baum nur die sogenannte Baumreife, aber nicht die Genussreife. Diese
stellt sich erst nach dem Pfliicken ein. W&hrend des Transports und der Lagerung

erfolgt gewdhnlich die Nachreifung.

AuBer im tropischen Amerika wird die Avocado heute weltweit angebaut. Die Avoca-
doweltproduktion ist in den letzten 46 Jahren um mehr als das Vierfache angestie-
gen. Wurden 1961 weltweit noch 716.359 Tonnen erzeugt, so waren es 2007 bereits
3.363.124 Tonnen, was einer 4,7-fachen Erhéhung entspricht. Die Weltbevdlkerung
erhdhte sich hingegen im gleichen Zeitraum um den Faktor 2,1 von 3,09 Mrd. im Jahr
1961 auf 6,67 Mrd. im Jahr 2007 (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden wer-

den.). Demnach ist die Nachfrage nach dieser Frucht gestiegen.

B Weltbevilkerung [in Tausend] O Avocado-Weltproduktion [in Tonnen]
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Abbildung 10: Zeitliche Entwicklung der Avocadoweltproduktion 1961-2007 (FAO 2009) und
der Weltbevélkerung 1961-2007 (UN 2009).

Laut Angaben der California Avocado Society (Naamani 2007) waren im Jahre 2007
die zwolf bedeutsamsten Anbaulander, aufgelistet nach deren Avocadoproduktion in
Tonnen [t] (vgl. Abbildung 11): Mexiko (1.000.000t), Chile (220.0001), USA
(180.0001t), Peru (100.000t), Suadafrika (80.000t), Israel (70.000t), Spanien
(60.000 1), Australien (40.0001t), die Dominikanische Republik (30.0001t), Kenia
(20.000 t), Neuseeland (16.000 t) und Marokko (10.000 t).
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Abbildung 11: Hauptanbauregionen von Avocados (Hofshi Foundation 2009). Bildnachweis: Mit
freundlicher Genehmigung durch Reuben Hofshi, Fallbrook, Kalifornien, USA 2009.

Avocados sind als Frischobst ganzjahrig zu kaufen. Sie kommen einzeln unverpackt
in den Handel und werden nicht nach Gewicht, sondern stiickweise verkauft. Geman
,Codex Standard for Avocado“ (FAO 2005) aus dem Codex Alimentarius, einer
Sammlung von Normen flr die Lebensmittelsicherheit und -produktqualitat, die von
den UN-Organisationen FAO und WHO seit 1963 herausgegeben wird, werden in-
ternational folgende drei Qualitatsklassifikationen in absteigender Qualitat gehandelt:
LExtra” Class, Class | und Class Il. Schaut man auf das Angebot innerhalb der Quali-
tatsklassen, so findet man Avocados in folgenden drei Reifegraden: Die harte Frucht
fir den Vorrat, die halbweiche fir den Gbernachsten Tag und/oder die weiche flir das
Abendessen am selben Tag. Eine reife Frucht gibt auf leichten Druck etwas nach
und beim Schitteln der Frucht ist im Innern zu héren, wie sich der Kern etwas be-

wegt.

In Guatemala und dessen Nachbarlandern ist die Avocado ein Grundnahrungsmittel
unterer Bevilkerungsschichten (Popenoe 1920). Aber auch als Zutat in weitverbreite-
ten, aufwendig zubereiteten, traditionellen Gerichten wird die Avocado verwendet; so
beispielsweise in Mexiko, wo die international bekannte Spezialitdt Guacamole aus
purierter Avocadopulpe, Tomaten, Zwiebeln, Knoblauch, Limonensaft, Jalapeno, Ko-

riander, Peperoni und Salz zubereitet und als Dip oder Brotaufstrich verzehrt wird. In
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einigen Landern wird die Avocadofrucht mit Zucker, in Eiscreme oder in Milchshakes
verzehrt (Whiley et al. 2002). Zum Kochen ist die Avocado ungeeignet, da bei Erhit-
zung oder Lagerung der Pulpe bei hohen Temperaturen Fehlaromen und Bitterstoffe
gebildet werden. Die wachsende Beliebtheit der mexikanischen Kiiche, vorwiegend
in den Ballungszentren der Erde, induziert eine weitere Steigerung des Anbaus, so-
dass die Bekanntheit und Anwendung von Avocados in Zukunft sich weiter erhéhen

wird.

Das essbare Fruchtfleisch der Avocado besitzt einen sahnigen Geschmack und ei-
nen nussartigen Geruch. Reife Frlichte zeichnen sich durch ein gleichmaBig grinfar-
benes, weiches, streichfahiges Fruchtfleisch, einer Schale mit schwarzen Plnktchen
und durch einen leicht auszupfbaren Stielansatz aus. Uberreife Friichte zeigen aus-
gepragte schwarze Flecken auf der Schale und schwarze Schlieren im Fruchtfleisch.
Unreife Frichte sind hart oder, falls zu frih gepflickt, schrumpelig und ohne Aroma
(Rias-Bucher 1998). Das Fruchtfleisch der Avocado besitzt ein neutrales, im weites-
ten Sinne nussartiges Aroma, das sowohl zu siiBen als auch zu pikanten Gerichten
passt (Lehari et al. 1999).

Die Avocado qilt als eine der ernahrungsbiologisch wertvollsten Friichte. Sie ist reich
an B-Vitaminen und Vitamin E. AuBerdem enthalt sie die wichtigsten Mineralstoffe,
insbesondere Kalium und Magnesium sowie die Spurenelemente Eisen und Kupfer
(vgl. Scherz et al. 2000). Des Weiteren ist die Avocado besonders reich an essen-
ziellen Aminoséuren (Lehari et al. 1999). Avocado enthélt soviel Eiweil3 wie kein an-
deres Obst und wird im Fettgehalt nur von Oliven Ubertroffen. Das Avocadofett be-
steht zu groBen Teilen aus ungesattigten Fettsduren wie Linol- und Olsaure. Der
Nahrwert von Avocadopulpe ist abhangig vom ,Okotyp“ (Franke 1997), von der Kul-
turvarietat, den Wachstumsbedingungen der Pflanze sowie von dem Alter der Frucht.

Ein weiteres Anwendungsgebiet findet die Avocadofrucht in der Kosmetik, wo Avo-
cadodl in Kombination mit anderen Ingredienzen beispielsweise zur Pflege der Haut
angewendet wird. Plrierte Avocadopulpe wird bei kosmetischen Gesichtsbehandlun-
gen eingesetzt.

Den Vorteilen der Avocado steht jedoch eine ansteigende Zahl von Menschen ge-
gentber, die allergisch auf diese Frucht reagieren. So sind gegenwartig bereits mehr

als ein Prozent der US-amerikanischen und mexikanischen Bevdlkerung gegen die
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Avocado sensibilisiert. Das Hauptallergen hat dabei Endochitinase-Aktivitat und ist
bekannt als ,,Prs a 1* (Sowka et al. 1998).

1.3.2 Kenntnisstand zu den Bitterstoffen in der Avocado

Im Gegensatz zu anderen Lebensmitteln kann die Avocado in Abhangigkeit vom
thermischen Prozess oder vom Trocknungsprozess an der Luft nicht zubereitet wer-
den, ohne dass Aroma- und Geschmacksfehler auftreten. Beim Aufkochen, langerem
HeiBhalten und auch beim Einfrieren werden Avocados bitter (Rias-Bucher 1998;
Lehari et al. 1999). Bates (1970) beschrieb diesbezliglich einen unangenehmen,
scharfen, mundbelegenden Geschmack und einen unangenehmen anhaltenden

Nachgeschmack, welcher mit einer Bitterkeit einhergeht.

Im Jahr 1931 wurde der Bittergeschmack erhitzter Avocadopulpe durch Harrold
(1931) allgemein als ,chininartig“ bitter bezeichnet. Zwanzig Jahre spater wurde das
Auftreten von Fehlaromen und Fehlgeschmack in einer Rezension von Cruess et al.
(1951) dokumentiert, wobei jedoch keine konkreten molekularen Ursachen flr eine
Zunahme der Bitterkeit nach thermischer Behandlung von Avocados aufgefiihrt wer-
den konnten. Erst Ben-Et (1973) gelang es, mit 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en
und 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en erstmalig und bislang alleinig zwei
Verbindungen (Abbildung 12) aus erhitzter Avocadopulpe zu isolieren und diese als
Bitterstoffe zu identifizieren.

OH OH
By
=
H3C O/\(\(\/\/\/\/\/\/ (B)
OH OH

Abbildung 12: Molekiilstrukturen von 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (A) und 1-Acetoxy-2,4-
dihydroxy-n-heptadeca-16-en (B).
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Es blieb jedoch unklar, ob diese Verbindungen zum Bittergeschmack thermisch ver-
arbeiteter Avocadoprodukte beitragen, oder ob des Weiteren bisher nicht beschrie-

bene Bitterstoffe in der Avocado existieren.
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2 Ziele der Arbeit

Die Klarung kausaler Zusammenhange zwischen individuellen Geschmackspréaferen-
zen und Ernahrungsverhalten legt interindividuelle Variationen in der Ausstattung mit
Geschmacksrezeptorgenen nahe und setzt die Klarung der dem Geschmack zugrun-
de liegenden Moleklle voraus. Da insbesondere die individuelle Bitterwahrnehmung
mit der Verzehrspraferenz pflanzlicher Lebensmittel wie z.B. Chicorée oder erhitzter
Avocado zusammenzuhangen scheint, gilt es die diesen Bittergeschmack induzie-

renden Verbindungen zunachst zweifelsfrei zu identifzieren.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, die den Bittergeschmack von Chico-
rée sowie erhitzter Avocado ursachlichen Substanzen unter Nutzung von Arbeitswei-
sen der molekularen Sensorik strukturell und funktionell zu charakterisieren. Hierftr
sollten aus diesen Lebensmitteln gewonnene Ld&sungsmittelextrakte unter Anwen-
dung der Geschmacksverdiinnungsanalyse aktivitatsorientiert fraktioniert, die Bitter-
stoffe lokalisiert und nach lIsolierung und chromatographischer Reinigung mittels
LC/MS- und NMR-spektroskopischen Untersuchungen in deren Struktur geklart wer-
den. Nach sensorischer Charakterisierung (Geschmacksschwellenwerte, Do-
sis/Wirkungs-Funktionen) sollten anschlieBend die Geschmacksstoffe in Chicorée
bzw. erhitzter Avocado quantifiziert und anhand von Konzentrations/Wirkungs-
Uberlegungen in deren Geschmacksbeitrag gewichtet werden. Anhand quantitativer
Studien sollten abschlieBend die lokale Verteilung der Bitterstoffe innerhalb des Chi-
corée-Salatkopfes sowie deren Bildungsverlaufe in Avocadoptiree in Abhangigkeit

der Erhitzungstemperatur und -zeit untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Bitterstoffe im Chicorée (Cichorium intybus L. var. foliosum Hegi)

Vor den Untersuchungen wurden Chicorée-Salatkdpfe zunachst zerkleinert und ge-
friergetrocknet (Trockenmasse: 5,7 g/100 g). Die sensorische Analyse getrockneten
Materials ergab eine stBliche sowie eine kraftig bittere Note. Die Analyse der Zucker
Glucose, Fructose und Saccharose ergab einen mittleren Gesamtgehalt von
43,0 g/100 g TM, was mit dem StiBgeschmack des Untersuchungsmaterials korrelier-
te. Zur Identifizierung der bitteren Inhaltsstoffe wurde das gefriergetrocknete Blattma-
terial im Folgenden fraktioniert.

3.1.1 Aktivitatsorientierte Identifizierung von Bitterstoffen im Chicorée

3.1.1.1  Sequenzielle Lésungsmittelextraktion

Um erste Erkenntnisse bezlglich der Hydrophobitat geschmacksaktiver Inhaltsstoffe
zu erhalten, wurde das gefriergetrocknete Chicorée-Blattmaterial einer aktivitatsori-
entierten Fraktionierung durch sequenzielle Extraktion mit organischen Lésungsmit-

teln unterzogen.

Das Untersuchungsmaterial wurde zuerst mit Methanol, der verbliebene Riickstand
mit einer Methanol-Wasser-Mischung extrahiert. Die vom unléslichen Ruckstand
durch Filtration isolierten Extrakte wurden nach deren Vereinigung im Vakuum vom
Methanol befreit und mit Ethylacetat extrahiert, woraus die Ethylacetat- und die Was-
serfraktion resultierten (Abbildung 13).
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Chicorée (Trockenmasse)
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Extraktion mit MeQOH Vakuumdestillation
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Gefriertrocknung
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Unlaslicher Riickstand Ethylacetatfraktion Wasserfraktion
(Fraktion A) (Fraktion B) (Fraktion C)

v

Abbildung 13: Chicorée-Extraktionsschema

Somit resultierten mit dem unldslichen Rickstand (Fraktion A), der Ethylacetatfrakti-
on (Fraktion B) und der Wasserfraktion (Fraktion C) insgesamt drei Fraktionen.

Von allen Fraktionen wurden nach Gefriertrocknung die Ausbeuten gravimetrisch
bestimmt sowie deren relative Intensitaten der Bitterkeit im Vergleich sensorisch er-
mittelt. Mit einer Ausbeute von 70,4 % bildeten die Bestandteile der wasserldslichen
Fraktion C den hdéchsten Anteil und die ethylacetatlésliche Fraktion B mit 1,6 % den
geringsten Anteil an der Chicorée-Trockenmasse. Die Ausbeute des unldslichen
Rlckstandes (Fraktion A) betrug 27,7 %. Somit belief sich die Gesamtausbeute der
Extraktion auf 99,7 %, sodass die Extraktionsverluste mit 0,3 % vernachlassigbar
gering ausfielen (Tabelle 1).

Die sensorische Analyse des unléslichen Rickstandes A erfolgte aufgrund dessen
Wasserunldslichkeit durch Verkostung der Trockenmasse, welche sich als ohne jeg-
lichen Geschmack prasentierte und somit nicht weiter untersucht wurde. Ethylacetat-
und Wasserfraktion wurden in natirlich vorliegenden Konzentrationsverhaltnissen in
einprozentigen, ethanolischen Lésungen miteinander sensorisch verglichen und de-
ren relative Bitterintensitaten auf einer Skala von 0-5 bewertet. — Als Referenzlésun-
gen dienten Sensorikwasser (pH 6,5) mit einem definierten Bitterwert von 0 sowie
eine wassrige Coffeinlésung (1,0 g/l) mit einem definierten Bitterwert von 5. — Mit ei-
nem Intensitatswert von 4,7 war die relative Bitterkeit der Fraktion B gegenliber dem
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Wert 2,0 der Fraktion C mehr als 2,3-fach héher, obwohl der geléste Anteil der Frak-
tion B von 1,6 % gegenlber der Wasserfraktion C mit 70,4 % um exakt den Faktor

44 geringer ausgefallen war.

Tabelle 1: Extraktionsausbeuten und relative Bittergeschmacksintensitaten der Chicorée-
Fraktionen A-C

Chicorée-Fraktionen Ausbeute [g/100 g TM] Relative Intensitat der Bitterkeit®
A 27,7 0,0
B 1,6 4,7
C 70,4 2,0

4Bestimmungen in 1%igem ethanolischen Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5) mittels Half-Mouth-
Test.

Zur Isolierung und ldentifizierung der Schllsselbitterstoffe wurden die Fraktionen B
und C mittels praparativer HPLC weiter aufgetrennt und mittels Geschmacksverdin-
nungsanalyse nach Bitterstoffen untersucht.

3.1.1.2 Geschmacksverdinnungsanalyse (GVA) und Identifizierung  von
Bitterstoffen der Fraktion B

Um die geschmacksaktiven von den geschmacklosen Verbindungen abzutrennen,
wurde die Fraktion B vollstandig in Methanol gelést und mittels praparativer HPLC an
einer RP-18-Phase unter Anwendung eines Wasser-Acetonitril-Gradienten fraktio-
niert. Die Ethylacetatfraktion B wurde dadurch in die 15 Fraktionen B1-B15 aufge-
trennt (Abbildung 14) und durch Anwendung der Geschmacksverdiinnungsanalyse
(Frank et al. 2001) in ihren relativen Geschmacksaktivitdten gewichtet. Hierzu wur-
den die einzelnen gefriergetrockneten HPLC-Fraktionen in gleichen Volumina Was-
ser geldst und anschlieBend stufenweise um den Faktor 2 verdinnt. Im Anschluss
wurden die zu verkostenden Proben den Sensorikern in der Reihe steigender Kon-
zentrationen angeboten. Jede einzelne Verdinnungsstufe wurde mehrfach von dem
Sensorikpanel im Vergleich zu einem Blindwert aus Sensorikwasser in einem soge-
nannten Half-Mouth-Test (Scharbert et al. 2004) verkostet.
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Abbildung 14: Praparatives RP-HPLC-UV/VIS-Chromatogramm (A =258 nm) der Chicorée-
Ethylacetatfraktion.

Die Verdinnungsfaktoren jeder einzelnen Fraktion, bei der gerade noch eindeutig ein
Bittergeschmack gegeniber den Blindproben erkannt wurde, wurden gemittelt und
als Geschmacksverdiinnungsfaktoren (GVFs) angegeben. Simultan wurde die Ge-
schmacksqualitdt der jeweiligen Fraktion angegeben. Die Ergebnisse der Ge-
schmacksverdinnungsanalyse der Chicorée-Fraktion B zeigen, dass insgesamt
neun der 15 Fraktionen bitter waren (Tabelle 2). Die Qualitaten der Bitterkeit dieser
neun Fraktionen charakterisierten die Panelisten als identisch. Mit einem Ge-
schmacksverdiinnungsfaktor (GVF) flr Bitterkeit von jeweils 128 zeigten die Fraktio-
nen B5, B6 und B13 die groBten Effekte, gefolgt von Fraktion B9 mit einem GVF von
16 sowie den Fraktionen B8, B10 und B15 mit GVFs von jeweils 8. Die Fraktionen B3
und B12 prasentierten sich lediglich bis zu den Verdinnungsstufen 1:4 und 1:2 als
bitter, die Fraktionen B4, B7 und B14 waren geschmacklos. Als aufrauend adstringie-
rend wurden die Fraktionen B1 und B2 beschrieben.

28



Tabelle 2: Geschmacksqualititen und Geschmacksverdiinnungsfaktoren (GVF) isolierter
Subfraktionen B1-B15

HPLC-Fraktion® Geschmacksqualitat® GVF° Identifizierte Verbindung®
B1 aufrauende Adstringenz 2
B2 aufrauende Adstringenz 4
B3 bitter 4
B4 geschmacklos <1
B5 bitter 128 1
B6 bitter 128 2
B7 geschmacklos <1
B8 bitter 8 3
B9 bitter 16 4
B10 bitter 8
B11 geschmacklos <1
B12 bitter 2
B13 bitter 128 5
B14 geschmacklos <1
B15 bitter 8

aBezeichnungen gemaB Abbildung 14. ° Bestimmungen mittels Half-Mouth-Test. ® Angaben gemaB
Abbildung 16, 20, 24, 25 und 29.

Die Verbindungen, die mit den héchsten GVFs bewertet wurden, wurden im Folgen-
den mittels HPLC-DAD-Spektroskopie, HPLC-MS/MS- und NMR-Experimente in de-

ren chemischen Strukturen untersucht.

Die Fraktionen B5, B6, B8, B9 und B13 beinhalteten jeweils nur eine Substanz — ge-
nannt 1, 2, 3, 4 und 5 —, welche mittels instrumentell-analytischer Techniken als
11,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-Desoxylactucin (3), 8-Desoxy-113,13-
Dihydrolactucin (4) und Lactucopicrin (5) identifiziert werden konnten. Die Untersu-
chung der aus der Ethylacetatfraktion B der Chicorée-Salatblatter isolierten Verbin-
dungen 1, 2, 3, 4 und 5 via RP-HPLC-DAD indizierte das Vorliegen von Sesquiter-
penlactonderivaten: Die DAD-Spektren mit einem Wellenldngenbereich von 200 bis
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400 nm zeigten, dass die bei den Retentionszeiten von 10,1 min (1), 12,9 min (2),
29,2 min (3), 30,7 min (4) und 44,8 min (5) eluierenden Verbindungen ein durchweg
ahnliches Absorptionsverhalten mit einem jeweils identischen Absorptionsmaximum

bei einer Wellenlange von 258 nm besaf3en.

Die Molekilstrukturen dieser Verbindungen wurden durch massenspektrometrische
und kernresonanzspektroskopische Untersuchungen bestétigt. Die erhaltenen Daten
korrelierten mit denen von Deng et al. (2001), Seto et al. (1988) und Ren et al.
(2003). Die isolierten Verbindungen 1, 2, 3, 4 und 5 sind allesamt Guaian-Derivate,
bestehen aus drei Ringen — einem Fiinfring, einem Siebenring und einem Lactonring
— mit Doppelbindungen zwischen den Kohlenstoffatomen C-1 und C-10 sowie zwi-
schen C-3 und C-4. Sie besitzen jeweils eine Carbonylgruppe am C-2, eine Methyl-
gruppe am C-10, eine Hydroxymethylengruppe am C-4 und identisch konfigurierte

Stereozentren.

HO 0

Abbildung 15: Molekiilstruktur von Guaian (links) und allgemeine Molekiilgrundstruktur der in

Fraktion B identifizierten Guaiansesquiterpenlactone (rechts).

Die Molekiile 1, 2, 3, 4 und 5 tragen Stereozentren mit folgenden Konfigurationen an
den Kohlenstoffatomen C-5 (S), C-6 (R) und C-7 (R). 1, 2 und 5 besitzen zudem Ste-
reozentren am Kohlenstoffatom C-8, an dem eine Hydroxylgruppe in S-Konfiguration
gebunden ist. Die Stereozentren C-11 der Verbindungen 1 und 4 sind S-konfiguriert.

Im Folgenden sind die Arbeiten zur Strukturidentifizierung detailliert dargestellt.

Identifizierung von 118,13-Dihydrolactucin (1) in Fraktion B5:

Die erhaltene Fraktion B5 wurde als stark bitter charakterisiert und beinhaltete ledig-
lich eine Verbindung (1) (Abbildung 16). Die Substanz 1 besaf3 laut DAD-Spektrum
in einer Wasser/Acetonitril-Mischung von 85/15 (V/V) bei einer Wellenlange von
258 nm ein lokales Absorptionsmaximum.
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Abbildung 16: Molekiilstruktur von 118,13-Dihydrolactucin (1).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Positiv-Modus ergab ein Pseudomolekilkation
[M+H]" mit m/z279. Durch die Detektionen des Ammoniumadduktkations [M+NH4]*
mit m/z296 wurde auf eine Gesamtmoleklilmasse von 278 g/mol geschlossen
(Abbildung 17). Die Detektion im ESI-Negativ-Modus ergab ein Pseudomolekulani-
on [M-H]" mit m/z277; Signale von m/z313 und m/z323 wurden als Chlorid-
(IM+CI]) und Formiatadduktanionen ([M+Formiat]) interpretiert, sodass eine Ge-
samtmoleklilmasse von 278 g/mol bestatigt werden konnte.
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Abbildung 17: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von 118,13-Dihydrolactucin (1).

Mittels COSY-NMR-Experiment wurden zwischen C(5)-C(6), C(6)-C(7), C(7)-C(8),
C(7)-C(11) und C(11)-C(13) skalare Protonenkopplungen detektiert. Das 'H- und
HMQC-NMR-Experiment zeigte das Vorliegen von zwei Methylgruppen, welche den
Kohlenstoffatomen C(13) und C(14) zugeordnet werden konnten. Da laut HMQC-
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Experiment am C(11) ein Proton gebunden ist, welches mit den Protonen der C(13)-
Methylgruppe koppelt (Abbildung 18), handelt es sich bei dem isolierten Bitterstoff
eindeutig um das 11,13-Dihydrolactucin (1).

Die ®*C-NMR-Signale bei 178 ppm (C(12)) und 195 ppm (C(2)) im HMBC-Spektrum
lieBen auf das Vorhandensein von Carbonylgruppen bzw. Carbonylkohlenstoffato-
men schlieBen (Ordinatenachse, Abbildung 19). Erstere sind charakteristisch flr
Carbonyle in Lactonsystemen, Letztere fiir alleinstandige Carbonylsysteme ohne Es-
ter- oder Lactoncharakter. Durch J,, 3-Kopplungen konnten die benachbarten Proto-
nen der Kohlenstoffatome C(3), C(7), C(11), C(13) sowie C(150/B) zugeordnet wer-
den, sodass auf das Vorliegen einer Sesquiterpenlactongrundstruktur geschlossen
werden konnte. Die stark ausgepragte J»>-Kopplung des C(2)-Atoms mit dem C(3)-

Proton verstarkte diese Annahme.
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Abbildung 18: HMQC-NMR-Spektrum (400 MHz, Methanol-d;) von 118,13-Dihydrolactucin (1).
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Abbildung 19: HMBC-NMR-Spektrum (400 MHz, Methanol-d;) von 118,13-Dihydrolactucin (1).

Die absolute Konfiguration des Stereozentrums am C(11) konnte mittels 'H-NMR-
Experiment (400 MHz, Methanol-ds) und via Literaturvergleich (Van Beek et al. 1990;
Deng et al. 2001) bestimmt werden. So betrug die Kopplungskonstante der Protonen
am C(7) im "H-Spektrum 13,6 Hz und am C(11) 11,9 Hz. Deng et al. (2001) bestimm-
ten  H,H-Kopplungskonstanten von J;1=7,7Hz fir 11¢,13-Dihydro-8-
desoxylactucin (,11-Epijacquinelin®) und J 1=125Hz fir 114,13-Dihydro-8-
desoxylactucin (,Jacquinelin®) (4). Van Beek et al. (1990) beschrieben Kopplungs-
konstanten von 12,0 Hz als charakteristisch fir die 11S-Konfiguration; Kopplungs-
konstanten von ungefédhr 7 Hz gelten als markant fir die 11R-Konfiguration. Somit
handelt es sich aufgrund der Resultate der durchgefiihrten spektrometrischen und
spektroskopischen Experimente sowie durch Literaturdatenvergleich bei der vorlie-

genden, isolierten Verbindung eindeutig um 1185,13-Dihydrolactucin (1).
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Identifizierung von Lactucin (2) in Fraktion B6:

Die erhaltene Fraktion B6 charakterisierte man als stark bitter und beinhaltete ledig-
lich die Verbindung 2 (Abbildung 20). Die Substanz 2 besal3 laut DAD-Spektrum in
einer Wasser/Acetonitril-Mischung von 85/15 (V/V) bei einer Wellenlange von

258 nm ein lokales Absorptionsmaximum.

Abbildung 20: Molekiilstruktur von Lactucin (2).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Positiv-Modus ergab ein Pseudomolekilkation
[M+H]" mit m/z277. Durch die Detektionen des Ammoniumadduktkations [M+NH4]*
mit m/z294 sowie des Natriumadduktkations [M+Na]" mit m/z299 wurde auf eine
Gesamtmolekllmasse von 276 g/mol geschlossen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von Lactucin (2).

Die Detektion im ESI-Negativ-Modus ergab ein Pseudomolekilanion [M-H]" mit
m/z 275; Signale von m/z257, m/z311 und m/z321 wurden als Wasserabspaltung
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([IM-H-H20]), als Chlorid- ([M+CI]") und Formiatadduktanionen ([M+Formiat]’) gedeu-
tet, sodass eine Gesamtmolekllmasse von 276 g/mol bestatigt werden konnte.

Die NMR-Spekirensatze von Fraktion B6 waren mit Ausnahme der Position 13 im
Sesquiterpenlacton-Molekilgrundgerist mit denen von 114,13-Dihydrolactucin (1)
identisch. Das "H-NMR-Spektrum von 2 (Abbildung 22) zeigt im Gegensatz zu dem
von 1 zwei zusatzliche, tieffeldverschobene Protonen bei 6,15 und 6,25 ppm, welche
folglich als geminal gebundene Protonen an einem olefinischen Kohlenstoffatom
C(13) gedeutet werden konnten. Dass es sich bei dem Kohlenstoffatom C(13) nicht
um eine Methyl-, sondern um eine Methylengruppe handelt, zeigt der Vergleich der
HMQC-Spekiren von 1 (Abbildung 18) und 2 (Abbildung 23): So enthalt das Mole-
kdl von 1 an Position 13 eindeutig eine hochfeldverschobene Methylgruppe, wo hin-
gegen in 2 (Lactucin) an dieser Stelle eine Methylengruppe mit tieffeldverschobenen

Protonen und einer C-C-Doppelbindung enthalten ist.
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Abbildung 22: 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, Methanol-d,) von Lactucin (2).
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Abbildung 23: HMQC-NMR-Spektrum (400 MHz, Methanol-d;) von Lactucin (2).

Die ermittelten NMR-Daten korrelieren mit denen von Deng et al. (2001). Die absolu-
te Konfiguration von Lactucin gemaB Abbildung 20 wurde mittels Réntgenkristall-
strukturanalyse durch Ruban et al. (1978) bestimmt. Bei dem aus Fraktion B6 isolier-

ten Bitterstoff handelte es sich folglich um Lactucin (2).

Identifizierung von 8-Desoxylactucin (3) in Fraktion B8:

Die erhaltene Fraktion B8 wurde als bitter charakterisiert und beinhaltete lediglich die
Verbindung 3 (Abbildung 24). Die Substanz 3 zeigte laut DAD-Spektrum in einer
Wasser/Acetonitril-Mischung von 75/25 (V/V) bei einer Wellenlange von 258 nm ein

lokales Absorptionsmaximum.
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Abbildung 24: Molekilstruktur von 8-Desoxylactucin (3).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Positiv-Modus ergab ein Pseudomolekulkation
[M+H]" mit m/z261. Durch die Detektion einer Wasserabspaltung ([M+H-H>QO]") mit
m/z 243, des Natriumadduktkations [M+Na]* mit m/z 283 sowie des Kaliumadduktka-
tions [M+K]" mit m/z299 konnte eine Gesamtmolekilmasse von 260 g/mol festge-
stellt werden. Die Detektion im ESI-Negativ-Modus ergab ein Pseudomolekilanion
[M-H]” mit m/z259. Signale von m/z295 und m/z 305 wurden als Chlorid- ([M+CI])
und Formiatadduktanionen ([M+Formiat]) gedeutet, sodass eine Gesamtmolekiil-

masse von 260 g/mol ermittelt werden konnte.

Die NMR-Spektrensatze von 3 waren mit Ausnahme der Positionen 7, 8 und 9 im
Sesquiterpenlacton-Molekilgrundgerist mit denen von Lactucin (2) identisch. Mittels
COSY-NMR-Experiment wurden zwischen den Protonen, welche an C(8) gebunden
sind, geminal-skalare Kopplungen detektiert. Im Gegensatz zu Lactucin (2) tragt das
Molekdl 3 somit an Position 8 keine Hydroxylgruppe und ein Proton, sondern ledig-
lich zwei kohlenstoffgebundene Protonen. Bei der Position 8 im Sesquiterpenlacton-
MolekulgerUst handelt es sich ausschlieBlich um eine Methylengruppe. Die ermittel-
ten NMR-Daten bestétigen die von Deng et al. (2001) und Savona et al. (1982) publi-
zierten Werte. GemaRB der Beschreibung von Savona et al. (1982) sind im Cyclohep-
tenring von 8-Desoxylactucin die Protonen H-C(8a) und H-C(9p) als axialstandig und

die Protonen H-C(9a) sowie H-C(8p) in aquatorialer Position angeordnet.

Der in Fraktion B8 vorliegende Bitterstoff wurde daher eindeutig als 8-

Desoxylactucin (3) identifiziert.
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Identifizierung von 8-Desoxy-11,13-Dihydrolactucin (4) in Fraktion B9:

In der bitteren Fraktion B9 war ausschlieBlich Verbindung 4 enthalten (Abbildung
25). Die Substanz 4 besaB laut DAD-Spektrum in einer Wasser/Acetonitril-Mischung
von 75/25 (V/V) bei einer Wellenlange von 258 nm ein lokales Absorptionsmaximum.

Abbildung 25: Molekiilstruktur von 8-Desoxy-118,13-Dihydrolactucin (4).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Positiv-Modus ergab ein Pseudomolekilkation
[M+H]" mit m/z263. Durch die Detektionen des Natriumadduktkations [M+Na]" mit
m/z 285 sowie des Kaliumadduktkations [M+K]" mit m/z301 wurde auf eine Ge-
samtmolekllmasse von 262 g/mol geschlossen (Abbildung 26). Die Detektion im
ESI-Negativ-Modus ergab ein Pseudomolekilanion [M-H]" mit m/z261; Signale von
m/z297 und m/z307 wurden als Chlorid- ([M+CI]) und Formiatadduktanionen
((M+Formiat]) interpretiert, sodass eine Gesamtmolekilmasse von 262 g/mol be-
stimmt werden konnte.
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Abbildung 26: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von 8-Desoxy-118,13-Dihydrolactucin (4).
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Die NMR-Spektrenséatze von 4 waren mit Ausnahme der Positionen 7, 11 und 13 im
Sesquiterpenlacton-Molekilgrundgeriist mit denen von 8-Desoxylactucin (3) iden-
tisch. Das 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 27) von 4 zeigt im Gegensatz zu dem von
3 zwei intensive, hochfeldverschobene Protonensignale bei 2,67 und 1,23 ppm. Ers-
teres entspricht einem Proton, Letzteres einer Methylgruppe, welche beide an C(11)
gebunden sind. Das HMQC-NMR-Experiment (Abbildung 28) detektierte neben der
Methylgruppe an Position 13 eindeutig die koppelnden Protonen am C(8), welche
den Beweis far das Vorliegen eines 8-Desoxy-11,13-Dihydro-
Sesquiterpenlactonsystems lieferten. Mit Ausnahme der fehlenden Hydroxylgruppe

an Position 8 war das Molekil 4 mit dem der Verbindung 1 beziglich der Konforma-

tion strukturell identisch.
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Abbildung 27: 1H-NMF{-Spektrum (400 MHz, Methanol-d,) von 8-Desoxy-118,13-
Dihydrolactucin (4).

Die ermittelten NMR-Daten der aus Fraktion B9 isolierten Verbindung (4) korrelieren

mit denen von Deng et al. (2001). Die absolute Konfiguration des Stereozentrums am
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C(11) konnte mittels 'H-NMR-Experiment (400 MHz, Methanol-d,) und via Literatur-
vergleich mit Deng et al. (2001) bestétigt werden. So betrugen die Kopplungskon-
stanten der Protonen am C(7) im 'H-Spektrum J;=13,6 Hz und am C(11)
Ji1=119Hz. Deng et al. (2001) bestimmten Kopplungskonstanten von
J711=7,7Hz fir ,11a13-Dihydro-8-desoxylactucin“ (,11-Epijacquinelin®)  und
J7. 11 = 12,5 Hz far ,114,13-Dihydro-8-desoxylactucin“ (,Jacquinelin®). Van Beek et al.
(1990) beschrieben die Kopplungskonstante von 12,0 Hz als charakteristisch fur die
11S-Konfiguration; die Kopplungskonstanten von 7 Hz gelten als markant fir die
11 R-Konfiguration. Somit handelt es sich bei der vorliegenden, isolierten Verbindung

(4) eindeutig um das 115,13-Isomer und damit um das 114,13-Dihydro-8-

desoxylactucin-Stereoisomer.
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Abbildung 28: HMQC-NMR-Spektrum (400 MHz,  Methanol-d;) von  8-Desoxy-118,13-
Dihydrolactucin (4).
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Identifizierung von Lactucopicrin (5) in Fraktion B13:

Die erhaltene Fraktion B13 wurde als stark bitter charakterisiert und enthielt lediglich
die Verbindung 5 (Abbildung 29), welche in einer 60/40-(V/V)-Wasser-Acetonitril-
Mischung bei einer Wellenlange von 258 nm ein lokales Absorptionsmaximum auf-

wies.

Abbildung 29: Molekiilstruktur von Lactucopicrin (5).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Positiv-Modus ergab ein Pseudomolekilkation
[M+H]" mit m/z411. Durch die Detektionen des Ammoniumadduktkations [M+NH,]*
mit m/z428 sowie des Natriumadduktkations [M+Na]® mit m/z433 und des Ka-
liumadduktkations [M+K]" mit m/z449 wurde eine Gesamtmolekilmasse von
410 g/mol bestimmt (Abbildung 30). Die Detektion im ESI-Negativ-Modus zeigte ein
Pseudomolekdilanion [M-H] mit m/z 409. Signale von m/z391, m/z 445 und m/z 455
wurden als Wasserabspaltung ([M-H>O-H]), Chlorid- ([M+CI]) und Formiataddukt-
anionen ([M+Formiat]) interpretiert, sodass eine Gesamtmoleklilmasse von
410 g/mol bestatigt werden konnte.

Die NMR-Spektrensatze von 5 enthielten zahlreiche identische Signale mit denen
des Lactucins (2), was auf das Vorliegen eines Lactucin-Derivates hindeutete. Die im
'H-NMR-Spektrum bei 6,75 ppm und 7,14 ppm detektierten Protonen H-C(5°/7°) und
H-C(4°/8") zeigten im COSY-Spektrum ausgepragte skalare Kopplungen, welche
aufgrund ihrer chemischen Verschiebungen als Doppelbindungen identifiziert wur-
den. Aufgrund der Kopplungskonstanten von 7,8 Hz und 8,3 Hz zwischen den ent-
sprechenden Protonensignalen im 'H-NMR-Spektrum wurden die Konfigurationen
dieser Doppelbindungen als cis-standig bestimmt, sodass auf das Vorliegen eines

Benzolringes geschlossen werden konnte.
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Abbildung 30: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von Lactucopicrin (5).

Ein Ester-Carbonyl-Signal (C-1°) bei 170 ppm auf der '*C-Skala (Ordinatenachse,
Abbildung 31) zeigt in Korrelation mit den Protonensignalen von 3,82 ppm (H-C(8))
und 4,62 ppm (H-C(2°)) auf der 'H-Skala (Abszissenachse, Abbildung 31) im
HMBC-NMR-Spektrum die Kopplung bzw. die Esterbindung zwischen einer Aceto-
xygruppe und dem Kohlenstoffatom C(8) des Sesquiterpenlactons. Somit ist die p-
Hydroxyphenylessigsaure eindeutig an der sekundaren Hydroxylgruppe am C(8)-
Atom durch Esterbindung positioniert, sodass die ,Lactukopikrin®-Strukturformel von
Michl et al. (1960), welche die p-Hydroxyphenylessigsauregruppierung an der prima-
ren Hydroxylgruppe am C(15)-Atom zuordneten, nicht bestatigt werden kann.

42



H-C(8)
H-C(2)

" 60

- 80

- 100

S [ppm]

- 120
- 140
- - 160

ci) L ~
coon : - * - 180

200

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
& [ppm]

Abbildung 31: HMBC-NMR-Spektrum (400 MHz, Methanol-d,) von Lactucopicrin (5).

Die Stereochemie von Lactucopicrin konnte mittels 'H-NMR-, COSY-NMR- sowie
HMBC-NMR-Experimenten (400 MHz, Methanol-ds) und via Literaturvergleich (Ren
et al. 2003) bestimmt werden. Aufgrund der Resultate der durchgefihrten Experi-
mente handelt es sich bei der vorliegenden isolierten Verbindung eindeutig um Lac-
tucopicrin (5) (Abbildung 29).

3.1.1.3 Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) der Fraktion C und Identifizierung

von Bitterstoffen

Um die Bitterstoffe von den siB schmeckenden Zuckern abzutrennen, wurde die
Trockenmasse der Wasserfraktion C vollstandig in Wasser gelést und zunachst mit-
tels Flash-Chromatographie an einer XAD-2®-Stationdrphase unter Anwendung ei-
nes Wasser-Methanol-Gradienten fraktioniert. Die Wasserfraktion wurde dadurch in
elf XAD-2®-Fraktionen C1-C11 durch Elution mit Methanol/Wasser-Anteilen (0/100-
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100/0) aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der relativen Intensitaten

der Bitterkeit im Vergleich durch ein Sensorikpanel.

Die sensorische Analyse der elf XAD-2®-Fraktionen zeigte, dass diese Subfraktio-
nen allesamt bitter waren (Tabelle 3). So wurden die Fraktionen C5, C6 und C9 mit
Werten gréBer 3 als am starksten bitter bewertet. Eine Uberpriifung der einzelnen
XAD-2®-Fraktionen via analytischer RP-HPLC-DAD-Spektroskopie ergab, dass die
Fraktionen C5 und C6 qualitativ identisch zusammengesetzt waren und sich nur in
den Gehalten der einzelnen Inhaltsstoffe unterschieden. Folglich resultierte die Bit-
terkeit dieser beiden Fraktionen aus den gleichen Verbindungen, sodass beide Frak-
tionen zur Fraktion C5/6 vereinigt werden konnten. Die kréaftige Bitterkeit der Fraktion
C9 lieB sich durch das Vorhandensein von Verbindungen erklaren, die bereits in der
Ethylacetatfraktion B identifiziert wurden. Somit lag der Fokus bei der Lokalisierung
unbekannter Chicorée-Bitterstoffe auf der XAD-2®-Fraktion C5/6.

Tabelle 3: Geschmacksqualitidten und relative Intensitaten der Bitterkeit isolierter XAD-2®-
Eluat-Fraktionen (Methanol/Wasser 0/100-100/0; V/V) der Chicorée-Wasserfraktion

Flash-Chromatographie XAD-2®-

Eluat-Fraktionen Geschmacksqualitat Relative Intensitat der Bitterkeit®
C1 bitter, st 1,7
c2 bitter, st 0,2
C3 adstringierend, bitter 0,4
C4 adstringierend, bitter 1,6
C5 adstringierend, bitter 3,1
C6 adstringierend, bitter 3,8
Cc7 bitter 2,7
C8 bitter 3,0
C9 bitter 4,3
C10 bitter 2,9
C11 bitter 1,5

 Bestimmungen in 1%igem ethanolischen Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5) mittels Half-Mouth-Test.
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Die aus der Chicorée-Wasserfraktion C gewonnene XAD-2®-Fraktion C5/6 wurde
vollstandig in Wasser aufgenommen und mittels praparativer HPLC an einer RP-18-
Phase unter Anwendung eines Wasser/Acetonitril-Gradienten in die zwdlf Fraktionen
C5/6-1 bis C5/6-12 aufgetrennt (Abbildung 32) und durch Anwendung der Ge-
schmacksverdiinnungsanalyse (Frank et al. 2001) in ihren relativen Geschmacksak-
tivitdten gewichtet. Hierzu wurden die einzelnen gefriergetrockneten HPLC-
Fraktionen in gleichen Volumina Sensorikwasser gel6st und anschlieBend stufenwei-
se um den Faktor 2 verduinnt. Im Anschluss wurden die zu verkostenden Proben den
Sensorikern in der Reihe steigender Konzentrationen angeboten. Jede einzelne Ver-
dinnungsstufe wurde mehrfach von dem Sensorikpanel im Vergleich zu einem
Blindwert aus Evian®-Sensorikwasser in einem sogenannten Half-Mouth-Test
(Scharbert et al. 2004) verkostet. Die Verdinnungsfaktoren jeder einzelnen Fraktion,
bei der gerade noch eindeutig ein Bittergeschmack gegeniber der Blindprobe er-
kannt wurde, wurden gemittelt und als Geschmacksverdiinnungsfaktoren (GVFs)
angegeben. Simultan wurde die Geschmacksqualitat der jeweiligen Fraktion evalu-

iert.
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Abbildung 32: Praparatives RP-HPLC-UV/VIS-Chromatogramm (A =258 nm) der XAD-2®-
Fraktion C5/6.
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Die Ergebnisse der Geschmacksverdinnungsanalyse zeigten, dass insgesamt sechs
der zwolf Fraktionen durch Bitterkeit gekennzeichnet waren (Tabelle 4). Die Qualita-
ten der Bitterkeit dieser sechs Fraktionen wurden durch die Panelisten als identisch
charakterisiert, jedoch bezliglich der Bitterkeit der Fraktion B als qualitativ verschie-
den eingestuft. Mit einem GVF flr Bitterkeit von jeweils 16 zeigten die Fraktionen
C5/6-5 und C5/6-9 die gr6Bten Effekte, gefolgt von den Fraktionen C5/6-7, C5/6-8
und C5/6-11 mit GVFs von jeweils 8 sowie der Fraktion C5/6-12 mit einem GVF von
4. Die Fraktionen C5/6-1, C5/6-3, C5/6-4, C5/6-6 und C5/6-10 waren geschmacklos.
Mit einer stark aufrauenden Adstringenz prasentierte sich die Fraktion C5/6-2, wel-

che einen GVF von 16 erreichte.

Tabelle 4: Geschmacksqualititen und Geschmacksverdiinnungsfaktoren der HPLC-
Fraktionen C5/6-1 bis C5/6-12

HPLC-Fraktion® Geschmacksqualitat® GVF° Identifizierte Verbindung®
C5/6-1 geschmacklos <1
C5/6-2 aufrauende Adstringenz 16 7
C5/6-3 geschmacklos <1
C5/6-4 geschmacklos <1
C5/6-5 bitter 16 6
C5/6-6 geschmacklos <1
C5/6-7 bitter 8
C5/6-8 bitter 8
C5/6-9 bitter 16
C5/6-10 geschmacklos <1
C5/6-11 bitter 8
C5/6-12 bitter 4

?Bezeichnungen gemaB Abbildung 32. ° Bestimmungen mittels Half-Mouth-Test. ¢ Angaben geman
Abbildung 33 und 37.
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Die Verbindungen mit den héchsten GVFs wurden im Folgenden mit HPLC-DAD-
Spektroskopie sowie HPLC-MS/MS- und NMR-Experimenten in deren chemischer
Struktur identifiziert.

Die Fraktionen C5/6-2 und C5/6-5 (Abbildung 32) beinhalteten jeweils nur eine Sub-
stanz, welche jeweils mittels instrumentell-analytischen Techniken als Cichoriosid B
(6) und Cichoriensaure (7) identifiziert werden konnten. Die Moleklstrukturen beider
Verbindungen wurden im Folgenden durch massenspekirometrische und kernreso-

nanzspektroskopische Untersuchungen identifiziert.

Identifizierung von Cichorienséure (7) in Fraktion C5/6-2:

Die erhaltene Fraktion C5/6-2 wurde als stark aufrauend-adstringierend charakteri-
siert und enthielt alleinig die Verbindung 7 (Abbildung 33). Die Substanz 7 besal3 im
DAD-Spektrum bei Wellenldngen von 244, 300 sowie 330 nm lokale Absorptionsma-

xima.

Abbildung 33: Molekiilstruktur von Cichorienséure (7).

Die LC-MS/MS-Analyse im ESI-Negativ-Modus ergab ein Pseudomolekuilanion [M-H]
mit m/z473 (Abbildung 34). Im ESI-Positiv-Modus war die Detektion des Pseudo-
molekilkations [M+H]" nicht méglich, jedoch konnte durch die Detektion des Na-
triumadduktkations [M+Na]" mit m/z 497 (Abbildung 35) eine Gesamtmolekiiimasse

von 474 g/mol bestimmt werden.
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Abbildung 34: ESI(-)-LC-MS-Spektrum von Cichorienséure (7).
100 4971
g
g
@
g
ESO
Q¢
2
k5 1631
Q{
o«
| L | l L | || |

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
m/z

Abbildung 35: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von Cichorienséaure (7).

Mittels COSY-NMR-Experiment (Abbildung 36) wurden zwischen C(7°)-C(8") und
C(777)-C(8"") skalare Protonenkopplungen detektiert und diese aufgrund ihrer chemi-
schen Verschiebungen von 6,39 ppm (H-C(8°/8°")) und 7,67 ppm (C(7°/7"")) als Dop-
pelbindungen identifiziert. Aufgrund der Kopplungskonstanten von 15,9 Hz zwischen
den entsprechenden Protonensignalen im "H-NMR-Spektrum konnten die Konfigura-

tionen dieser Doppelbindungen als trans-standig bestimmt werden.
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Abbildung 36: COSY-NMR-Spektrum (500 MHz, Methanol-d,) von Cichorienséure (7).

Durch Anwendung von massenspektrometrischen sowie DAD-, 1D- und 2D-NMR-
spektroskopischen Experimenten im jeweiligen Vergleich mit der kommerziell verflig-
baren Referenzsubstanz wurde die Verbindung 7 als der zweifache Kaffeesaureester
der Weinsaure, die (2R,3R)-2,3-Bis[[3-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-oxo-2-propenyl]oxy]-
butan-1,4-disdure identifiziert. Diese Verbindung ist unter dem Trivialnamen ,Cicho-

riensaure” oder ,Chicoréesaure” bekannt.

Cichoriensaure gehért zur Verbindungsklasse der Phenylpropanoide und wurde
erstmalig 1958 nach HeiBwasserextraktion von Zichorienblattern isoliert und identifi-
ziert (Scarpati et al. 1958). Die ermittelten Absorptionsmaxima der isolierten Verbin-
dung 7 entsprechen denen der Cichoriensaure, wie sie Scarpati et al. (1958) und
Chkhikvishvili et al. (2001) publiziert haben. Die 'H-NMR-Daten von 7 bestatigen die
Ergebnisse von Sobolev et al. (2005). Die Geschmacksaktivitat der Cichoriensaure

war bislang nicht literaturbekannt.
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Identifizierung von Cichoriosid B in Fraktion C5/6-5:

Die Untersuchung der Fraktion C5/6-5 mittels RP-HPLC-DAD lie8 das Vorliegen ei-
nes Sesquiterpenlactonderivats vermuten: Das DAD-Spektrum mit einem Wellenlan-
genbereich von 200 bis 400 nm zeigte, dass die mit einer Retentionszeit von 5,2 min
eluierende Verbindung 6 (Abbildung 37) analog der Guaiansesquiterpenlactone 1,
2, 3, 4 und 5 ein Absorptionsmaximum bei 258 nm besitzt.

Abbildung 37: Molekiilstruktur von Cichoriosid B (6).

Aus den massenspektrometrischen Untersuchungen ging die Molekilmasse von
440 g/mol hervor. Sichtbar im positiven ESI-Modus waren das Pseudomolekilkation
[M+H]" mit m/z441, das Ammoniumadduktkation [M+NH]* mit m/z 458, das Na-
triumadduktkation [M+Na]* mit m/z463 sowie das Kaliumadduktkation [M+K]* mit
m/z 479 (Abbildung 38). Im negativen ESI-Modus waren die Signale des Pseudo-
molekilanions [M-H]" mit m/z 439, das Chloradduktanion [M+CI]" mit m/z 475 und das
Formiatadduktanion [M+HCOO] mit m/z485 als Hauptfragment detektierbar
(Abbildung 39).
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Abbildung 38: ESI(+)-LC-MS-Spektrum von Cichoriosid B (6).

Die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) im positiven ESI-Modus zeigte bei
Fragmentierung des Pseudomolekiilkations [M+H]* (m/z441) die Abspaltung von
Glucose [M-Glc+H]" (m/z 279) sowie die Eliminierung von Wassermolekilen [M-Glc-
H.O+H]" (m/z261) und [M-Glc-2H,O+H]" (m/z243) (Abbildung 40). Das Molekdl-
fragment m/z 279, welches die Eigenschaften zu weiteren Wasserabspaltungen be-
saf3 und ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldange von 258 nm zeigte, legte
die Vermutung nahe, dass die Verbindung 6 neben Glucose das Sesquiterpenlacton
Dihydrolactucin (1) als Aglykon im Molekulkonstrukt enthielt.
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Abbildung 39: ESI(-)-LC-MS-Spektrum von Cichoriosid B (6).

51



441,3
100,

279,2

2153

Relative Intensitat [ %]
(4]
o

261,2

2431

|

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

Abbildung 40: ESI(+)-LC-MS/MS-Spektrum (m/z 441) von Cichoriosid B (6).

Ein Vergleich der ermittelten Molekilmasse von 440 g/mol (6) mit literaturbekannten
Sesquiterpenlactonglycosiden wies auf die Struktur des Cichoriosid B (6) hin (Seto et
al. 1988). Es handelte sich dabei um das Dihydrolactucin (1) mit einer B-Glucose an
Position 15 (vgl. Abbildung 16). Zur detaillierten Strukturaufklarung wurden 'H- und
3C-Kernresonanzspektren in fiinffach deuteriertem Pyridin aufgenommen, was einen

direkten Vergleich mit Literaturdaten (Seto et al. 1988; Kisiel et al. 1996) ermdglichte.

Die Methylgruppe an Position 14 konnte im "H-NMR-Spektrum (Abbildung 41) auf-
grund ihrer geringen chemischen Verschiebung (2,45 ppm) dem Integral von 3 und
der Singulett-Multiplizitat zugeordnet werden. Die zweite Methylgruppe an Position
13 zeigte ebenfalls eine typische geringe chemische Verschiebung von 1,65 ppm
und ein Integral fir drei Protonen. Im Unterschied zu Position 14 koppelten die Pro-
tonen noch mit dem Proton an Position 11, sodass ein Dublett sichtbar war. Mit ei-
nem breiten Singulett-Signal hatte das Proton an Position 3 die Intensitat 1. Mit einer
chemischen Verschiebung von 6,94 ppm hatte dieses Proton nur eine geringe Ab-
schirmung, was fur olefinische Verbindungen charakteristisch ist. Das Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer-Experiment (DEPT) wies bei der '3C-
Verschiebung 68,4 ppm eine Methylengruppe nach. Kopplungen zur direkten Nach-
barschaft konnten nicht festgestellt werden. Es handelte sich somit um das Kohlen-

stoffatom an Position 15.
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Abbildung 41: 1H-NMR-Spektrum (Auszug) von Cichoriosid B (6).

Der Zucker konnte aufgrund seiner typischen Verschiebungen zwischen 3,9 und
4,9 ppm und den Kopplungen im "H-"H-Verschiebungskorrelations-Experiment (CO-
SY) sowie seiner Kopplungskonstanten identifiziert werden. Die Kopplungskonstante
des anomeren Protons lag bei 7,7 Hz, was auf eine Axial-Axial-Stellung der Protonen
hinwies und die B-Konformation der Glucose bestétigte. Im Heteronuklearen inversen
Long-Range-Verschiebungskorrelations-Experiment (HMBC) war eine Kopplung des
Kohlenstoffatoms an Position 1~ mit den Protonen an Position 15a und 153 erkenn-
bar, wodurch die glycosidische Verknipfung des Sesquiterpenlactonmolekils an Po-

sition 15 nachgewiesen wurde (Abbildung 42).
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Abbildung 42: HMBC-Spektrum von Cichoriosid B (6).

Die weiteren Kohlenstoffatome konnten aufgrund der bereits zugeordneten Positio-
nen, ihren Kopplungen zur direkten Nachbarschaft (COSY) und ihrer Long-Range-
Kopplungen (HMBC) zugewiesen werden. Die '3C-Verschiebungen waren mit den
Werten von Seto et al. (1988) nahezu identisch. Die "H-Verschiebungen entsprachen

den von Kisiel et al. (1996) angegebenen Werten.

Dass es sich bei der glycosidischen Bindung um die B-Konformation der Glucose
handelte, wurde durch ein enzymatisches Experiment bestétigt: Bei diesem Versuch
wurden die Substrat- und Stereospezifitat der B-Glucosidase ausgenutzt, welche
ausschlieBlich B-glycosidisch verknlpfte Glucose durch Hydrolyse abzuspalten ver-
mag. Als Untersuchungsmaterial diente die aus Chicorée isolierte Fraktion C. Nach
deren Enzymbehandlung war das Cichoriosid B (6) kaum noch nachweisbar, wohin-
gegen die Konzentration des Dihydrolactucins (1) anstieg (Abbildung 43). Somit
konnte das Vorliegen der B-Konformation der Glucose innerhalb des Cichoriosid-B-

MolekUls zweifelsfrei bestatigt werden.
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Abbildung 43: Analytische RP-HPLC-DAD-Chromatogramme (A = 258 nm) der wéassrigen Chi-
corée-Fraktion C vor (A) bzw. nach (B) Behandlung mit 8-Glucosidase: Cichori-
osid B (6) (RT 12,6-12,8 min), Dihydrolactucin (1) (RT 16,2-16,5 min).

Aufgrund der aufgeflhrten Spektreninterpretation, der Vergleiche mit Literaturdaten
(Seto et al. 1988; Kisiel et al. 1996) sowie durch die enzymatische Konformations-
bestatigung konnte die Struktur des Cichoriosid B (6) aus Chicorée-Salatblattern bes-
tatigt werden. Somit wurde das Sesquiterpenlactonglycosid Cichoriosid B (6) erstma-
lig in Chicorée-Salatblattern identifiziert. Sdmtliche bis dato bekannten Literaturrefe-
renzen bezogen sich ausschlieBlich auf die Identifizierung in Cichorium-
Wurzelmaterialien.
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3.1.2 Psychophysikalische Evaluation gereinigter Chicorée-Bittersstoffe

3.1.2.1 Geschmacksschwellenwertkonzentrationen

Die Geschmacksschwellenwerte flr die bitteren Sesquiterpenlactone 1-6 wurden mit-
tels Half-Mouth-Test bestimmt. Die Qualitaten der Bitterkeiten aller flinf Lactone (1-5)
sowie die Bitterqualitat des Glycosids (6) bewerteten die Panelisten als identisch. Die
Schwellenwerte der Lactone Dihydrolactucin (1) (10,0 umol/l), Lactucin (2)
(7,0 umol/l), 8-Desoxylactucin (3) (20,2 umol/l) und 11/,13-Dihydro-8-desoxylactucin
(4) (9,8 umol/l) lagen in einem Konzentrationsbereich von 7,0 bis 20,2 umol/l und
waren somit nahezu gleich. Von den Lactonen 1, 2, 3 und 4 zeigte Lactucopicrin (5)
den mit Abstand geringsten Bitterschwellenwert von 2,5 umol/l. Die Betrachtung der
Schwellenwerte der Lactone 2 und 5 (Tabelle 5) erlaubte die Schlussfolgerung, dass
der deutlich verringerte Bitterschwellenwert von 5 sowie dessen Bitterintensitat von
der an der Hydroxylgruppe des C-8-Atoms  estergebundenen p-

Hydroxyphenylessigsauregruppe hervorgerufen werden.

Tabelle 5: Schwellenwerte identifizierter Chicorée-Bitterstoffe

Nummerische Be- Schwellenwertkonzentration®
zeichnung der Ver- Name der identifizierten Verbindung
bindung?® [umol/] [ppm]°

1 11,13-Dihydrolactucin 10,0 2,8

2 Lactucin 7,0 1,9

3 8-Desoxylactucin 20,2 5,3

4 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin 9,8 2,3

5 Lactucopicrin 2,5 1,0

6 Cichoriosid B 53,4 23,5

Bezeichnungen gemaB Abbildung 16, 20, 24, 25, 29 und 37. ® Schwellenwerte fiir Bitterkeit in Evi-
an®-Sensorikwassser (pH 6,5); Bestimmungen mittels Half-Mouth-Test. °Konzentrationsangaben

entsprechen [mg/kg] und [mg/I].

Das Cichoriosid B (6) (53,4 umol/l) zeigte bei Betrachtung aller untersuchten Derivate
den mit Abstand hdéchsten Schwellenwert (Tabelle 5). Der Vergleich des Bitter-
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schwellenwertes von 6 zu dem des freien Aglykons 1 (10,0 umol/l) verdeutlichte,
dass die O-Glycosylierung zu einer Erniedrigung der Bitterschwelle des Lactons um
Faktor 5 fahrt.

Als ,mundaustrocknend® und ,aufrauend adstringierend“ wurde die orale Wahrneh-
mung der wassrigen Ldésung von Cichoriensaure (7) durch das Sensorikpanel be-
schrieben. Um die bei der Wahrnehmung von adstringierenden Verbindungen auftre-
tenden ,Memory-Effekte* zu vermeiden, erfolgte die Bestimmung des Erkennungs-
schwellenwertes durch das sogenannte Half-Mouth-Testverfahren (Stark 2006). Da-
bei wurde flr die Cichoriensaure ein Erkennungsschwellenwert von 23,1 umol/l be-
ziehungsweise 11,0 mg/l Sensorikwasser (pH 6,5) ermittelt (Tabelle 6). Die Pane-
listen charakterisierten die Art der Adstringenz als vergleichbar zu den aus Kakao
(Theobroma cacao) isolierten N-Phenylpropenoyl-L-aminosauren wie z.B. (-)-N-
[387,4"-Dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-3-hydroxy-L-tyrosin bzw. der aus Rosmarin (Rosma-
rinus officinalis) isolierten Rosmarinsaure, fir die Schwellenwerte fiir Adstringenz von
26,0 umol/l (Stark et al. 2005) bzw. 11,5 umol/l (Degenhardt, unverdffentlicht) be-

stimmt wurden.

OH
HO 0
OH
A Ho@ﬂo
COOH
OH
HO 0
OH
B Ho—*z::>H—/r_<L
H  COOH
HO 0
y COOH
C HO o—%}_
O OH
HOOC gr—/f_{<::zk_
3 OH

Abbildung 44: Molekiilstrukturen von Rosmarinséure (A), (-)-N-[3",4"-Dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-
3-hydroxy-L-tyrosin (B) und Cichorienséaure (C).
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Tabelle 6: Schwellenwerte adstringierender Verbindungen in Chicorée

Schwellenwertkonzentration®
Name der adstringierenden Verbindung®

[umol/] [ppm]®
Rosmarinsaure 11,5° 4,1
(-)-N-[3",4"-Dihydroxy-( E)-cinnamoyl]-3-hydroxy-L-tyrosin 26,0° 9,3
Cichoriensaure (7) 23,1° 11,0

#Bezeichnungen gemaB Abbildung 44. ® Half-Mouth-Test: Schwellenwerte fir Adstringenz in Evi-

an®-Sensorikwassser; °pH 6,5; pH 6,0; ° Konzentrationsangaben entsprechen [mg/kg] und [mg/].

3.1.2.2 Dosis-Wirkungs-Funktionen

Um die relativen Bitterintensitaten der Verbindungen 1, 2, 3, 4 und 5 zu bewerten,
wurden Dosis-Wirkungs-Funktionen dieser Verbindungen aufgenommen. Die mittels
Half-Mouth-Testverfahren analog Scharbert et al. (2004) und Stark et al. (2006) eva-
luierten relativen Intensitaten der Bitterkeit wurden in der Ordinatenachse eines
zweidimensionalen Koordinatensystems gegen die Konzentrationen auf der Abszis-
senachse logarithmisch aufgetragen. Bei dem angewandten sensorischen Testver-
fahren wurden die Bittergeschmacksintensitaten einer Testlésung gegen eine Refe-
renzldésung verkostet; als Referenz zur Bestimmung der Bitterintensitaten diente eine
Coffein-Konzentrationsreihe. Auf diese Weise wurden die einzelnen Test- und Refe-
renzldsungen — beginnend mit den niedrigsten Bitterstoffkonzentrationen in steigen-
der Konzentrationsrichtung — auf jeweils verschiedene Zungenhalften aufgetragen;
die auftretenden Bitterintensitdten wurden bestimmt. Die Angabe der relativen Bitter-
intensitaten auf der Y-Achse erfolgte auf einer Flnfpunktskala von 0 (kein Bitterge-
schmack) bis zu dem Wert 5 (maximale Bitterintensitat). Somit wurde fir jede der
identifizierten Substanzen 1, 2, 3, 4 und 5 eine individuelle Dosis-Wirkungs-Funktion
ermittelt (Abbildung 45). Wie dabei ersichtlich ist, zeigen die Graphen der Dosis-
Wirkungs-Funktionen der Verbindungen 1, 2, 3, 4 und 5 &hnliche Verlaufe und auch
die Qualitat der Bitterkeit dieser finf Verbindungen war jeweils identisch. Oberhalb
der Schwellenwertkonzentration zeigte Lactucopicrin (5) in sémtlichen Verdiinnungs-
stufen stets die héchsten Intensitaten relativer Bitterkeit. Die maximale Intensitat von

4,2 wurde bei der DoT-Faktor-128-Konzentration erreicht. Die geringsten Intensitaten
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relativer Bitterkeiten oberhalb der Schwellenwertkonzentrationen wurden fir die Ver-
bindung 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) ermittelt, welche bei einer DoT-
Konzentration von 64 eine relative Bitterhdchstintensitat von 2,7 erreichte; sensori-
sche Tests bei héheren DoT-Konzentrationen waren aufgrund der limitierten Sub-
stanzmenge nicht mdglich. Fir 8-Desoxylactucin (3) wurde bei einer DoT-
Konzentration von Faktor 32 ein relativer Bitterkeitsh6chstwert von 2,7 bestimmt.

Die Auswertung der Dosis-Wirkungs-Funktionen zeigte, dass sich das Sesquiterpen-
lacton Lactucopicrin (5) im sensorischen Vergleich zu den adaquaten DoT-
Konzentrationen von 1, 2, 3 und 4 sowie zu denen der Coffeinreferenzen mit den
hdchsten Intensitaten relativer Bitterkeit auszeichnete. Zudem besitzt Lactucopic-
rin (5) von allen untersuchten Verbindungen (1, 2, 3, 4) den niedrigsten Schwellen-
wert fir Bitterkeit (2,5 umol/l). Die Betrachtung der Molekulstrukturen der Verbindun-
gen 1, 2, 3, 4 und 5 lasst die Schlussfolgerung zu, dass die hdhere Bitterkeit des
Lactucopicrins (5) durch  die in dessen  Molekil vorhandene  p-
Hydroxyphenylessigsaure-Gruppierung hervorgerufen wird. Die Betrachtung der
Schwellenwerte fir Bitterkeit sowie der Dosis-Wirkungs-Funktionen bezlglich der
relativen Bitterintensitdten und der Molekulstrukturen von 1, 2, 3, 4 und 5
(Abbildung 45) fihrt zu der Erkenntnis, dass die Verbindungen, welche am C-8-
Atom einen Substituenten tragen (1, 2 und 5), die geringeren Bitterschwellen und die
héheren Bitterintensitaten aufweisen als ihre nicht substituierten Strukturanaloga (3
und 4).
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Abbildung 45: Humane Dosis-Wirkungskurven von 11/4,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2),
8-Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5)
in Sensorikwasser (pH 6,5).

Um den Dosis-Wirkungsverlauf von Dihydrolactucin (1) im Vergleich zu seinem O-4-
D-Glycosid Cichoriosid B (6) zu untersuchen, wurden von beiden Substanzen eben-
falls Dosis-Wirkungsfunktionen erstellt. Bei den Konzentrationen oberhalb des Ge-
schmacksschwellenwerts zeigt Cichoriosid B stets die héheren Intensitdten von Bit-
terkeit (Abbildung 46). Das Aglykon 1 besitzt einen Erkennungsschwellenwert far
Bitterkeit von 2,8 ppm und sein glycosidisches Pendant 6 einen Wert von 23,5 ppm
in Wasser. Bei Auftragung der relativen Bitterintensitaten gegen die DoT-Faktoren
zeigt sich jedoch oberhalb der Schwellenwertkonzentrationen entgegen der Erwar-
tung eine deutlich héhere Intensitat der glycosidischen Verbindung Cichoriosid B in
punkto Bitterkeit im Vergleich zu seinem Aglykon Dihydrolactucin (Abbildung 46).
Dieses Phanomen ist vermutlich der Aktivierung verschiedener Bitterrezeptoren auf
der menschlichen Zunge geschuldet.
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Abbildung 46: Humane Dosis-Wirkungsfunktionen von 114,13-Dihydrolactucin (1) und Cichori-

osid B (6) in Sensorikwasser (pH 6,5): Bitterintensitit vs. Konzentration (A) und
Bitterintensitat vs. DoT-Faktor-Konzentration (B).

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass Sesquiterpenlactone scheinbar niedrigere
Schwellenwerte als ihre glycosidischen Strukturanaloga aufweisen, wobei Letztere
bei Konzentrationen oberhalb ihrer Schwellenwertkonzentrationen hdhere Intensita-

ten der Bitterkeit gegenltber adaquaten Aglykon-DoT-Konzentrationen besitzen.

61



3.1.3 AQuantitative Analyse bitterer Sesquiterpenlactone im Chicorée

Aus der Literatur ist bekannt, dass bittere Sesquiterpenlactone gegentiber UV-
Strahlung instabil sind und durch deren Einwirken vollstidndig abgebaut werden (Frey
et al. 2002). Deshalb wurden wahrend der Probenvorbereitungen zur quantitativen
Analyse samtliche Einwaage-, Extraktions- und Verdinnungsprozesse stets unter
Lichtausschluss durchgeflhrt.

Die quantitative Analyse der identifizierten Sesquiterpenlactone 114,13-
Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-
desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) erfolgte mittels externer Kalibration. Als Un-
tersuchungsmaterial diente gefriergetrocknetes Blattmaterial von insgesamt zwdlf
frischen Chicorée-Salatképfen. Drei Proben dieses Untersuchungsmaterials wurden
extrahiert, die Extrakte durch RP-HPLC-DAD in ihre Einzelsubstanzen aufgetrennt
und durch Integration der jeweiligen Flacheninhalte der Analytenpeaks bestimmt. —
Konzentrationsreihen mit préparativ isolierten Lactucin (2) und Lactucopicrin (5), wel-
che als externe Standardverbindungen (ES) fungierten, wurden hergestellt, mittels
RP-HPLC-DAD analysiert und deren Peakflacheninhalte durch Integration bestimmt,
woraus zwei Kalibriergeraden mit Korrelationskoeffizienten (R?) von 0,9993 fiir 2 und
0,9992 fur 5 resultierten (Abbildung 47). — Die Bestimmung der Konzentrationen der
Analyten erfolgte durch Berechnung Uber die erhaltenen Kalibriergeraden. Die Kon-
zentrationsberechnungen von 1, 2, 3 und 4 erfolgte Uber die Lactucin-
Kalibriergerade; der Gehalt von 5 wurde Uber die Lactucopicrin-Kalibriergerade be-
rechnet. Unter Einbeziehung des durchschnittlichen Wassergehaltes von 94,3 %
wurden die Konzentrationen der bitteren Sesquiterpenlactone in frischen Chicorée-
Salatkdpfen ermittelt.
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Abbildung 47: Kalibriergeraden von Lactucin (2) und Lactucopicrin (5). — Berechnet durch line-

are Regression der Koordinatenpunkte im Peakflachen-Konzentrationen-

Diagramm.

Die jeweiligen arithmetischen Mittel der erhaltenen quantitativen Daten
(x Standardabweichungen vom Mittelwert) zeigten, dass Lactucopicrin (5) mit
17,32 (£ 0,13) mg/kg den hdchsten Gehalt in Chicorée-Salatkdpfen aufwies, gefolgt
von 114,13-Dihydrolactucin (1) mit 16,35 (x 1,73) mg/kg und Lactucin (2) mit
6,42 (£ 0,78) mg/kg (Tabelle 7). Zur Ermittlung des Beitrags der einzelnen Verbin-
dungen zum Bittergeschmack von Chicorée wurde fiir jeden einzelnen Bitterstoff der
Dose-over-Threshold-Faktor (DoT), auch als Geschmacksaktivitatswert (GAW) be-
zeichnet, bestimmt. Der DoT oder GAW ist definiert als der Quotient aus Konzentra-
tion der Einzelverbindung im Lebensmittel und dessen Geschmacksschwellenwert
(Erkennungsschwellenwert). Mit einem DoT von 16,9 tragt 5 den mit Abstand héchs-
ten Anteil an der Gesamtbitterkeit von Chicorée-Salat bei; 1 steht mit einem DoT-
Faktor von 5,9 an zweiter, 2 mit 3,3 an dritter Stelle der Bitterstoffe, die in ge-
schmacksaktiven Konzentrationen vorliegen. Mit DoT-Faktoren von 0,6 und 0,3 lie-
gen die Bitterstoffe 3 und 4 im Chicorée-Salat knapp unterhalb der Schwellenwert-

konzentrationen vor.

63



Tabelle 7: Konzentrationen, Bitterschwellenwerte und Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren

von Sesquiterpenlactonbitterstoffen in Chicorée-Salatkopfen (Frischgewicht)

Konzentration® im Bitterschwellenwert-
\dentifizierte Chicorée- Chicorée-Salat konzentration” DoT-Faktor®
Bitterstoffe
[umol/kg] [umol/kg]
113,13-Dihydrolactucin (1) 58,75 £ 6,22 10,0 59+0,6
Lactucin (2) 23,23 £2,82 7,0 3,3+£0,4
8-Desoxylactucin (3) 12,37 + 2,96 20,2 0,6 £0,2
11,13-Dihydro-
2,67 £1,07 9,8 0,3+0,1
8-desoxylactucin (4)
Lactucopicrin (5) 42,24 £ 0,32 2,5 16,9 £ 0,1
Cichoriosid B (6) 8,07 £ 0,52 53,4 0,2 £ 0,01

? Ergebnisse wurden aus jeweils drei unabhangigen Einzelbestimmungen ermittelt und sind als arithme-
tische Mittelwerte + Standardabweichungen vom Mittelwert angegeben; ® Schwellenwerte fiir Bitterkeit
in Evian®-Sensorikwassser (pH 6,5); “Berechnet fiir die Bitterkeit durch die Quotienten aus der Kon-

zentration im Chicorée-Salat und der Bitterschwellenwertkonzentration.

Um einen Einblick in die raumliche Verteilung der Bitterstoffe im Chicorée-Salatkopf
zu erhalten, wurden drei Chicorée-Salatkopfregionen bezliglich der identifizierten
Sesquiterpenlactone 114,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-Desoxylactucin (3),
11,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) quantitativ analysiert. Es
handelte sich dabei um die gelben Blattspitzen (A), die auBeren weiBen Blattbe-
standteile (B) sowie die inneren Strunkregionen (C). Die quantitative Analyse beruhte
dabei auf dem Prinzip der externen Kalibration und erfolgte aus dem gefriergetrock-
neten Material der Proben A, B und C, welche jeweils zuvor aus insgesamt zehn fri-

schen Chicorée-Salatkdpfen gewonnen worden waren.

Drei Proben dieses Untersuchungsmaterials wurden extrahiert, die Extrakte durch
RP-HPLC-DAD in ihre Einzelsubstanzen aufgetrennt und durch Integration der jewei-
ligen Flacheninhalte der Analytenpeaks bestimmt. Die Konzentrationsberechnungen
von 1, 2, 3 und 4 erfolgte Uber die Lactucin-Kalibriergerade; der Gehalt von 5 wurde
Uber die Lactucopicrin-Kalibriergerade berechnet (vgl. Abbildung 47).
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Unter Einbeziehung des durchschnittlichen Wassergehaltes von 94,3 % (Trocken-
substanzgehalt (5,7 %) wurden die Konzentrationen der bitteren Sesquiterpenlactone
in frischen Chicorée-Salatkdpfen ermittelt. Die jeweiligen arithmetischen Mittel der
erhaltenen quantitativen Daten (x Standardabweichungen vom Mittelwert) zeigten,
dass alle untersuchten Sesquiterpenlactonbitterstoffe 1, 2, 3, 4 und 5 in den gelben
Blattspitzen in den hdéchsten Konzentrationen vorlagen (Tabelle 8). Der innere
Strunk wies die zweith6chsten Konzentrationen fir die quantifizierten Analyten auf.
Im Vergleich zu den gelben Blattspitzen enthielten die auBeren weiBen Blattstlicke

nur jeweils ein Viertel der Konzentrationen an 1, 2, 3, 4 und 5.

Tabelle 8: Konzentrationen identifizierter Sesquiterpenlacton-Bitterstoffe in gelben Blattspit-
zen, weiBen Blattstiicken und im inneren Strunk von Chicorée-Salatkopfen

(Frischgewicht)
dentifizierte Chicorée- Konzentration [umol/kg] in
Bitterstoffe gelben Blattspitzen ~ weiBen Blattstiicken ~ dem inneren Strunk
11,13-Dihydrolactucin (1) 81,49 + 11,32 22,06 + 1,01 47,18 + 2,59
Lactucin (2) 68,73 + 7,46 14,80 £ 0,69 36,59 + 3,40
8-Desoxylactucin (3) 33,69 + 3,88 9,18 £ 1,04 22,97 £ 3,15
11,13-Dihydro-
8-desoxylactucin (4) 15,78 £ 2,63 5,83+1,26 14,18 + 1,56
Lactucopicrin (5) 43,30 + 3,53 11,94 + 0,83 26,27 £ 2,10

Die Ergebnisse wurden aus jeweils drei unabhangigen Einzelbestimmungen ermittelt und sind als

arithmetische Mittelwerte + Standardabweichungen vom Mittelwert angegeben.

Unter der Annahme, dass der Blattspitzenanteil gegenliber dem Strunkanteil ver-
nachlassigbar gering ausfallt (kleiner 1 %), ist der absolute Bitterstoffgehalt aus den
Blattspitzen gegenlber dem aus dem gesamten Chicorée-Salatkopf ebenfalls ver-

nachlassigbar klein.

Die Sesquiterpenlactonbitterstoffe  114,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-
Desoxylactucin (3), 11/,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) sind
somit innerhalb eines Chicorée-Salatkopfes nicht homogen verteilt. Die hohen Gehal-
te an 1, 2, 3, 4 und 5 in den Blattspitzen kdnnten durch eine hdhere Stoffwechselak-
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tivitat hervorgerufen worden sein, welche durch Lichteinwirkung induziert wurde so-
wie durch darauf folgende Photosynthese- und weitere biochemische Folgeprozesse,
die in der Bildung der bitteren Sesquiterpenlactone miindeten. Dieses Phdnomen ist
insofern plausibel, da die Sesquiterpenlactone durch ihre Bitterkeit als FraBschutz
die empfindlichen Wachstumsorgane — hier die Blattspitzen — schiitzen, in denen
zahlreiche Zellteilungs- und Zellstreckungsprozesse erfolgen (vgl. Munk 2001). So
sollen erhéhte Konzentrationen an bitteren Sesquiterpenlactonen (1-5) die Blattspit-
zen bzw. die Wachstumszonen vom Chicorée gegen Kaninchen und Schadnager
schitzen. Gestitzt wird diese Erklarung durch Bennet et al. (2001), wobei den Ses-
quiterpenlactonen der Pflanzen neben einer aktiven AntifraBschutzfunktion die Her-

ausbildung von bakteriellen und viralen Resistenzen zugeschrieben werden.

3.1.4 Quantitative Analyse bitterer Guaiansesquiterpenlactone in Korbblitlern

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Sesquiterpenlactone 115,13-
Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-Desoxylactucin (3), 11,13-Dihydro-8-
desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) auch in anderen Vertretern der Pflanzenfa-
milie der Korbblltler (Asteraceae) nachweisbar sind, wurde eine RP-ESI-HPLC-
MS/MS-Multimethode entwickelt. Nach Kalibration der Massentibergéange der Analy-
ten 1-5 erfolgten mittels dieser Multimethode Rasteruntersuchungen zum Nachweis
dieser Substanzen im Chicorée-Salat (Cichorium intybus L. var. foliosum Hegi), in
Chicorée-Wurzeln (Cichorium intybus L. var. sativum), Radicchio Rosso (Cichorium
intybus L. var. foliosum), Zuckerhut (auch unter der Bezeichnung ,Fleischkraut” be-
kannt; Cichorium intybus L. var. foliosum), in griinem Léwenzahn (Taraxacum offici-
nale F. H. Wigg.), in gebleichtem Léwenzahn (Taraxacum officinale F. H. Wigg.) so-
wie in spanischer und sardinischer Artischocke (Cynara scolymus L.). Die quantitati-
ve Analyse der Bitterstoffe 1-5 erfolgte mittels dem Sesquiterpenlacton-
Konstitutionsisomer Santonin (Abbildung 48) als interne Standardverbindung (IS)
(Abbildung 49).
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Abbildung 48: Struktur von (-)-a-Santonin.

Drei Proben des TM-Untersuchungsmaterials eines jeweiligen Korbblltlers wurden
extrahiert, die Extrakte durch RP-HPLC in ihre Einzelsubstanzen aufgetrennt, mittels
MS/MS detektiert und durch Integration der jeweiligen Flacheninhalte von IS- und
Analytensignalen bestimmt. Die Konzentrationsberechnungen von 1, 2, 3, 4 und 5 im
Frischgewicht des Untersuchungsmaterials erfolgten Uber die IS-Analyten-
Peakflachenverhaltnisse unter Einbeziehung eines jeweiligen Response-Faktors so-

wie des zuvor gravimetrisch bestimmten Wassergehaltes.

Aus den erhaltenen quantitativen Ergebnissen wurde ersichtlich, dass Chicorée-Salat
und -Wurzel &hnliche Konzentrationen an bitteren Sesquiterpenlactonen in ihrem
Frischgewicht enthielten (Salat // Wurzel): 11,13-Dihydrolactucin (1), (12,81 // 26,41
umol/kg), Lactucin (2) (10,42 // 12,85 umol/kg), 8-Desoxylactucin (3) (10,72 // 9,72
umol/kg), 11p,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) (2,67 // 5,76 pupmol/kg) und
Lactucopicrin (5) (58,33 // 21,39 umol/kg) (Tabelle 9). Die gréBten Unterschiede
zwischen Salat und Wurzel lagen in den Konzentrationen von 1, 4 und 5, wobei 5 ca.
dreifach héher im Salat als in der Wurzel konzentriert war. Dagegen lagen die
Gehalte von 3 und 4 in der Wurzel in zweifach h6herer Menge gegeniiber dem Salat
vor. Die berechneten DoT-Faktoren von 3 und 4 waren kleiner als 1, sodass diese
Substanzen in  den vorliegenden  Konzentrationen keine Rolle als
SchlUsselbitterstoffe einnehmen sollten. Im Chicorée-Salat und in den -Wurzeln sind
lediglich die Verbindungen 1, 2 und 5 als Schliisselbitterstoffe wahrnehmbar.
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Korblitlern mittels HPLC-MS/MS-Analyse.
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Tabelle 9: Konzentrationen (bezogen auf Frischgewichte) und berechnete Dose-over-
Threshold-(DoT)-Faktoren von 11,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-
Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) in
Chicorée-Salat, -Wurzeln, Radicchio Rosso, Zuckerhut, griinem Léwenzahn,
gebleichtem Léwenzahn, spanischer und sardinischer Artischocke

Konzentration® [umol/kg] (DoT-Faktorb) von
Probe
1 2 3 4 5
Chicoré 12,81 £ 0,57 10,42 £ 0,54 10,72 £ 0,50 2,67 £ 0,11 58,33 + 11,94
icorée-

Salatkopf (1,3 £<0,1) (1,5£<0,1) (0,5 £<0,1) (0,3 £<0,1) (23,3 £4,8)
Chicorée- 26,41 £ 0,65 12,85 £ 0,14 9,72+ 0,35 5,76 £ 0,15 21,39 + 3,95
Wurzel (2,6 £<0,1) (1,8 £<0,1) (0,5 £<0,1) (0,6 £<0,1) (8,6 £1,6)
Radicchio 16,85 + 0,54 15,89 £ 0,76 9,11 £ 0,46 3,01 £ 0,08 189,19 + 6,29
Rosso (1,7 £ <0,1) (2,3+0,1) (0,5 +£<0,1) (0,3 £<0,1) (75,7 £2,5)

15,45 + 1,11 1,01 £ 0,07 35,11 £ 0,81 16,39 £ 1,37 104,48 £ 14,20
Zuckerhut 1 5.01)  (01:<01)  (1.7£<01)  (17£01)  (41,8%57)
. 13,80 £ 0,68 11,29 £ 0,25 6,19 £ 0,19 0,57 £ 0,08 96,41 £ 9,79
Léwenzahn

(grin) (1,4 £<0,1) (1,6 £0,1) (0,3 +<0,1) (<0,1) (38,6 £ 3,9)

Léwenzahn 6,32 + 0,31 n.d. 0,65+ 0,15 16,43 £1,15 0,07 £ 0,02
(gebleicht) (0,6 £ <0,1) (n.b.) (<0,1) (1,7£0,1) (<0,1)

Artischocke 0,36 + 0,07 n.d. 0,41 £ 0,04 n.d. 0,10 £ 0,02
(Spanien) (<0,1) (n.b.) (<0,1) (n.b.) (<0,1)

Artischocke 0,68 £ 0,07 n.d. 0,38 £ 0,04 n.d. 0,10 £ 0,02
(Sardinien) (<0,1) (n.b.) (<0,1) (n.b.) (<0,1)

4Die Ergebnisse wurden aus jeweils drei unabhéngigen Einzelbestimmungen ermittelt und sind als

arithmetische Mittelwerte + Standardabweichungen vom Mittelwert angegeben; ° Berechnet fiir die

Bitterkeit durch die Quotienten aus der Konzentration im Korbblltler und der Bitterschwellenwertkon-

zentration. n.d.: nicht detektierbar; n.b.: nicht bestimmbar.

Radicchio Rosso, Zuckerhut und griiner Léwenzahn zeichneten sich durch einen in-

tensiven chicoréeartigen Bittergeschmack aus. Dieser kann unter anderem auf sehr

hohe Gehalte an Lactucopicrin 5 zurlickzufihren sein, woraus auch sehr hohe DoT-

Faktoren resultierten. Dieser Bitterstoff wies in Radicchio Rosso, Zuckerhut sowie im
grinen Léwenzahn DoT-Werte von 77,7, 42,9 und 39,6 auf. Die Gehalte an 1, 2, 3



und 4 waren vergleichsweise dhnlich der Gehalte im Chicorée, wobei wiederum nur 1
und 2 DoT-Faktoren gréBer 1,0 erreichten (Tabelle 9).

Der Vergleich der Sesquiterpenlacton-Gehalte zwischen griinem und gebleichtem
Léwenzahn zeigte, dass in gebleichtem Léwenzahn kein Lactucin (2) nachweisbar
war. Der groBte Unterschied lag in den stark verschiedenen Lactucopicrin-(5)-
Konzentrationen: 96,41 umol/kg Frischgewicht in grinem Lowenzahn, 0,07 umol/kg
Frischgewicht in gebleichtem Léwenzahn; Ursache fir diese Diskrepanz ist mogli-
cherweise der ,Bleichprozess®, wobei die Pflanzen unter Lichtausschluss geziichtet
werden. Mdglicherweise erfolgte im Falle des Léwenzahns dabei keinerlei Bildung
von Lactucopicrin (5), da dessen Biosynthese lichtabh&angig zu sein scheint und des-

sen Vorkommen in grinem Léwenzahn erklaren wirde.

Die Sesquiterpenlacton-Bitterstoffe 11/4,13-Dihydrolactucin (1), 8-Desoxylactucin (3)
und Lactucopicrin (5) wurden sowohl in der spanischen Artischocke als auch in der
sardinischen Artischocke nachgewiesen. Jedoch beliefen sich die Gehalte der detek-
tierten Bitterstoffe auf 0,04 bis 0,09 mg/kg Frischgewicht, welches DoT-Faktoren von
kleiner 0,1 ergab (Tabelle 9). Somit tragen die identifizierten Sesquiterpenlactone 1,

3 und 5 keinen Anteil am Bittergeschmack von Artischocken bei.

3.1.5 Diskussion

Durch sequenzielle Lésungsmittelfraktionierung wurden die geschmacksaktiven Ver-
bindungen in einzelnen Fraktionen lokalisiert. Dabei konnten sechs Bitterstoffe sowie
eine adstringierende Verbindung identifiziert werden. Bei den Bitterstoffen handelt es
sich um die Sesquiterpenlactone 114,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-
Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) sowie
um das Sesquiterpenlactonglycosid Cichoriosid B (6). Cichoriensdure (7) wurde als
adstringierende Verbindung in der Chicorée-Wasserfraktion isoliert.

Die Betrachtung der ermittelten Bitterschwellenwerte der Lactone 2 (7,0 umol/l) und 5

(2,5 umol/l) zeigt, dass der deutlich niedrigere Bitterschwellenwert von 5 sowie des-

sen Bitterintensitat von der an der Hydroxylgruppe des C-8-Atoms estergebundenen

p-Hydroxyphenylessigsauregruppe hervorgerufen wird. Bei den Verbindungen 1-5

handelt es sich um hydrophobe Sesquiterpenlactone, deren Bitterintensitaten bzw.

deren Bitterschwellenwerte moglicherweise komplett von dem am C-8-Atom des
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Guaian-Molekiilgrundgerists gebundenen Rest abhangig sind. Die fehlende Substi-
tution am C-Atom 8 von 3 und 4 verursacht somit die relativ hohen Schwellenwerte
von 20,2 umol/l und 9,8 umol/l, was sich mit den Erkenntnissen von Leclercq (1992)
deckt.

Der Vergleich der Schwellenwerte des Sesquiterpenlactons 1 (10 umol/l) mit seinem
glycosidischen Pendant 6 (53,4 umol/l) zeigt ebenfalls einen sehr deutlichen Unter-
schied. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass die Bitterschwellenwertkon-
zentrationen der Sesquiterpenlactone niedriger sind als die ihrer Glucopyranosid-
Analoga. Interessanterweise ist — nach Untersuchung des Dosis-Wirkungsverhaltens
— die Bitterintensitat von 6 gegentber seinem Aglykon 1 deutlich erhdht. Moglicher-
weise ist dieses Phanomen durch die Aktivierung verschiedener Bitterrezeptoren auf
der menschlichen Zunge verursacht.

Letztendlich kann nach Betrachtung der molekularen Struktur der Substanzen 1, 2, 5
und 6 ein Zusammenhang zwischen der Polaritat bzw. dem hydrophoben Molekul-
charakter und den Bitterintensitats- sowie Schwellenwertunterschieden hergestellt
werden: Mit abnehmender Polaritat der identifizierten Substanzen (6 > 1 > 2 > 5),
erfolgt eine Abnahme der Bitterschwellenwerte (6 > 1 > 2 > 5).

Die Quantifizierung der Substanzen 1-6 im Chicorée-Salatkopf erfolgte durch HPLC-
Analyse mittels externer Standardkalibration. Die quantitativen Ergebnisse zeigen,
dass im Chicorée-Salatkopf das Lacton Dihydrolactucin (1) in den héchsten Konzen-
trationen vorkommt, Lactucopicrin (5) jedoch den héchsten DoT-Faktor aufweist und
somit den héchsten Anteil an der Bitterkeit vom Chicorée tragt. Die Betrachtung der
lokalen Verteilung der Sesquiterpenlacton-Bitterstoffe ergab, dass in den gelben
Blattspitzen des Chicorée-Salatkopfes die héchsten Konzentrationen von 1-5 vorlie-
gen. Diese hohen Gehalte resultieren mit hoher Wahrscheinlichkeit daher, dass es
sich bei den Blattspitzen um Wachstumsgewebe handelt und dieses daher eine ho-
here Stoffwechselaktiviat aufweist und eines besonderen Schutzes gegentber Frafi3-
feinden bedarf. Uber den FraBschutz hinaus ist bekannt, dass Chicorée-Extrakte an-
tibakterielle Aktivitat gegentiber Gram-positiven sowie Gram-negativen Bakterien be-
sitzen (El-Lakany et al. 2004; Nandagopal et al. 2007). Bezlglich der Sesquiterpen-
lactone 1 und 3 sind fungizide Wirkungen (Mares et al. 2005), Gber 2 und 5 sind an-

timalarische Eigenschaften (Bischoff et al. 2004) beschrieben. Somit besitzen die
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Inhaltsstoffe von Cichorium intybus L. ein umfangreiches Wirkungsspektrum zur Ab-

wehr von biotischen Feinden und Pathogenen.

Mittels einer eigens entwickelten RP-ESI-HPLC-MS/MS-Multimethode wurde ein
Screening bezlglich der Chicorée-Bitterstoffe 1-5 in weiteren Korbblltler-Vertretern
durchgefihrt. Diesbezlglich standen neben Chicorée-Wurzeln auch Radicchio Ros-
so, Zuckerhut (auch unter der Bezeichnung ,Fleischkraut bekannt), griner Lowen-
zahn, gebleichter Lowenzahn sowie spanische und sardinische Artischocken zur Ver-
flgung. Dihydrolactucin (1), 8-Desoxylactucin (3) und Lactucopicrin (5) konnten da-
bei in allen Untersuchungsmaterialien nachgewiesen werden. Mit Ausnahme des
gebleichten Loéwenzahns und der Artischocken erreichte das Lactucopicrin (5) DoT-
Werte von 8 (Chicorée-Wurzel) bis 76 (Radicchio Rosso) und tragt somit entschei-

dend zu dem Bittergschmack dieser GemUusepflanzen bei.
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3.2 Bitterstoffe in der Avocado (Persea americana Mill. cv. Hass)

3.2.1 Einfluss der thermischen Verarbeitung auf das Geschmacksprofil von
Avocadofruchtfleisch

Die Plrees von frisch zubereitetem Avocadofruchtfleisch (Pulpe) wurden vor und
nach der thermischen Behandlung (120 °C, 30 min) einer Geschmacksprofilanalyse
unterzogen. Dazu wurden die Intensitaten der Geschmacksqualitaten ,Adstringenz”,
,Bitterkeit”, ,Umami“, ,Sauerlichkeit®, ,StBe", ,Salzigkeit”, ,Cremigkeit“ und ,Mundfll-
le* (,Kokumi®) auf einer linearen Skala von 0 (fir nicht wahrnehmbar) bis 5 (sehr
stark wahrnehmbar) durch eine Gruppe von Humansensorikern (Panel) evaluiert.
Wie in der Abbildung 50 verdeutlicht, wurde der Geschmack nativer (unerhitzter)
Avocadopulpe primar als cremig (3,5), sekundar als vollmundig (1,2), gefolgt von
adstringierend (0,8) und bitter (0,8) charakterisiert. Umami- (0,7), Sauer- (0,4), Salz-
(0,3) sowie StBgeschmack (0,2) waren weitere humansensorisch detektierbare Ge-
schmacksqualitdten. Somit waren Adstringenz, Bitterkeit, Cremigkeit und Mundflle

die am starksten dominierenden Geschmacksparameter von frischem nativem Avo-

cadopduree.
50
[ nativ
4,0 1
M erhitzt
3.0 1

Relative Geschmacksintensitat

Umami  Salzigkeit SURe Siuerlichkeit Bitterkeit Adstringenz Mundfille Cremigkeit
(Kokumi)

Abbildung 50: Profilsensorik nativer und erhitzter (120 °C, 30 min) Avocadopulpe.
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Simultan erfolgte die Evaluation des Geschmacksprofils von erhitztem Avocadopu-
ree. Der direkte Vergleich der Profile zeigte, dass die folgenden Geschmacksqualita-
ten nach Erhitzung in ihren relativen Intensitaten (,native Avocado® / ,erhitzte Avoca-
do®) erhéht waren: Adstringenz (0,8/1,8), Bitterkeit (0,8/2,3), Mundfllle (1,2/1,9),
Sauerlichkeit (0,4/0,5) und Umami (0,7/1,0). Die Geschmacksintensitaten der Cre-
migkeit (3,5/3,3), der Salzigkeit (0,3/0,3) und der SiiBe (0,2/0,2) blieben nahezu un-
verandert bzw. konstant. Somit wurden durch die thermische Behandlung nativer A-
vocadopulpe deutliche Erhéhungen der Geschmacksintensitidten von Bitterkeit,
Adstringenz, Mundfille (Kokumi) sowie Umami um Faktoren von 2,9; 2,3; 1,6 bzw.
1,4 hervorgerufen (Abbildung 50). Die Qualitat der Bitterkeit beschrieb das Senso-
rikpanel mit den Attributen ,artifizielF, ,unangenehm dominant‘, ,lang anhaltend* und
,kratzig im Rachen®. Zudem kamen die beteiligten Panelisten zu der Ubereinkuntft,
dass die Mundfille-/ Kokumi-Impression in der erhitzen Avocadoprobe wesentlich
langer anhaltend war als in deren unerhitztem Pendant. Auf der Basis der aus der
Profilsensorik gewonnenen Daten wird vermutet, dass die thermische Behandlung
von Avocadopulpe die Bildung von Bitterstoffen sowie die Erzeugung von Mundftlle
verstarkenden Verbindungen bewirkt.

Um aus erhitzter Avocadopulpe die geschmacksaktiven Substanzen in ausreichen-
der Menge isolieren zu kénnen, wurden Erhitzungsexperimente mit dem Ziel durch-
geflhrt, deren Bildung zu maximieren. Diesbeziiglich wurde Puree frischer Hass-
Avocadopulpe bei Temperaturen von 80, 100 sowie 120 °C Uber die Zeitspannen von
0, 30, 60 und 120 min erhitzt und nach Abkuhlung einer Evaluation der jeweiligen
relativen Bitterintensitat unterzogen. Entsprechend den Resultaten der Geschmacks-
profilanalyse wurden die nicht erhitzten, nativen Proben mit einer Bitterintensitat von
0,8 als Referenz verwendet. In der sensorischen Analyse nahm mit zunehmender
Temperatur und Erhitzungsdauer die Intensitat der Bitterkeit zu (Abbildung 51). Die
hdchste Bitterintensitat von 4,0 zeigte die Probe, welche fir 120 min bei 120 °C er-
hitzt wurde. Der geringste Unterschied in Relation zur Referenz trat mit einem Inten-
sitatswert von 1,1 bei der Probe mit einer vorherigen Erhitzung von 80 °C lber einen

Zeitraum von 30 min auf.

Somit diente das bei 120 °C ber einen Zeitraum von 120 min erhitzte Avocadoptiree
fir die folgenden Fraktionierungsexperimente als Ausgangsmaterial, mit dem Ziel der
Identifizierung der geschmacksaktiven Substanzen.
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[18o°C N100°C E120°C
4,0 4

3,0 4

2,0 4

Relative Intensitat der Bitterkeit

1.0 1

0,0

30 min 60 min 120 min

Erhitzungszeit

Abbildung 51: Relative Intensitaten der Bitterkeit von Avocadopulpe nach Erhitzung bei 80, 100

und 120 °C iiber einen Zeitraum von 0, 30, 60 und 120 min.

3.2.2 Aktivitatsorientierte Fraktionierung von erhitzter Avocadopulpe

3.2.2.1 Sequenzielle Extraktion und sensorische Bewertung der Extrakte

Um die wahrend der Erhitzung von Avocadofruchtfleisch freigesetzten oder neu ge-
bildeten Bitterstoffe zu erhalten, wurde die Trockenmasse von zuvor erhitzter Pulpe
einer aktivitatsorientierten Fraktionierung, welche eine sequenzielle Extraktion mit
organischen Losungsmitteln abnehmender Polaritat darstellt, unterzogen. Das Unter-
suchungsmaterial wurde zuerst mit Pentan extrahiert, im Anschluss wurde die Pen-
tanphase im Scheidetrichter mit Ethanol/Wasser-Mischungen gewaschen. Aus dem
Extraktionsprozess resultierten drei Fraktionen: der ,unldsliche Rickstand® (Frakti-
on A), die ,Ethanol/Wasser-Fraktion* (B*) und die ,Pentanfraktion“ (C) (Abbildung
52). — In gleicher Weise erfolgte die Extraktion von nativer (nicht erhitzter) Avocado-
pulpe. Im Anschluss erfolgte die Abtrennung der Lésungsmittel durch Vakuumdestil-
lation und Gefriertrocknung.
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Avocado {Trockenmasse)

‘ Extraktion mit n-Pentan |
‘ Filtration H Organische Phase H Extraktion mit EtOH/H,0 (80/20; viv) |
‘ Unloslicher Ruckstand | ’ Extraktion mit EtOH/H,O (90/10; Viv) |
‘ EtOH/H,0-Phase ‘ ‘ Pentanphase |
A 4 ¢ l
‘ Vakuumdestillation ‘
‘ Gefriertrocknung ‘
Unléslicher Riickstand EthanolAWWasser-Fraktion Pentanfraktion
(Fraktion A) (Fraktion B*) {Fraktion C)

Abbildung 52: Extraktionsschema fiir Avocadopulpe und erhitzte Avocadopulpe.

Aliquote der Fraktionen A, B* und C von der jeweils nativen und erhitzten Avocado-
pulpe wurden in ihren natlrlichen Konzentrationsverhaltnissen in Sensorikwasser
sowie in einer Modellbriihe mit definierter Zusammensetzung aufgenommen. Sowohl
in puncto Bitterkeit als auch in Kokumi-Intensitat zeigte die Fraktion B* der erhitzten
Pulpe die gréBten Veranderungen bzw. Effekte gegeniber deren unerhitzten Pen-
dants. So nahm die Bitterkeit durch die Erhitzung von durchschnittlich 0,3 (x 0,1) auf
3,8 (£ 0,5) zu; die Kokumi-Intensitat (Mundfllle) verzeichnete einen Anstieg von 0,5
(£ 0,3) auf 2,5 (£ 0,8). Die Fraktionen A und C waren nur von marginalen Unterschie-

den (=< 0,2) gekennzeichnet.

Um die Bitter- und Kokumi-Geschmacksstoffe zu isolieren, wurden im Folgenden ei-
ne Abtrennung der in der Fraktion B* noch enthaltenen Triglyceride durch Ausfrieren
in Acetonitril bei -20 °C und eine anschlieBende Filtration vorgenommen (Abbildung
53).
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EthanolAMWasser-Fraktion
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‘ Acetonitril (ACN) ‘
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‘ Gefriertrocknung ‘

v v

ACN-Fraktion Triglyceridfraktion
(Fraktion B)

Abbildung 53: Separation der Triglyceride von Avocado-Bitter-/Kokumi-Verbindungen — Her-
stellung der triglyceridfreien Fraktion B.

Nach Entfernung des Ldsungsmittels und Gefriertrocknung wurde die triglyceridfreie
Fraktion B fOr die nachfolgenden Fraktionierungsexperimente zur Isolierung und I-

dentifizierung der geschmacksaktiven Verbindungen verwendet.

3.2.2.2 Identifizierung von Dbitteren und Mundfille/ Kokumi verstarkenden

Verbindungen in der triglyceridfreien Fraktion B

Um die geschmacksaktiven von den geschmacklosen Verbindungen abzutrennen,
wurde die aus der erhitzten Hass-Avocadopulpe gewonnene, triglyceridfreie Frakti-
on B vollstéandig in Acetonitril gelést und mittels praparativer HPLC an einer RP-18-
Phase unter ELSD-Detektion fraktioniert und in die 22 Subfraktionen B1 bis B22 auf-
getrennt (Abbildung 54). Nach Beendigung der Gefriertrocknung aller Subfraktionen
wurden von diesen Aliquote in Sensorikwasser (pH 6,5) geldst und durch Anwen-
dung der Geschmacksverdiinnungsanalyse (Frank et al. 2001) in deren relativen Ge-
schmacksaktivititen gewichtet. In gleicher Weise wurde eine Geschmacksverdiin-
nungsanalyse mit jeweiligen Aliquoten in einer ,Modellbriihe“-Matrix mit definierter
Zusammensetzung durchgefihrt, um die modulierende Wirkung einzelner Fraktionen

auf die Verstarkung der Mundfllle bzw. den Kokumi-Effekt zu untersuchen.
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Abbildung 54: Praparatives RP-HPLC-ELSD-Chromatogramm der Fraktion B aus erhitzter Avo-
cadopulpe, 22 Subfraktionen (B1-B22) wurden separiert.

Die Anwendung der Geschmacksverdiinnungsanalyse fihrte zu dem Ergebnis, dass
alle verkosteten Fraktionen B1-B22 Bitterkeit aufzeigten. Die Fraktion B20 zeigte mit
einem Geschmacksverdiinnungsfaktor (GVF) von 16 die hdchste Potenz in puncto
Bitterkeit, gefolgt von den Fraktionen B3-B6, B10-B13, B17 und B19 mit GVFs von 8.
Alle weiteren Fraktionen erreichten GVFs von 2 oder niedriger (Tabelle 10). Bei der
Bestimmung der GVFs fir die Kokumi-Wahrnehmung erreichte die Fraktion B20 mit
256 wiederum den hdchsten Wert. Die Fraktion B11 wurde mit einem GVF von 64,
die Fraktionen B6, B13, B17 und B19 wurden mit einem GVF von 32 bewertet. Bis zu
einem GVF von 16 und 8 waren die Fraktionen B1, B5, B18 bzw. B7, B10, B12, B14
und B16 kokumi-aktiv.
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Tabelle 10: Geschmacksqualitiaten und Geschmacksverdiinnungsfaktoren isolierter Fraktionen

der Fraktion B erhitzter Avocadopulpe

GVF fir
HPLC-Fraktion®  Geschmacksqualitat® . b Kokumi- Identifizierte Verbindung®
Bitterkeit Enhancing®

B1 leicht bitter 1 16

B2 leicht bitter 1 1

B3 intensiv bitter 8 1 1
B4 intensiv bitter 8 1 2
B5 intensiv bitter 8 16 3
B6 intensiv bitter 8 32 4
B7 bitter 2 8

B8 bitter 2 4

B9 bitter 2 4

B10 bitter 8 8 5
B11 bitter 8 64 6
B12 bitter 8 8

B13 bitter 8 32 7
B14 bitter 2 8

B15 leicht bitter 1 2

B16 bitter 1 8

B17 bitter 8 32 8
B18 bitter 2 16

B19 bitter 8 32 9
B20 intensiv bitter 16 256 10
B21 bitter 2 <1 11
B22 leicht bitter 1 <1 12

aBezeichnungen gemaB Abbildung 54. ° Bestimmungen in Evian®-Sensorikwasser mittels Half-
Mouth-Test. °Bestimmungen in ,Modellbriihe* mittels Half-Mouth-Test. °Angaben gemaB
Abbildung 55.
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Molekiilstrukturen der identifizierten Verbindungen in erhitzter Avocadopulpe:
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1), 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2), 1-
Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-
heptadeca-16-en (4), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5), 1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-
octadeca-12-en (7), (Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-
trien (8), (Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9), (Z,2)-1-Acetoxy-
2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10), 1-Linoleoylglycerol (11), 1-
Stearoylglycerol (12).

80



Mit dem Ziel der molekularen Identifizierung der bitteren und kokumi-verstarkenden
Geschmacksstoffe wurden die aus Faktion B der erhitzten Avocadopulpe gewonne-
nen Subfraktionen umfangreichen Untersuchungen durch LC-MS/MS- und 1D/2D-
NMR-Experimenten unterzogen.

Bei den isolierten Verbindungen 1 und 2 handelt es sich um langkettige Fettalkohole
mit endstandigen Mehrfachbindungen. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 und 10 tragen jeweils eine
Acetoxygruppierung am Kohlenstoffatom C-1, eine Hydroxylgruppe an C-2 sowie
eine Keto- oder eine weitere Hydroxylgruppe an Position C-4 (Abbildung 56); zudem
sind partiell Mehrfachbindungen im Molekuil enthalten. Die Kohlenstoffatome C-2 und
C-4 liegen durchweg in R-Konfigurationen vor. Eine Ausnahme stellt Verbindung 8
mit einer S-konfigurierten C-4-Position dar, was durch die Doppelbindung zwischen

C-5 und C-6 hervorgerufen wird.

O
1 3 R )J\ 1 3 Ro
OH OH OH R1

Abbildung 56: Molekilgrundstruktur identifizierter Fettalkohole 1-2 (links) und Molekiilgrund-
struktur identifizierter 1-Acetoxy-Derivate 3-10 (rechts) aus erhitzter Hass-
Avocadopulpe.

Die Fraktion B20 (Tabelle 10), welche mit den héchsten GVFs von 16 und 256 flr
Bitterkeit bzw. Kokumi-Wahrnehmung bewertet wurde, konnte durch mas-
senspektrometrische sowie kernresonanzspektroskopische Experimente als (Z,2)-1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10) identifiziert werden (Abbildung
55). Diese ungesattigte Verbindung ist unter dem Synonym ,Persin® in zahlreichen
Publikationen als in den Blattern des Avocadobaums enthaltenes Fungizid erwahnt
(Bull et al. 1994; Carman et al. 1995; Oelrichs et al. 1995). Studien zur optischen
Drehung (Polarisation) von synthetisieten 2R- und 2S-Isomeren von (Z,2)-1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10) fihrten zu dem Ergebnis, dass
das natdrlich vorkommende Isomer an der C(2)-Position ausschlieBlich R-konfiguriert
auftritt (Schaffeler et al. 1994; MacLeod et al. 1995). Sensorische Eigenschaften des
Persins sind in der Literatur bislang nicht beschrieben.

Bei den Schlisselverbindungen aus den Fraktionen B3-B6 (Tabelle 10) handelte es

sich um die Strukturen der Fettalkohole 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1) und
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1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2) sowie um die Acetyl-Derivate 1-Acetoxy-2,4-
dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) und 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4)
(Abbildung 55). 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1), in der englischsprachigen Lite-
ratur unter der Bezeichnung ,Avocadyne” bekannt, und 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-
16-en (2), als ,Avocadene” literaturbekannt, wurden in der Vergangenheit als bitter
schmeckend (Brown 1972) beschrieben. Diese Verbindungen wurden nach deren
Isolierung aus den Schalen von unreifen Avocadobeeren als Fungizide (Adikaram et
al. 1992) und stereostrukturell an den Molekilpositionen C(2) und C(4) ausschlieB3-
lich als in R-Konfiguration vorkommend charakterisiert (Sugiyama et al. 1982). Die
Identifizierung von 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) und 1-Acetoxy-
2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4) erfolgte nach deren Isolierung aus Avocadopul-
pe sowie Avocadosamen verschiedener Sorten durch Kashman et al. (1969, 1970),
Adikaram et al. (1992), Domergue et al. (2000), Hashimura et al. (2001) und Kawa-
gishi et al. (2001). Das aus Avocadosamen isolierte 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-
heptadeca-16-en (4) liegt laut Ramos et al. (2006) an den C(2)- und C(4)-Positionen
R-konfiguriert vor. Bezlglich der Geschmacksaktivitat gibt es fur den bitteren Ge-
schmack von 1-4 sowie flir die Kokumi-Verstarkung von 3 und 4 keine Literaturbe-

schreibungen.

Weitere bittere sowie kokumi-verstarkende Oxolipine wurden aus den Fraktionen
B10, B11, B13, B17 sowie B19 (Tabelle 10) isoliert und im Anschluss als 1-Acetoxy-
2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (5), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6),
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7), (Z,Z,Z)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-
oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8) sowie (Z,Z)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-
12,15-dien (9) identifiziert (Abbildung 55). Die Doppelbindung der Verbindung 7
wurde mittels oxidativer Spaltung durch Ozonolyse und anschlieBender Detektion
und Identifizierung des Hexenals mittels Referenzvergleich lokalisiert. Ein Ozonoly-
seexperiment mit Verbindung 6 flhrte zu keiner Veranderung dieser Verbindung, so-

dass das Vorhandensein einer Doppelbindung ausgeschlossen werden konnte.

Die Verbindung 8 wurde von Kim et al. (2000) als Inhibitor fir Superoxid- und NO-

Bildung sowie als Suppressor von NO-Synthasen und Cyclooxygenasen in Zellkul-

tursystemen beschrieben. Darlber hinaus wurden der Verbindung 8 fungizide Eigen-

schaften (Domergue et al. 2000) sowie Inhibitorwirkungen gegen die Acetyl-CoA-

Carboxylase zugeschrieben (Hashimura et al. 2001). Von den zuvor genannten Ver-

bindungen sind das Cig-Derivat 3 sowie die Cy1-Derivate 8 und 9 aus Frichten und
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Samen der Avocado isoliert und beschrieben worden (Domergue et al. 2000; Kim et
al. 2000), wohingegen die Verbindungen 6 und 7 nach besten Wissen bislang nicht
als Naturstoffe in der Literatur beschrieben wurden.

Auffallend waren die Fraktionen B21 und B22, welche einen bitteren, jedoch keinerlei
Kokumi-Geschmack aufwiesen (Tabelle 10). Nach Anwendung von LC-MS/MS-,
1D/2D-NMR-Experimenten sowie dem chromatographischen Vergleich mit Standard-
substanzen wurden in den Fraktionen die Monoglyceride 1-Linoleoylglycerol (11) und
1-Stearoylglycerol (12) als geschmacksbestimmende Schliisselverbindungen der
Fraktionen B21 und B22 identifiziert (Abbildung 55). Dabei hat sich zur Absicherung
der Molekilmasse die Massenspektrometrie in besonderer Weise bewahrt. So konn-
ten die Molekilmassen, inbesondere die [M+H]"-Fragmente m/z355 (11) sowie
m/z 359 (12), ermittelt beziehungsweise eindeutig zugeordnet werden (Abbildung 57
und Abbildung 58); kauflich erworbene Referenzsubstanzen zeigten jeweils ein i-
dentisches Fragmentierungsverhalten.

295,3
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Abbildung 57: APCI(+)-LC-MS-Spektrum von 1-Linoleoylglycerol (11).
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Abbildung 58: APCI(+)-LC-MS-Spektrum von 1-Stearoylglycerol (12).

3.2.3 Sensorische Charakterisierung identifizierter Avocado-Inhaltsstoffe

3.2.3.1 Bestimmung von Bitterschwellenwerten

Die identifizierten Avocadoinhaltsstoffe 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1), 1,2,4-
Trihydroxyheptadeca-16-en (2), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3), 1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (4), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-
heptadeca-16-en (5), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6), 1-Acetoxy-2-
hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7), (Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-
5,12,15-trien (8), (Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9), (Z2)-1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10), 1-Linoleoylglycerol (11) sowie
1-Stearoylglycerol (12) (Abbildung 55) wurden jeweils einer Bitterschwellenwertsbe-
stimmung unterzogen. Dazu wurden die Untersuchungssubstanzen jeweils mit Etha-
nol angel6st, mit Sensorikwasser bei pH 6,5 versetzt und von einem geschulten Sen-
sorikpanel in puncto Bitterkeit mittels ,Half-Mouth-Test” (Scharbert et al. 2004) evalu-
iert. Die Acetoxy-Verbindung 3 (27,3 umol/l) zeigte dabei fir die Bitterkeit die nied-
rigste Schwellenwertkonzentration, gefolgt von 4 (33,8 umol/l) sowie den korrespon-
dierenden deacetylierten Triolen 1 (42,8 umol/l) und 2 (52,4 umol/l). Die Schwellen-
werte der langkettigen, ungesattigten Acetoxy-Derivate 7 und 8 sind gleich
(70,0 umol/l), die Werte fur das Monoglycerid 11 (72,3 umol/l) sowie die der Acetoxy-
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Verbindungen 5 (88,2 umol/l) und 9 (91,7 umol/l) wurden geringfligig héher bewertet.
Der in der erhitzten Avocadopulpe quantitativ dominierende Bitterstoff Persin (10)
erreichte eine Bitterschwellenwertkonzentration von 121,1 umol/l. Die héchsten Bit-
terschwellenwertkonzentrationen zeigten das Monoglycerid 12 (173,8 umol/l) sowie
das Acetoxy-Alkan 6 (313,4 umol/l) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Schwellenwertkonzentrationen fiir die Bitterkeit der identifizierten Verbindungen

Schwellenwertkonzentration®
Identifizierte Verbindungen®

[umol/1] [ppm]°
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1) 42,8 12,2
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2) 52,4 22,5
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) 27,3 8,9
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4) 33,8 11,1
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5) 88,2 28,8
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6) 313,4 102,9
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) 70,0 26,9
(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8) 70,0 26,5
(Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9) 91,7 25,9
(Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10) 1211 46,1
1-Linoleoylglycerol (11) 72,3 25,6
1-Stearoylglycerol (12) 173,8 62,3

Bezeichnungen gemaB Abbildung 55. ° Bestimmungen in Evian®-Sensorikwasser mittels Half-Mouth-

Test. © Konzentrationen entsprechen [mg/kg].

Im Vergleich zu den Triolen 1 und 2 sowie zu den 2,4-Dihydroxy-Derivaten 3 und 4
bestehen die weiteren Verbindungen (5-8, 10) aus einer 2-Hydroxy-4-oxo-Struktur,
welche allesamt héhere Bitterschwellenwerte aufwiesen. So zeigte 4 einen ca. drei-
fach niedrigeren Schwellenwert als das korrespondierende 4-Oxo-Derivat (5)
(Tabelle 11).

Die sensorischen Daten der in der Avocadopulpe identifizierten Monoglyceride (MG)

1-Linoleoylglycerol (11) und 1-Stearoylglycerol (12) wurden mit denen weiterer (ra-
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cemischer) MG-Strukturanaloga verglichen. Diesbezlglich erfolgte die Bestimmung
der Schwellenwertkonzentrationen fir Bitterkeit von 1-Oleoylglycerol (13), 2-
Oleoylglycerol (14), 1-Palmitoylglycerol (15) sowie dessen artifiziellem Abkémmling
1-O-Palmitylglycerin (16) (Abbildung 59).

OH
11 HO\)\/Oj\/\/\/\/E/E/\/\/
(0]
OH
13 HO\)\/O\H/\/\/\/E/\/\/\/\
(@)
HO O\H/\/\/\/E/\/\/\/\
14 /j/
(@)
HO

OH
12 Hodvom/\/\/\/\/\/\/\/v
OH ©
15 HO\)\/O\H/\/\/\/\/\/\/\/
O

OH

16 HO\)\/O

Abbildung 59: Molekiilstrukturen der identifizierten Monoglyceride 1-Linoleoylglycerol (11), 1-
Stearoylglycerol (12) sowie der Monoglyceridderivate 1-Oleoylglycerol (13), 2-
Oleoylglycerol (14), 1-Palmitoylglycerol (15). 1-O-Palmitylglycerin (16).

Mit einem Schwellenwert von 57,1 umol/l zeigte das 2-MG-Isomer 14 die mit Abstand
geringste Bitterschwellenwertkonzentration, gefolgt von 11 (72,3 umol/l) und 13
(138,3 umol/l). Die Schwellenwerte von 12 (173,8 umol/l), 15 (161,3 umol/l) und 16
(166,6 umol/l) waren nahezu gleich (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Schwellenwertkonzentrationen fiir Bitterkeit der Monoglyceride und Abkémmlinge

Schwellenwertkonzentrationen® fiir

Untersuchte Verbindungen® Bitterkeit
[umol/] [opm]®

1-Linoleoylglycerol (11) 72,3 25,6
1-Oleoylglycerol (13) 138,3 49,3
2-Oleoylglycerol (14) 57,1 20,4
1-Stearoylglycerol (12) 173,8 62,3
1-Palmitoylglycerol (15) 161,3 53,3
1-O-Palmitylglycerin (16) 166,6 52,7

Bezeichnungen gemaB Abbildung 59. bBestimmungen in Evian®-Sensorikwasser mittels Half-Mouth-

Test. ° Konzentrationen entsprechen [mg/kg].

3.2.3.2 Bestimmung der Schwellenwerte fir Mundfille-/ Kokumi-Aktivitat

Analog der ,Modellbrihe“-Geschmacksverdinnungsanalyse der Fraktion B wurden
die identifizierten Verbindungen in der gleichen Matrix sensorisch untersucht. Die
Untersuchungen in der ,Modellbriihe“-Matrix mit definierter Zusammensetzung sollte
zu Rickschlissen betreffs Einflusses einzelner Verbindungen auf die Verstarkung
der Mundfiille und damit auf die Steigerung der Geschmacksattraktivitat — genannt
,=Kokumi-Enhancing“ — flhren.

Die zu verkostenden Proben wurden den beteiligten Sensorikern wiederum in der
Reihe steigender Konzentrationen angeboten. Jede einzelne Verdinnungsstufe wur-
de mehrfach von einem Sensorikpanel im Vergleich zu einem Blindwert aus purer
,Modellbriihe® via Half-Mouth-Test (Scharbert et al. 2004) verkostet. Die Verdin-
nungsfaktoren, bei denen gerade noch eindeutig ein Verstarkungseffekt gegentber
den Blindproben erkannt wurde, konnten gemittelt und als Schwellenwertkonzentrati-
on fir Kokumi-Enhancing angegeben werden.

Bei der sensorischen Evaluierung der aus der erhitzten Avocadopulpe isolierten
Substanzen bestimmte das Sensorikpanel einen Schwellenwertbereich von 1,8 (8)
bis 17,2 umol/l (6) beziehungsweise 0,7 (8, 9) bis 5,6 ppm (6).
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(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8) und (Z,2)-1-Acetoxy-
2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9) zeigten die niedrigsten Schwellenwerte und
somit das hochste Potential, den Kokumi-Effekt in der Modellbriihe hervorzurufen
und zu verstarken. 3 erreichte einen Wert von 4,6 umol/l und 7 einen Wert von
5,2 umol/l, gefolgt von 10, 4 sowie 5 mit 8,4 umol/l, 8,5 umol/l und 10,7 umol/l. Den
héchsten Schwellenwert von 17,2 umol/l fir den genannten Verstarkungseffekt beo-
bachtete das Panel fir 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6) (Tabelle 13).

Hingegen zeigten die Fettalkohole (1, 2) und die Monoglyceride (11, 12) keine Ge-
schmacksverstéarkung beziehungsweise keinen Kokumi-Effekt.

Tabelle 13: Schwellenwertkonzentrationen fiir den Kokumi-Enhancing-Effekt der identifizierten

Verbindungen

Schwellenwertkonzentration®
Identifizierte Verbindungen®

[umol/I] [ppm]°
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1) n.d. n.d.
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2) n.d. n.d.
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) 4,6 1,5
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4) 8,5 2,8
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5) 10,7 3,5
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6) 17,2 5,6
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) 5,2 1,8
(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8) 1,8 0,7
(Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9) 1,9 0,7
(Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10) 8,4 3,2
1-Linoleoylglycerol (11) n.d. n.d.
1-Stearoylglycerol (12) n.d. n.d.

@Bezeichnungen gemiB Abbildung 55. bBestimmungen in Modellbriihe mittels Half-Mouth-Test in

Modellbriihe. ® Konzentrationen entsprechen [mg/kg].

Nach der Struktur-Wirkungsbetrachtung ist erkennbar, dass fir das Auftreten des
Kokumi-Effektes das 1-Acetoxy-System essentiell ist. Eine groBe Zahl an Kohlen-
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stoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen sind fir  einen geringen Kokumi-
Geschmacksschwellenwert pradestiniert. Wohingegen die deacetylierten Triole (1, 2)
und die Monoglyceride (11, 12) keinerlei Einfluss auf die Kokumi-Wahrnehmung

zeigten.

Wurden in der Literatur bislang ausschlieBlich polare S-Alkyl-L-cysteinsulfoxid-
und/oder y-Glutamyl-Derivate als kokumihervorrufende Verbindungen beschrieben
(Dunkel et al. 2007; Toelstede et al. 2009; Ueda et al. 1990 und 1994), so zeigt die
vorliegende Arbeit erstmalig, dass lipophile C17-C21-Oxylipine mit einer 1-Acetoxy-
2,4-dihydroxy- sowie einer 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-Molekulstruktur die ge-
schmacksmodulierenden Aktivitdten bzw. eine Verstarkung des Kokumi-Geschmacks

verursachen.

3.2.4 Konzentrationen und Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren der
Verbindungen 1-12 in frischer und erhitzter Avocadopulpe

Um den Einfluss des Erhitzungsprozesses auf die Bildung der geschmacksaktiven
Verbindungen 1-12 zu studieren, wurden Aliquote von frisch zubereitetem Avocado-
piree bei 120 °C Uber einen Zeitraum von 120 min erhitzt. Nach AbkUhlung auf
Raumtemperatur wurden die erhitzte Probe sowie eine nicht erhitzte Probe mit einer
definierten Menge 1-O-Palmitylglycerin (16) (Abbildung 59), welche als interne
Standardverbindung diente, versetzt. Nach Optimierung der chromatographischen
Bedingungen sowie samtlicher APCI-MS/MS-Parameter wurden die Analyten 1-12
und die interne Standardverbindung innerhalb von 45 min voneinander getrennt, wie
exemplarisch fir das Oxylipin 7, dem 1-O-Acylglycerol 11 und der internen Stan-
dardverbindung (IS) in Abbildung 60 aufgefiihrt. Die quantitative Analyse ergab fur
die Verbindungen 1-12 Gehalte zwischen 0,5 (7) und 5,6 mg/100 g (12) in frischer,
nativer Avocadopulpe sowie markante Konzentrationsanstiege aller geschmacksakti-
ver Verbindungen in der erhitzten Probe, wie beispielsweise von 1-Acetoxy-2-
hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) und 1-Linoleoylglycerol (11), deren Gehalte
nach dem Erhitzungsprozess um die Faktoren 870 und 90 erhéht waren (Tabelle
14).
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Abbildung 60: Quantifizierung ausgewahlter Verbindungen in erhitzter Avocadopulpe mittels
HPLC-MS/MS unter Einsatz einer internen Standardverbindung (IS).
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Tabelle 14: Konzentrationen identifizierter Avocadoinhaltsstoffe und DoT-Faktoren in nativer

und erhitzter Avocadopulpe

Identifizierte Verbindungen®

Konzentration® [mg/100 g] (DoT-Faktor)®in

Nativer Pulpe

Erhitzter Pulped

0,72+0,14 151,82 + 1,96
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1) (0,6) (124,4)
0,73 £ 0,09 126,51 +7,78
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2) (0,6) (103,7)
) . 0,72+ 0,11 74,82 +4,13
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3)
(0,8) (84,1)
) 0,77 £ 0,03 136,18 + 2,51
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4)
(0,7) (122,7)
1,98 £ 0,43 303,80 £ 1,37
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5)
(0,7) (105,9)
4,78 £ 0,09 363,57 £ 10,24
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6) (0,5) (35,3)
0,45 + 0,02 435,36 + 16,87
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) (0,2) (161,8)
(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa- 2,26 £+ 0,78 340,33 + 28,67
5,12,15-trien (8) (0,9) (128,4)
(Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15- 1,64 + 0,53 301,39 + 20,94
dien (9) (0,6) (116,4)
(Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15- 3,64 £ 0,33 117,92 £ 10,46
dien (10) (0,8) (25,6)
3,33+1,14 296,69 + 39,43
1-Linoleoylglycerol (11) (1,3) (115,6)
5,565+ 3,15 191,05 + 23,18
1-Stearoylglycerol (12) (0,4) (14,2)

Bezeichnungen gemaB Abbildung 55. b Ergebnisse + Standardabweichungen von drei unabhangigen
Bestimmungen; ® DoT — berechnet fiir den Beitrag der einzelnen Verbindung zur Bitterkeit; ° Bei 120 °C

Uber einen Zeitraum von 120 min erhitztes, frisch zubereitetes Avocadopuree.
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Um den Beitrag der einzelnen Substanzen an der Gesamtbitterkeit zu bewerten,
wurden aus den quantitativen Gehalten der Substanzen 1-12 die DoT-Faktoren be-
rechnet. Dabei stellen die DoT-Faktoren das Verhaltnis der Konzentration der Einzel-
substanz in der Probe zu dessen jeweiligem Erkennungsschwellenwert dar (Hufnagel
und Hofmann 2008). Mit Ausnahme des Monoglycerids 1-Linoleoylglycerol (11) wa-
ren in frischer Avocadopulpe samtliche DoT-Faktoren der analysierten Verbindungen
unter dem Wert 1,0 bzw. lagen somit unterhalb ihrer Erkennungsschwellenwertkon-
zentration vor, sodass diese keinen Geschmack bewirkten. Dagegen zeigten die A-
nalyten 1-12 nach der Erhitzung DoT-Faktoren von 14 flr 1-Stearoylglycerol (12) bis
162 fur 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7), was als ein deutlicher Be-
weis daflr anzusehen ist, dass der bittere Fehlgeschmack von thermisch behandel-
ter Avocadopulpe durch die intensiven Konzentrationsanstiege der Verbindungen 1-

12 hervorgerufen wird.

3.2.5 Rekonstruktion der Bitterkeit in frischer Avocadopulpe

Im folgenden Verlauf sollte die Bitterkeit erhitzter Avocadopulpe durch Zugabe der
identifizierten Bitterstoffe 1-12 rekonstruiert werden. Dazu wurde frisch hergestelltes
Avocadopliree (,Native Pulpe®) mit der addquaten Menge aus erhitzter Avocadopul-
pe isolierter Fraktion B versetzt (,Native Pulpe + 1-12%). Die beiden Ansatze wurden
mit einer Probe des thermisch behandelten Avocadoplrees (,Erhitzte Pulpe®, 120 °C
fir 120 min) sensorisch bezlglich der relativen Intensitaten der Bitterkeit und der
Mundfllle verglichen und jeweils mittels einer 5-Punkte-Skala evaluiert (Abbildung
61). In Anlehnung an die Resultate der Profilsensorik (Abbildung 50) wurden flr das
native und das erhitzte Avocadopulree in puncto Bitterkeit Intensitatswerte von 0,8
und 4,0 sowie Kokumi-Intensitaten von 1,1 und 3,0 bestimmt. Die Evaluation des mit
den Substanzen 1-12 dotierten Plirees ergab relative Intensitdten von 3,4 fir Bitter-
keit und 2,9 fir Kokumi-Wahrnehmung (Abbildung 61). Unter Bertcksichtigung der
Standardabweichungen innerhalb des Sensorikpanels zeigte sich, dass durch Dotie-
rung von frischem Avocadoptree mit den Verbindungen 1-12 nahezu vollstandig die
Intensitat der Bitterkeit und der Mundflille der erhitzten Probe rekonstruiert werden
konnte. Somit sind die Substanzen 1-12 fir die héhere Bitterintensitat sowie flr eine

héhere Mundfllle von thermisch behandelter Avocadopulpe verantwortlich.
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Abbildung 61: Relative Intensitat der Bitterkeit und der Mundfiille von nativen, mit den Sub-

stanzen 1-12 versetzten nativen sowie erhitzten Avocadopiirees.

Mit diesem Ergebnis bzw. Daten konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die
(C17-C21)-Oxylipine (1-10) sowie die Monoglyceride (11, 12) die Schliisselverbindun-
gen fir die Bitterkeit thermisch behandelter Avocado sind. Dabei kommt der Verbin-
dung 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) die héchste Bedeutung bzw.
die héchste Aktivitat als Einzelverbindung zu. Die identifizierten Oxylipine 3-10 wei-
sen allesamt ein 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy- oder ein 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-
Molekulsystem auf, welche neben der Bitterkeit auch fir die Mundfllle verstarkende

Wirkung — genannt Kokumi-Aktivitat — verantwortlich sind.

3.2.6 Zeitabhangige Entwicklung von Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren
ausgewahlter Geschmacksstoffe wahrend der Erhitzung von
Avocadopulpe

Um die Entwicklung der DoT-Faktoren in Abhangigkeit von der Erhitzungszeit zu un-
tersuchen, wurden 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3), die Verbindung
mit dem niedrigsten Schwellenwert fiir Bitterkeit (Tabelle 11), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-

93



oxo-n-octadeca-12-en (7), die Verbindung mit dem ho6chsten DoT-Faktor nach
120 min Erhitzung bei 120 °C (Tabelle 14), sowie das in der Literatur sehr um-
fangreich beschriebene (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10)
nach unterschiedlichen Erhitzungszeiten bei 120 °C mittels HPLC-MS/MS-Analyse in
Avocadopulpe quantifiziert. Die Berechnung der DoT-Faktoren fihrte zu dem Ergeb-
nis, dass die Substanzen 3, 7 und 10 bereits nach zehn Minuten oberhalb ihrer

Schwellenwertkonzentration in der Avocadopulpe vorhanden waren (Abbildung 62).

1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heneicosa-12,15-dien (10)
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Abbildung 62: Einfluss der Erhitzungsdauer auf die DoT-Faktoren der Bitterstoffe 3, 7 und 10 in

Avocadopulpe.

Somit bewirkte die Verlangerung der Erhitzungsdauer wesentliche DoT-Wertanstiege
der ausgewahlten Verbindungen. Dabei erreichte die Verbindung 3 einen DoT-Faktor
von 30,4, gefolgt von 23,2 und 12,5 fiir 7 und 10 nach 60 min. Oberhalb dieser Zeit
erfolgte nur noch ein geringfligiger DoT-Wertanstieg von 3 und 10. Dagegen erfuhr
die Substanz 7 zwischen 60 und 120 min Erhitzung den stérksten DoT-Wertzuwachs
und erreichte letztendlich einen Wert von 48,7.

Die erhaltenen Daten lassen vermuten, dass die identifizierten Oxylipine aus in der
Avocadopulpe enthaltenen, unbekannten Prakursoren hervorgehen. Prakursorfrakti-
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onen, welche nach Erhitzung die Verbindungen 2 und 4 freisetzen konnten, wurden
in fettléslichen Anteilen in konserviertem Avocadosaft lokalisiert (Lu et al. 1986).
Strukturvorschlage fir diese thermolabilen Prakursoren existieren bislang jedoch
nicht.

3.2.7 Diskussion

Es ist bekannt, dass das Erhitzen von Avocadopulpe eine Erhéhung der Intensitat
der Bitterkeit hervorruft. Jedoch wurde bisher noch nicht beschrieben, dass die Bit-
terkeit erhitzter Avocadopulpe von der Erhitzungstemperatur sowie von der Erhit-
zungsdauer abhangig ist. Die vorliegende Arbeit beschrankte sich bei der Untersu-
chung der Bitterintensitat erhitzter Avocadopulpe auf eine maximale Erhitzungstem-
peratur von 120 °C bei einer Temperierzeit von 120 min. Weitere Erhéhungen mit
eventuell damit einhergehenden Zunahmen an Bitterintensitaten bzw. Bitterstoffkon-
zentrationen waren demnach denkbar, sollten dem Sensorikpanel jedoch nicht zu-
gemutet werden, da diese Prozessbedingungen in der industriellen Lebensmittelver-

arbeitung nicht angewendet werden.

Mittels moderner instrumentell-analytischer Verfahren konnten wahrend der durchge-
fuhrten  Untersuchungen die  Verbindungen  1-Acetoxy-2-hydroxy-4-o0xo-n-
heptadecan (6) und 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7) erstmalig iden-
tifiziert werden. Mithilfe einer durch die Ozonolyse herbeigeflihrten oxidativen Spal-
tung und anschlieBender Identifizierung der Reaktionsprodukte konnte die Position
der Doppelbindung von 7 lokalisiert werden. Darlber hinaus wurden weitere Stoffe
identifiziert. Zu diesen gehéren die Fettalkohole 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1)
und 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2). Weiterhin konnten die 1-Acetoxy-Derivate
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-
heptadeca-16-en (4), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5), 1-Acetoxy-
2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7),
(£,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8), (Z,2)-1-Acetoxy-2,4-
dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9) und (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-
12,15-dien (10) nachgewiesen werden. AuBerdem wurden die Monoglyceride 1-
Linoleoylglycerol (11) und 1-Stearoylglycerol (12) identifiziert. Betrachtet man die 1-
Acetoxy-Derivate 3-10 so zeigt sich, dass die Acetoxygruppe C-16-, C-17-, C-18- und
C-21-Ketten tragen, welche zum Teil ungesattigte Einheiten darstellen. Bei den iden-
tifizierten Verbindungen 1-12 handelt es sich um sogenannte ,Oxylipine“. Oxylipine
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umfassen eine Stoffgruppe von Oxidationsprodukten mehrfach ungesattigter Fettséu-
ren mit Sauerstoff und von diesen primaren Oxidationsprodukten abgeleitete Sub-

stanzen.

Nach Betrachtung der Molekulstrukturen aller untersuchten Avocadoinhaltsstoffe
lasst sich zwischen den ermittelten Bitterschwellenwerten der Acetoxy-Derivate und
der Polaritéat der Molekulle eine Abhangigkeit feststellen: Acetoxy-Derivate mit einer
hdheren Polaritat bzw. Verbindungen mit einem niedrigeren Sattigungsgrad besitzen
hdhere Schwellenwerte; verdeutlicht ist das bei den Molekilpaarbetrachtungen 3
(27,3 umol/l) vs. 4 (33,8 umol/l), 5 (88,3 umol/l) vs. 6 (313,4 umol/l) und 8
(70,0 umol/l) vs. 10 (121,1 umol/l). Jedoch den bedeutendsten Einfluss auf die
Schwellenwertkonzentration fiir Bitterkeit unter den untersuchten Acetoxy-Derivaten
Ubt — auf Grundlage der vorliegenden Schwellenwerte — die Hydroxylgruppe an der
MolekulgerUstposition C-4 aus. Verbindungen, welche an der C-4-Position eine
Hydroxylgruppe tragen, besitzen grundsatzlich einen geringeren Schwellenwert als
ihre 4-Keto-Strukturanaloga — verdeutlicht ist dies an den paarweisen Strukturbei-
spielbetrachtungen 4 (33,8 umol/l) vs. 5 (88,3 umol/l) und 9 (91,7 umol/l) vs. 10
(121,1 umol/l). Somit sind nach der Struktur-Wirkungsbetrachtung die Polaritat des
MolekUlls und das Vorliegen einer Hydroxylgruppe an der C-4-Position die Parame-
ter, welche den gréBten Einfluss auf die Geschmacksschwellenwerte fir Bitterkeit

besitzen.

Aus den gewonnenen Daten Iasst sich nach Durchfihrung der sensorischen Analy-
sen der Monoglyceride (MG) und deren Derivaten 12-16 ebenfalls ein Zusammen-
hang zwischen der Schwellenwertkonzentration fur Bitterkeit und der Polaritat fest-
stellen. So besitzen 1-MGs mit klrzeren Fettsdureketten scheinbar niedrigere
Schwellenwerte (vgl. 12 (173,8 umol/l) vs. 15 (161,3 pmol/l)), und 1-MGs mit héheren
Sattigungsgraden héhere Schwellenwerte (vgl. 11 (72,3 umol/l) vs. 13 (138,3 pmol/l)
vs. 12 (173,8 umol/l)) fur Bitterkeit. Im Vergleich zu einer Literaturreferenz sei an die-
ser Stelle erwahnt, dass durch Biermann et al. (1979) fiir das aus gemahlenem Hafer
isolierte (E,Z2)-9-Hydroxyoctadeca-9,11-dienglycerin-1-ester ein Schwellenwertkon-
zentrationsbereich fur Bitterkeit von 1,1-2,2 mmol/l bestimmt wurde. Folglich ist nicht
ausschlieBlich eine hohe Anzahl an Doppelbindungen innerhalb von Monoglycerid-
molekulen flr einen niedrigen Bitterschwellenwert entscheidend, sondern scheinbar
auch die Konfiguration und Konstitution. Den offensichtlich deutlichsten Einfluss auf
den Bitterschwellenwert hat hingegen — gemans der vorliegenden Daten — die Konsti-
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tution des Glycerins und der Fettsaure; da jedoch nur ein einziger (1-MG)-(2-MG)-
Vergleich vorliegt, kann diesbezlglich nur eine Hypothese aufgestellt werden: Unter
den Monoglyceriden besitzen die 2-MG-Molekiile stets die niedrigeren Schwellen-
wertkonzentrationen fir Bitterkeit als ihre 1-MG-Strukturanaloga. — Diese Hypothese
stltzt sich jedoch bislang ausschlieBlich auf das Vorliegen der Schwellenwerte von
racemischen 1- (13) und 2-Oleoylglycerol (14).

Nach den Schwellenwertbestimmungen in der Modellbriihe sowie nach der Struktur-
Wirkungsbetrachtung der identifizierten Verbindungen 1-12 ist fir das Auftreten des
Kokumi-Effektes das 1-Acetoxy-System essentiell, wobei eine groBe Zahl an Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen far einen geringen Kokumi-
Geschmacksschwellenwert pradestiniert ist. Zeigten die 1-Acetoxy-Derivate 3-10 den
gewlnschten Effekt, so blieben die Triole (1, 2) sowie die Monoglyceride (11, 12)
wirkungslos. Dies ist dahingehend interessant, da in der Literatur bezlglich des Ko-
kumi-Effektes nur polare Verbindungen, bspw. y-Glutamyl-Derivate (Dunkel et al.
2007; Toelstede et al. 2009), beschrieben sind. Somit sind die identifizierten C17-Ca1-
Oxylipine 3-10 die ersten lipophilen Verbindungen, die eine Verstarkung des Kokumi-

Geschmacks und damit eine Geschmacksmodulation verursachen.

Mittels Zugabe der Verbindungen 1-12 in frisches Avocadopiree konnte die Bitterkeit
von erhitztem Plree nahezu vollstdndig in den Intensitaten der Bitterkeit und der
Mundftlle rekonstruiert werden. Da die erhitzte gegenlber der nativen Avocadopulpe
eine veranderte Konsistenz aufwies, war ein sensorischer Vergleich mit Fokus auf
Bitter- und Kokumi-Intensitat sehr schwer zu fihren. Dennoch waren eine Evaluation
und eine Auswertung dieses Experiments méglich. Durch dieses Rekombinationsex-
periment konnte gezeigt werden, dass die Substanzen 1-12 fir die héhere Bitterin-
tensitéat sowie fir eine héhere Mundfllle von thermisch behandelter Avocadopulpe

verantwortlich sind.

Wahrend der Erhitzung von Avocadopulpe kommt es zu Konzentrationserhéhungen
aller identifizierten Verbindungen 1-12, welche jedoch nicht linear und fir alle Sub-
stanzen gleich verlaufen. Die Untersuchung der Entwicklung der DoT-Faktoren von
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-
octadeca-12-en (7) sowie (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-
dien (10) in Abhéangigkeit von der Temperierdauer nach unterschiedlichen Erhit-

zungszeiten bei 120 °C zeigte, dass die DoT-Werte der Verbindungen bereits nach
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10 min den Wert 1,0 Uberschritten und somit oberhalb ihrer Schwellenwertkonzentra-
tion vorlagen. Die ermittelten DoT-Faktoren aller quantifizierten Verbindungen wur-
den einer Varianz-Analyse, einem ,Fisher's LSD Test* unterzogen, wobei die kleins-
ten signifikanten Unterschiede aller Einzelwerte in die Berechnung einflossen. Dabei
stellte sich heraus, dass nach Ablauf einer 30mindtigen Erhitzungsdauer bei 120 °C
die Konzentrationen der Bitterstoffe 3, 7 und 10 gegentber denen der nicht erhitzten,
nativen Avocadopulpe signifikant erhdht waren. Uber die Ursache der Konzentrati-
onszunahmen der Verbindungen 1-12 kann bislang keine schliissige Erklarung gelie-
fert werden. Lu et al. (1986) lokalisierten die Prakursoren in fettldslichen Anteilen von
konserviertem Avocadosaft und schlussfolgerten, dass die Bildung dieser Prakurso-
renverbindungen durch Fettoxidationsprozesse hervorgerufen werden. Diese Hypo-
these, dass die Prakursoren in der Fettphase lokalisiert sind, konnte durch den Autor
bestatigt werden. Bei Erhitzungsexperimenten von kaltgepresstem Avocadodl in Ge-
genwart von Wasser konnte mittels massenspektrometrischer Analyse sowie nach
praparativer Isolierung mit anschlieBendem NMR-Spektrenvergleich die Verbindung
Persin (10) identifiziert werden. Praparative Isolierungsversuche der entsprechenden
Prakursorenverbindung verliefen ohne Erfolg, sodass eine Strukturaufklarung noch
aussteht. AbschlieBend bleibt jedoch die Erkenntnis, dass es sich bei dem Persin-
Prakursor — und wahrscheinlich auch bei den Vorlauferverbindungen der anderen
Bitterstoffe — um stark unpolare, fettlésliche Komponenten handelt, deren Molgewich-
te wesentlich gréBer als die ihrer 1-Acetoxy-2-hydroxy-Analoga sind.
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4 Experimenteller Telil

Die Durchfiihrung der Experimente fir die Untersuchung des Chicorées (Cichorium
intybus L. var. foliosum Hegi) erfolgte, falls nicht anders angegeben, jeweils fir Chi-
corée-Salatkdpfe sowie flir die Chicorée-Wurzeln. Die Bezeichnung ,Chicorée” steht,
wenn nicht anders angegeben, fir den durch Treiben im Dunkeln gewonnenen

gebleichten Blattkopf der Zichorie.

Die Bezeichnung ,Avocado” bezieht sich, wenn nicht anders angegeben, auf das puU-
rierte Fruchtfleisch der Avocadosorte ,Hass“ (Persea americana Mill. cv. Hass).

4.1 Materialien und Reagenzien

4.1.1 Untersuchungsmaterialien

41.1.1 Chicorées und weitere Korbbltler

Frische, in einer 5-kg-Kiste lichtgeschitzt verpackte Chicorée-Salatkdpfe wurden in
einem GroBhandel in Minster/Westfalen gekauft. Fir samtliche Untersuchungen
wurden nur ausgewachsene Chicorée-Salatkdpfe, welche keine sichtbaren Schaden
zeigten, verwendet. Die Chicorées hatten ein Gewicht von 246,1 bis 372,6 g und
stammten laut Verpackungsetikett von , The Greenery“ (Barendrecht, NED).

Die Pflanzen flr die Bereitstellung der Chicorée-Wurzelproben wurden im Garten des
Instituts fir Pharmazeutische Biologie und Phytochemie der Westfélischen Wilhelms-
Universitdt Munster kultiviert. Im Alter von 15 Monaten wurden die Pflanzen ausge-
graben; die Wurzeln wurden innerhalb einer Zeitspanne von sechs Stunden mit ei-
nem Messer abgetrennt, gebirstet, gewaschen, mittels flissigem Stickstoff tiefgefro-
ren, in einer MUhle gemahlen und pulverisiert gefriergetrocknet.

Weitere KorbblUtler wie griner Léwenzahn, gebleichter Lowenzahn, spanische Arti-
schocken, sardinische Artischocken, Radicchio Rosso und Zuckerhut wurden eben-
falls in einem GroBhandel in Minster/Westfalen erworben und flr Analysen nur ver-

wendet, wenn keine Beschadigungen des Pflanzenmaterials vorlagen.
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4.1.1.2 Avocados

Bei den untersuchten Avocados handelte es sich um reife Friichte der Sorte Hass
(Persea americana Mill. cv. Hass); sie entsprachen den Qualitatsstufen ,Extra Class®
und ,Class I¥, wurden im Einzelhandel in Minster/Westfalen sowie in Freising erwor-
ben und stammten laut Angaben der Importeure Westfalia Marketing (PTY) Ltd.
(Tzaneen, RSA) aus Sidafrika, laut Xarki S. L. (Vélez-Malaga, Malaga, ESP) aus
Chile sowie laut Agrexco Ltd. (Tel-Aviv, ISR) aus Israel.

4.1.2 Reagenzien

Soweit nicht anders aufgefihrt, hatten alle verwendeten Reagenzien ,p. A.“-Qualitat.
In der HPLC-Analyse eingesetzte Losungsmittel waren von HPLC-Qualitat, das ein-
gesetzte Wasser wies Millipore-Qualitat auf.

Acetonitril, Merck KGA, Darmstadt, GER

Ameisensaure, Merck KGA, Darmstadt, GER
Chloroform-d, Euriso-Top, Gif-sGr-Yvette, FRA
Cichoriensaure, Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz, GER
Coffein, Merck KGA, Darmstadt, GER
Essigsaureethylester, Merck KGA, Darmstadt, GER
Ethanol, Merck KGA, Darmstadt, GER

B-Glucosidase aus Mandeln (> 6 U/mg), Fluka, Buchs, SUI

Hefeextrakt ,Gistex Xl LS Pulver AGGL”, DSM Food Specialties Savoury
Ingredients, Delft, NED

1-Linoleoyl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
Maltodextrin, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER

D/L-Milchsaure, Fluka, Buchs, SUI

Methanol, Merck KGA, Darmstadt, GER

Methanol-dy, Euriso-Top, Gif-sOr-Yvette, FRA

Natriumchlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
Natrium-L-glutamatmonohydrat, Merck KGA, Darmstadt, GER
1-Oleoyl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
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2-Oleoyl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
1-Palmityl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
1-O-Palmityl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
n-Pentan, Merck KGA, Darmstadt, GER

Pyridin-ds, Euriso-Top, Gif-s(r-Yvette, FRA
Quercetin-3-O-B-D-glucopyranosid (Isoquercitin), Roth, Karlsruhe, GER
Saccharose, Merck KGA, Darmstadt, GER
(-)-a-Santonin, Fluka, Buchs, SUI

Sojalecithin ,Emultop” Degussa, Hamburg, GER
1-Stearoyl-rac-glycerol, Sigma-Aldrich, Steinheim, GER
Tannin (Gallussaure), Sigma-Aldrich, Steinheim, GER

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Amberlite® XAD-2®, Supelco, Bellefonte, PA, USA

Einwegspritzen Omnifix®-F (1 ml), B. Braun Melsungen GmbH, Melsungen, GER
597> S&S Faltenfilter & 185 mm, Schelicher & Schuell GmbH, Dasser, GER
Evian®-Mineralwasser, Danone, Wiesbaden, GER

SPE-Kartuschen ,Strata C18-E“ 70 A, 100 x 4,6 mm, Phenomenex, Aschaffenburg,
GER

Spritzenfilter Millex®-HA 0,45 um, 25 mm, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA
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4.2 Chicorée — Vorbereitung und Durchfiihrung von Analysen

4.2.1 Gravimetrische Bestimmung des Trockenmasse- und des
Wassergehaltes

Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurden zwélf Chicorée-Salatképfe und zehn
Wurzeln eingesetzt. Das Material wurde mit einer Birste unter flieBendem Wasser
gesaubert, anschlieBend gewogen, mit einem Messer in ca. daumengroBe Stlicke
geschnitten, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren, in einem Mixer pulverisiert und
schlieBlich gefriergetrocknet. Der Wassergehalt (Formel 2) wurde gravimetrisch tber
die Verhéltnisse der Rohmasse zur Trockenmasse (Formel 1) bestimmt. Die Ge-
samtgehalte wurden als arithmetische Mittelwerte (Formel 3) der Einzelbestimmun-
gen, die Abweichungen als Standardabweichungen zum Mittelwert (Formel 4) ange-
geben.

Die zwdlf diesbeziiglich untersuchten Chicorée-Salatkdpfe hatten ein Gewicht zwi-
schen 246,1 g und 372,6 g. Ihr Wassergehalt lag bei 94,3 £ 0,3 g/100 g, was einem
Gehalt an Trockenmasse (TM) von 5,7 + 0,3 g/100 g entspricht.

4.2.2 Sequenzielle Extraktion und sensorische Bewertung der Extrakte

4.2.2.1 Durchfihrung der Extraktionen

Chicorée-Salat und -Wurzeln (jeweils 100 g TM) wurden separat mit Methanol
(200 ml) versetzt und im Ultraschallbad tber einen Zeitraum von 20 min extrahiert.
Durch Filtration Gber einen Papierfilter wurden Extrakt und Extraktionsriickstand se-
pariert. Der Extraktionsprozess mit Methanol wurde zweimal wiederholt. Im An-
schluss erfolgte eine dreifache Extraktion des unléslichen Rickstandes mittels einer
70/30-(V/V)-Methanol/Wasser-Mischung (jeweils 200 ml). Die Methanol- und Metha-
nol/Wasser-Extrakte wurden vereinigt und durch Vakuumdestillation vom Methanol
befreit; der wassrige Riuckstand wurde mit Ethylacetat (200 ml; EtAc) versetzt. Durch
Ausschitteln im Scheidetrichter resultierten zwei Phasen: die obere organische E-
thylacetat- und die untere Wasserphase. Beide wurden getrennt, wobei die wassrige
Phase zwei weiteren Extraktionen mit EtAc (jeweils 200 ml) unterzogen wurde. Die
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EtAc- und die Wasserfraktion wurden durch Vakuumdestillation von organischen L6-
sungsmitteln und durch eine anschlieBende Gefriertrocknung von Wasser befreit.
Letztendlich lagen drei Fraktionen vor: Der unlésliche Rickstand (A), die EtAc-
Fraktion (B) sowie die Wasserfraktion (C).

4.2.2.2 Sensorische Bewertung der Chicorée-Fraktionen (A, B und C)

Die EtAc-Fraktion B (80 mg) sowie die Wasserfraktion (3,5 g) wurden entsprechend
ihrer Extraktionsausbeuten — unter Berlcksichtigung eines durchschnittlichen Was-
sergehaltes von 95 % — in ihren natdrlich vorkommenden Verhéltnissen in jeweils
100-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen. Um auch die lipophilen Substanzen vollstan-
dig in Lésung zu bringen, wurde zunachst Ethanol (5,0 ml) zugegeben; im Anschluss
wurden die Fraktionen durch Zugabe von Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 — einge-
stellt mit 1,0 %iger Ameisenséaure in Wasser; V/V) auf ein Gesamtgewicht von jeweils
100 g eingestellt. Es erfolgte die Evaluierung der Intensitaten der Bitterkeit durch ein
Sensorikpanel.

Der unlésliche Rickstand wurde dem Panel als Trockenmasse angeboten und ver-

kostet.

Als Referenzlésungen dienten Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit
1,0 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V) mit einer definierten Bitterintensitat von 0,0
sowie eine aus Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5) hergestellte, wassrige Coffeinld-

sung (1,0 g/l) mit einer definierten Bitterintensitat von 5,0.

4.2.3 Untersuchung der Chicorée-Fraktionen mittels RP-HPLC-DAD

4.2.3.1 HPLC-System:

Pumpe: L-7100 Merck Hitachi (Darmstadt, GER)
Degaser: L-7612 Merck Hitachi (Darmstadt, GER)
Probengeber: L-7200 Merck Hitachi (Darmstadt, GER)
UV/VIS-Detektor: L-7450 Merck Hitachi (Darmstadt, GER)
Interface: D-7000 Merck Hitachi (Darmstadt, GER)
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Software: HPLC-System Manager Version 4.1 Merck Hitachi
(Darmstadt, GER)

4.2.3.2 RP-HPLC-DAD-Analyse der EtAc-Fraktion B

Probenvorbereitung: Die EtAc-Fraktion B (100 mg) wurde in einen 100-ml-

Messkolben eingewogen, durch Zugabe von Ethanol (5,0 ml) vollstandig in Lésung

gebracht und mit bidestilliertem Wasser auf das Kolbenendvolumen erganzt.

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationare Phase: Microsorb C18, 250 mm x 4,6 mm, 5pum, (Varian,
Darmstadt/GER)
Injektionsvolumen: 60 pl
Fluss: 0,8 ml/min
Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
(eingestellt mit 1,0 % wassriger HCOOH-L&sung)
B: Acetonitril
Gradient: 0 min: 90 % A (10 % B) — 35 min: 75 % A (25 % B) —

60 min: 30 % A (70 % B) — 65 min: 30 % A (70 % B) —
75 min: 90 % A (10 % B) — 85 min: 90 % A (10 % B)

UV/VIS-Detektion: A =200-700 nm

4.2.3.3 RP-HPLC-DAD-Analyse der Wasserfraktion C

Probenvorbereitung: Die Wasserfraktion C (5,0 g) wurde ebenfalls in einen 100-ml-

Messkolben eingewogen, durch Zugabe von bidestilliertem Wasser vollstandig in L6-
sung gebracht und auf das Kolbenendvolumen erganzt.

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationare Phase: Microsorb C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum, (Varian,
Darmstadt, GER)

Injektionsvolumen: 100 pl
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Fluss: 1,0 ml/min

Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
(eingestellt mit 1,0 % wéassriger HCOOH-Ldsung)

B: Acetonitril

Gradient: 0 min: 100 % A (0 % B) — 20 min: 100 % A (0 % B) —
50 min: 50 % A (50 % B) — 60 min: 0 % A (100 % B) —
70 min: 0 % A (100 % B) — 80 min: 100 % A (0 % B) —
90 min: 100 % A (0 % B)

UV/VIS-Detektion: A =200-700 nm

4.2.4 Isolierung der Inhaltsstoffe der Chicorée-Fraktionen mittels HPLC

4241 HPLC-System:

Pumpe: 2 x ProStar 210 Varian (Darmstadt, GER)
Probengeber: Rheodyne, Probenschleife (V = 1.900 pl)
UV/VIS-Detektor: ProStar 325 UV/VIS Varian (Darmstadt, GER)
Software: LC Workstation 6.20 Varian (Darmstadt, GER)

4.2.4.2 Isolierung der Inhaltsstoffe der EtAc-Fraktion B mittels praparativer HPLC

Probenvorbereitung: Die Chicorée-EtAc-Fraktion (1,0 g) wurde in Methanol (75,0 ml)

geldést und mit Wasser auf das Endvolumen (100,0 ml) aufgefillt, membranfiltriert

und in das HPLC-System injiziert.

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationére Phase: Microsorb 100-5 C18, 250 mm x 21,2 mm, 5 um, Varian
(Darmstadt, GER)

Injektionsvolumen: 1.900 pl
Fluss: 20,0 ml/min
Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
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(eingestellt mit 1,0 % wassriger HCOOH-L&sung)
B: Acetonitril
Gradient: 0 min: 90 % A (10 % B) — 35 min: 75 % A (25 % B) —
50 min: 30 % A (70 % B) — 55 min: 30 % A (70 % B) —
60 min: 90 % A (10 % B) — 65 min: 90 % A (10 % B)
UV/VIS-Detektion: A =258 nm

Fraktionen: Nach Durchfiihrung des Chromatographieverfahrens lagen insgesamt 15
Fraktionen vor, welche gemaB Elutionsreihenfolge mit B1 bis B15 benannt wurden.

4.2.4.3 Isolierung der Inhaltsstoffe der Wasserfraktion C mittels praparativer HPLC

Flash-Sdulenvorbereitung: Eine wassergeklhlte Glassaule (Héhe 50 cm; @ 5 cm)

wurde am unteren Ende mit Glaswolle verschlossen und mit Seesand ca. 2 cm hoch
Uberschichtet. Etwa 200 g in 1,0 | Methanol gequollenes und mit 1,0 | Wasser gewa-
schenes XAD-2®-Stationarphasenmaterial wurde in die Glassaule eingeschlammt,
sodass diese zur Halfte gefullt war. AnschlieBend erfolgte ein weiteres Durchspulen
des XAD-2®-Materials mit 2,0 | Wasser. Der fliissige Uberstand oberhalb der Statio-

narphase betrug niemals weniger als 2 cm.

Herstellung der Flash-Analysenldsung — Probenvorbereitung|l: Die Chicorée-

Wasserfraktion C (20,0 g) wurde in Wasser (100,0 ml) gelést und membranfiltriert.

Durchflihrung der Flash-Saulenchromatographie: Die Analysenlésung (10,0 ml) wur-

de auf die Saule gegeben und bei einer Flussrate von 5,0 ml/min durch einen Metha-
nol/Wasser-Gradienten (MeOH/H;0) eluiert: 0/100-(V/V)-MeOH/H,O (300 ml) —

10/90-(V/V)-MeOH/H,0 (300 ml) — 20/80-(V/V)-MeOH/H-0O (300 ml) — 30/70-(V/V)-
MeOH/H,O (300 ml) — 40/60-(V/V)-MeOH/HO (300 ml) — 50/50-(V/V)-MeOH/H,O
(300 ml) — 60/40-(V/V)-MeOH/H20 (300 ml) — 70/30-(V/V)-MeOH/H,O (300 ml) —
80/20-(V/V)-MeOH/H,O (300 ml) — 90/10-(V/V)-MeOH/H-O (300 ml) — 100/0-(V/V)-
MeOH/H-O (300 ml). GemaB der Gradientenetappen wurden insgesamt elf 300-ml-
Fraktionen gesammelt. — Nach Beendigung der Elution erfolgte ein Waschen der sta-
tionaren Phase mit 2,0 Liter Wasser, wodurch die Startbedingungen flir eine erneute
Elution hergestellt wurden. Die Methanol/Wasser-Gradientenelution wurde weitere
neun Male wiederholt. — Aus séamtlichen Fraktionen wurde das Methanol durch Va-
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kuumdestillation via Einsatz eines Rotationsverdampfers entfernt. Nach anschlie-
Bender Gefriertrocknung lagen alle elf erhaltenen Fraktionen, gemaB Metha-
nol/Wasser-Anteilen (V/V) 0/100 (C1) bis 100/0 (C11) genannt, in ihren Trockenmas-

sSen vor.

Herstellung der HPLC-Analysenlésung — Probenvorbereitung Il: Die Fraktionen C5

(0,5 g) und C6 (0,5 g) wurden vereinigt, in Wasser (10,0 ml) gelést, membranfiltriert
und in das HPLC-System injiziert.

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationare Phase: Microsorb 100-5 C18, 250 mm x 21,2 mm, 5 um, Varian
(Darmstadt, GER)

Injektionsvolumen: 1.900 pl
Fluss: 20,0 ml/min
Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
(eingestellt mit 1,0 % wéassriger HCOOH-Lbsung)
B: Acetonitril
Gradient: 0 min: 95% A (5% B) - 40 min: 75 % A (25 % B) —

45 min: 30 % A (70 % B) — 50 min: 30 % A (70 % B) —
55 min: 95 % A (5 % B) — 60 min: 95 % A (5 % B)

UV/VIS-Detektion: A =258 nm

Fraktionen: Nach Durchfiihrung des Chromatographieverfahrens lagen insgesamt
zwolf Fraktionen vor, welche gemaB Elutionsreihenfolge mit C5/6-1 bis C5/6-12 be-

nannt wurden.

4.2.5 Enzymatische Konformationsbestimmung von B-Glucose

Durchfihrung: Die TM der Chicorée-Wasserfraktion C (1,0 g) wurde in Wasser

(50 ml) gelést. Eine Volumenmenge von jeweils 20 ml dieser Lésung wurde in zwei
Zentrifugenglaser mit Schraubdeckelverschliissen pipettiert. Der erste Ansatz diente
als ,Blindwert®. Dem zweiten Ansatz wurden zusatzlich 5,0 mg des Enzyms
B-Glucosidase zugefligt. Beide Ansatze rUhrten bei Lichtausschluss und einer Tem-
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peratur von 40 °C Uber einen Zeitraum von flnf Stunden. Nach Filtration via Mem-
branspritzenfilter wurden beide Ansatze mittels RP-HPLC-DAD (siehe 4.2.3.2) analy-

siert.

4.2.6 Geschmacksverdiinnungsanalyse Chicorée-EtAc-Fraktion B

Aliquote der 15 Fraktionen B1 bis B15 (gewonnene Mengen aus insgesamt sechs
praparativen HPLC-Laufen; siehe vorheriger Abschnitt) wurden jeweils mit Ethanol
(0,2 ml) sowie mit Evian®-Sensorikwasser (20,0 ml, pH6,5 — eingestellt mit
0,1 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V) versetzt und stufenweise im 1:1-
Volumenverhaltnis mit Sensorikwasser verdiinnt. Es resultierten jeweils zehn Lésun-
gen mit Geschmacksverdinnungsfaktoren (GVF) von 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256
und 512. Die sensorische Analyse erfolgte bei Benutzung einer Nasenklemme via
Half-Mouth-Test in Analogie zu Scharbert et al. (2004).

Die Panelisten waren angewiesen, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein geschmacklicher Unterschied wahrgenom-
men werden konnte. Die Verdinnungsstufe, ab der ein Unterschied zwischen der
verdinnten EtAc-Fraktion und der Kontrollprobe (,Blank®) festgestellt werden konnte,
wurde als GVF definiert (Frank et al. 2001). Diese GVA wurde fiir jede Probe von
jedem Panelisten im Abstand von vier Stunden zweimal wiederholt. Die Einzelwerte
der Panelisten, welche nicht mehr als um plus/minus eine Verdinnungsstufe diffe-
rierten, wurden durch geometrische Mittelung zunachst zu einem ,Panelisten-GVF*,
im Anschluss auf gleiche Weise zu einem GVF zusammengefasst.

4.2.7 Geschmacksverdiinnungsanalyse der Chicorée-Wasserfraktion C

Aliquote der zwdlf Fraktionen C5/6-1 bis C5/6-12 (gewonnene Mengen aus insge-
samt acht praparativen HPLC-Laufen wurden jeweils mit Evian®-Sensorikwasser
(20,0 ml, pH 6,5 — eingestellt mit 0,1 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V) versetzt
und stufenweise im 1:1-Volumenverhaltnis mit Sensorikwasser verdiinnt. Es entstan-
den jeweils zehn Lésungen mit Geschmacksverdinnungsfaktoren (GVFs) von 1, 2,
4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und 512. Die sensorische Analyse erfolgte bei Benutzung

einer Nasenklemme via Half-Mouth-Test in Analogie zu Scharbert et al. (2004).
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Die Panelisten waren angewiesen, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein geschmacklicher Unterschied wahrgenom-
men werden konnte. Die Verdlnnungsstufe, ab der ein Unterschied zwischen der
verdinnten EtAc-Fraktion und der Kontrollprobe (,Blank®) festgestellt werden konnte,
wurde als GVF definiert (Frank et. al. 2001). Diese GVA wurde flr jede Probe von
jedem Panelisten im Abstand von vier Stunden zweimal wiederholt. Die Einzelwerte
der Panelisten, welche nicht mehr als um plus/minus eine Verdinnungsstufe diffe-
rierten, wurden durch geometrische Mittelung (Formel 5) zunachst zu einem ,Pane-
listen-GVF*, im Anschluss durch arithmetische Mittelung (Formel 3) zu einem GVF

zusammengefasst.

4.2.8 Bestimmung der Bitterschwellenwerte und Beschreibung der
Bittergeschmacksqualitaten

Die aus der EtAc-Fraktion B isolierten Verbindungen 1 (8,8 mg), 2 (6,2 mg) und
5 (8,3 mg), die aus der Wasserfraktion isolierte Verbindung 6 (4,7 mg) sowie die
kommerziell erworbene Substanz 7 (14,0 mg) wurden jeweils mit Ethanol (0,25 ml)
versetzt und mit Evian®-Sensorikwasser (25 ml; pH 6,5 — eingestellt mit 1,0 %iger
Ameisensaure in Wasser; V/V) auf ein Endvolumen von 25,0 ml erganzt und stufen-
weise im 1:1-Volumenverhatnis mit Sensorikwasser verdinnt. Es lagen somit jeweils
zehn Lésungen mit Geschmacksverdinnungsfaktoren (GVFs) von 1, 2, 4, 8, 16, 32,
64, 128, 256 und 512 vor. Von den Substanzen 3 (4,2 mg) und 4 (4,1 mg) wurden in
gleicher Weise Losungen hergestellt, wobei Verdinnungsfaktoren von 32 (3) und 64
(4) erreicht wurden. Die sensorische Analyse erfolgte bei Benutzung einer Nasen-
klemme via Half-Mouth-Test in Analogie zu Scharbert et al. (2004).

Die Panelisten waren angehalten, bei den Substanzen 1-6 die Erkennungsschwelle
fur Bitterkeit, bei 7 jene fir Adstringenz bzw. jeweils die Verdinnungsstufen zu mar-
kieren, an der zwischen den Proben und den Leerproben ein eindeutiger Bitterge-
schmack bzw. Adstringenzeffekt wahrgenommen werden konnte. Die Verdinnungs-
stufe, ab der eine geschmackliche Bitterkeit bzw. Adstringenz in der verdiinnten Ana-
lysensubstanz im Vergleich zur Kontrollprobe (,Blank®) evaluiert werden konnte, wur-
de als Schwellenwert definiert. Diese Schwellenwertanalyse wurde fir jede Probe

von jedem Panelisten im Abstand von vier Stunden zweimal wiederholt. Die Einzel-
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werte der Panelisten, welche nicht mehr als um plus/minus eine Verdinnungsstufe
differierten, wurden durch geometrische Mittelung (Formel 5) zundchst zu einem
.Panelisten-Schwellenwert”, im Anschluss auf gleiche Weise zu einem Schwellenwert
fOr Bitterkeit zusammengefasst.

Simultan zur Schwellenwertanalyse waren die Panelisten aufgefordert, die Ge-
schmacksqualitdten durch deskriptive Attribute zu charakterisieren. Die Attribute

wurden in einem Panelistengruppengesprach bewertet.

4.2.9 Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehungen

Samtliche Lésungen und Verdinnungsschritte wurden durch Zugabe von Evian®-
Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit 1,0 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V)
hergestellt. Alle sensorisch zu bewertenden Verbindungen sowie Referenzen wurden

separat angesetzt und nacheinander in 1/1-(V/V)-Volumenschritten verdinnt.

Die Verdiinnungsreihen der zu verkostenden Substanzen wurden jedem Panelisten
zwecks vertikaler und horizontaler Evaluierung der relativen Bitterintensitaten im
Vergleich zu einer Coffein-Referenzreihe préasentiert. Als Referenz diente eine Cof-
fein-Verdinnungsreihe. Dazu wurde eine Coffein-Lésung (1,243 mg/100 ml), welche
einem DoT-Faktor von 128 entsprach, jeweils in einem 1/1-(V/V)-Verhaltnis verdinnt,
woraus insgesamt zehn Lésungen resultierten, welche DoT-Fakoren von 128 (3,7),
64 (3,3), 32 (3,0), 16 (2,7), 8 (2,0), 4 (1,0), 2(0,5), 1 (0,1), 0,5 (0,0) und 0,25 (0,0)
aufwiesen. Die in den Klammern angegebenen Werte stellen die relativen Intensita-
ten der Bitterkeit dar, welche durch ein Panel vorab bestimmt und in der laufenden
sensorischen Analyse als definierte Standardwerte vorgegeben worden sind. Der
Wert 0 stand fir keinerlei Bitterkeit, 5 fir eine sehr starke Bitterintensitat. Die Durch-

fihrung der Evaluierung erfolgte durch Anwendung der Half-Mouth-Methode.

4.2.9.1 Bestimmung der Dosis-Wirkungsbeziehungen von Sesquiterpenlactonen

114,13-Dihydrolactucin (8,8 mg) (1), Lactucin (6,2 mq) (2), 8-Desoxylactucin (4,2 mQ)
(3), 11p,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4,1 mg) (4) und Lactucopicrin (3,3 mg) (5)
wurden jeweils in 25-ml-Messkolben eingewogen, mit Ethanol (0,1 ml) in Lésung ge-

bracht und mit Evian®-Sensorikwasser auf das Endvolumen erganzt. Fir die Ver-
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dinnungsreihnen der Substanzen 1, 2 und 5 resultierten zehn DoT-
Konzentrationsstufen von 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 und 0,25; bei Verbindung 3
lagen acht DoT-Konzentrationen von 32 bis 0,25 vor und flr 4 ergaben sich neun
DoT-Konzentrationen von 64 bis 0,25.

4.2.9.2 Bestimmung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Dihydrolactucin und
Cichoriosid B

11p,13-Dihydrolactucin (4,4 mg) (1) wurde in einen 25-ml-Messkolben, Cichoriosid B
(4,7 mg) (6) in einen 100-ml-Messkolben eingewogen, jeweils mit Ethanol (0,1 ml)
versetzt und mit Evian®-Sensorikwasser auf das Endvolumen aufgefillt. Aus der 1-
Lésung wurde eine Verdinnungsreihe erstellt, welche den DoT-Faktoren 64, 32, 16,
8,4,2,1,0,5und 0,25 entsprach. Acht Verdiinnungsstufen mit DoT-Faktoren von 32
bis 0,25 ergaben die Verdiinnungsreihe, welche aus der 6-L6sung erstellt wurde.

4.2.10 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone im Chicorée mittels
HPLC-UV/VIS

Prinzip: Die Quantifizierung erfolgte mittels externer Kalibration, wobei aus Chicorée-
Wurzeln praparativ isoliertes Lactucin (2) und Lactucopicrin (5) als Referenzsubstan-
zen dienten. — Alle erhaltenen Ergebnisse stellen arithmetische Mittelwerte dar
(Formel 3), welche auf einer Dreifachbestimmung basieren und deren Abweichun-
gen durch die jeweilige Angabe der Standardabweichung zum Mittelwert (Formel 4)

charakterisiert sind.

Kalibration: Als externe Standardlésungen (ES) wurden 2 (4,5 mg) und 5 (7,0 mg)
separat in 25-ml-Messkolben eingewogen, mit Methanol (2,5 ml) in Lésung gebracht
und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefillt. Samtliche Wiege- und Verdin-
nungsprozessschritte erfolgten unter einem maximal méglichen Lichtausschluss. Von
beiden Standardldsungen (100 %) wurden Konzentrationsreihen mit folgenden sie-
ben weiteren Verdinnungen hergestellt: 80 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 % und
1 % (V/V). Nach RP-HPLC-DAD-Analyse (vgl. 4.2.3.2) erfolgte bei einer Wellenldnge
von 258 nm die Bestimmung der Peakflacheninhalte der ES-Peaks 2 und 5 durch

manuelle Integration. Die Auftragung der Peakflacheninhalte (Ordinate) gegen die
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adaquaten Konzentrationen (Abszisse) und die anschlieBende lineare Regression
der jeweiligen zusammengehdrigen Diagrammdatenpunkte flhrten zu den Kalibrier-
geraden von ES-2 und ES-5.

Durchfiihrung: Chicorée-(Salat/Wurzel)-TM-Proben (1,0 g) wurden eingewogen, bei

15minutiger Behandlung im Ultraschallbad zuerst mit Methanol (8,0 ml), der unlosli-
che Ruickstand im Anschluss mit einer 70/30-(V/V)-Methanol/Wasser-Mischung
(8,0 ml) extrahiert; der letzte Extraktionsschritt wurde wiederholt. Die Extrakte wurden
in einem 25-ml-Messkolben vereint und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefulit.
Nach Filtration mittels Membranfilterspritze erfolgte die Analyse via RP-HPLC-DAD
(siehe 4.2.3.2), die Bestimmung der Peakflacheninhalte von 1, 2, 3, 4 und 5 erfolgte
durch manuelle Integration. — Samtliche Wiege-, Homogenisierungs-, Extraktions-
und Filtrationsprozessschritte erfolgten unter einem maximal méglichen Lichtaus-
schluss.

Auswertung: Die Berechnung der Konzentrationen von 1, 2, 3 und 4 in den Analy-
senproben (TM) erfolgte Uber die Kalibriergerade von ES-2. Die Konzentration von 5
wurde Uber die ES-5-Kalibriergerade berechnet. Unter Einbeziehung des durch-
schnittlichen Wassergehaltes von 94,3 % im Frischgewicht wurden die Konzentratio-
nen der bitteren Sesquiterpenlactone in frischen Chicorée-Salatképfen ermittelt.

4.2.11 Quantifizierung von Cichoriosid B

Prinzip: Die Quantifizierung erfolgte durch RP-HPLC-DAD-Analyse (siehe 4.2.3.3)
mittels externer Kalibration, wobei aus Chicorée-Wurzeln praparativ Cichoriosid B (6)
als Referenzsubstanz diente. — Das Gesamtergebnis stellt einen arithmetischen Mit-
telwert (Formel 3) dar, welcher auf einer Dreifachbestimmung basiert und dessen
Abweichung durch die Angabe der Standardabweichung zum Mittelwert (Formel 4)
charakterisiert ist.

Kalibration: Als externe Standardlésung (ES) wurde 6 (9,89 mg) in einen 5-ml-
Messkolben eingewogen und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefillt. Samtliche
Wiege- und VerdUnnungsprozessschritte erfolgten wiederum unter einem maximal
mdglichen Lichtausschluss. Von der Standardlésung (100 %; 1978 mg/l) wurde eine
Konzentrationsreihe mit 1:1-Verdinnungen (V/V) hergestellt, woraus folgende acht

weitere LOsungen mit folgenden Konzentrationen resultierten: 50 % (989 mg/l), 25 %
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(494,5mg/l), 12,5% (247,25 mg/l), 6,25% (123,63 mg/l), 3,13 % (61,81 mg/l),
1,56 % (30,91 mg/l), 0,78 % (15,45 mg/l) und 0,39 % (7,73 mg/l). Nach RP-HPLC-
DAD-Analyse (siehe 4.2.3.3) erfolgte bei einer Wellenlange von 258 nm die Bestim-
mung der Peakflacheninhalte der ES-Peaks 6 durch manuelle Integration. Die Auf-
tragung der Peakflacheninhalte (Ordinate) gegen die adaquaten Konzentrationen
(Abszisse) und die anschlieBende lineare Regression der jeweiligen zusammengeho-

rigen Diagrammdatenpunkte flihrten zu den Kalibriergeraden von ES-6.

Flash-Saulenvorbereitung: Eine wassergeklhlte Glassaule (Héhe 50 cm; @ 5 cm)

wurde am unteren Ende mit Glaswolle verschlossen und mit Seesand circa 2 cm
hoch (berschichtet. Etwa 200 g in Methanol (1,0 1) gequollenes und mit Wasser
(1,0 I) gewaschenes XAD-2®-Stationarphasenmaterial wurden in die Glassaule ein-
geschlammt, sodass diese zur Halfte geflllt war. AnschlieBend erfolgte ein weiteres
Durchspiilen des XAD-2®-Materials mit Wasser (2,0 |). Der flissige Uberstand ober-

halb der Stationarphase betrug niemals weniger als 2 cm.

Probenvorbereitung: Die Chicorée-(Salat/Wurzel)-TM-Proben (1,0 g) wurden einge-

wogen und bei 15mindtiger Behandlung im Ultraschallbad mit Methanol (200 ml) ex-
trahiert. Die Extraktion des unléslichen Rickstandes wurde zweimal mit Methanol
(jeweils 200 ml) und dreimal mit einer 70/30-(V/V)-Methanol/Wasser-Mischung (je-
weils 200 ml) wiederholt. Die Extrakte wurden durch Filtration Uber einen Papierfal-
tenfilter vom RuUckstand isoliert, durch Vakuumdestillation vom Lésungsmittel befreit,
gefriergetrocknet, in Methanol (10 ml) gelést und auf ein Endvolumen von 20 ml auf-

gefullt (Probenlésung).

Flash-S&ulenchromatographie — Herstellung der Analysenlésungen: Die Analysenlo-

sung (10,0 ml) wurde auf die Saule gegeben und bei einer Flussrate von 5,0 ml/min
durch einen zweistufigen Methanol-Wasser-Gradienten (MeOH/H,O) eluiert: 0/100-
(V/V)-MeOH/H-O (1000 ml) — 100/0-(V/V)-MeOH/H,O (1000 ml). GemaB der Gra-
dientenetappen wurden insgesamt zwei 1000-ml-Fraktionen gesammelt. — Nach Be-
endigung der Elution erfolgte ein Waschen der stationdren Phase mit Wasser (2,0 1),
wodurch die Startbedingungen fiir eine erneute Elution hergestellt wurden. Die Me-
thanol/Wasser-Gradientenelution wurde ein weiteres Mal durchgefiihrt. — Das wass-
rige Eluat wurde verworfen, die Methanoleluatfraktion wurde durch Vakuumdestillati-
on bis zur Trockene eingeengt, der Riickstand in Wasser (2,5 ml) gel6st und in einen
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Messkolben auf ein Endvolumen von 5,0 ml aufgefillt. Es erfolgte die Untersuchung
der Analysenlésung via RP-HPLC-DAD (siehe 4.2.3.3).

Auswertung: Die Berechnung der Konzentrationen von 6 in den Analysenproben
(TM) erfolgte Uber die Kalibriergerade von ES-6 (vgl. 4.2.10). Unter Einbeziehung
des durchschnittlichen Wassergehaltes von 94,3 % im Frischgewicht wurden die
Konzentrationen des bitteren Sesquiterpenlactonglycosids in frischen Chicorée-

Salatkdpfen ermittelt.

4.2.12 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone in verschiedenen
Regionen im Chicorée-Salatkopf

Prinzip / Kalibration: Siehe 4.2.10 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone
im Chicorée mittels HPLC-UV/VIS.

Durchfiihrung: Zehn frische Chicorée-Salatkdpfe wurden manuell in gelbe Blattspit-

zen (A), in auBere weiBe Blattsticke (B) und in innere Strunkanteile (C) separiert.
Diese drei Salatkopfpartitionen wurden jeweils mit einem Kichenmesser in kleine
Stlicke geschnitten, mit flissigem Stickstoff schockgefroren, in einer Messermihle
pulverisiert und anschlieBend gefriergetrocknet. — Der Wassergehalt wurde gravimet-
risch Uber die Verhaltnisse der Rohmasse zur Trockenmasse bestimmt. Die Gesamt-
gehalte wurden als arithmetische Mittelwerte der Einzelbestimmungen, die Abwei-
chungen als Standardabweichungen zum Mittelwert angegeben. — TM-Proben (1,0 g)
von A, B und C wurden jeweils eingewogen, bei 15minltiger Behandlung im Ultra-
schallbad zuerst mit Methanol (8,0 ml), der unlésliche Rlckstand hingegen im An-
schluss mit einer 70/30-(V/V)-Methanol/Wasser-Mischung (8,0 ml) extrahiert; der
letzte Extraktionsschritt wurde wiederholt. Die Extrakie wurden in einem 25-ml-
Messkolben vereint und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefillt. Nach Filtration
mittels Membranfilterspritze erfolgte die Analyse via RP-HPLC-DAD (siehe 4.2.3.2),
die Bestimmung der Peakflacheninhalte von 1, 2, 3, 4 und 5 erfolgte durch manuelle
Integration. — Samtliche Wiege-, Homogenisierungs-, Extraktions- und Filtrationspro-
zessschritte erfolgten unter einem maximal mdglichen Lichtausschluss.

Auswertung: Siehe 4.2.10 Quantifizierung identifizierter Sesquiterpenlactone im Chi-
corée mittels HPLC-UV/VIS.
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4.2.13 Untersuchung von Korbblitlern auf Chicorée-Sesquiterpenlacton-
Bitterstoffe via RP-HPLC-MS/MS-Multimethode

Prinzip: Die Trockenmassen der Chicorée-(Salat/Wurzel)-, Radicchio-Rosso-, Zu-
ckerhut-, Griine-Léwenzahn-, Gebleichte-Léwenzahn-, Spanische- und Sardinische-
Artischocken-Proben wurden mit Santonin (IS) versetzt, extrahiert und nach Mem-
branfiltration direkt fir die HPLC-Analyse mit DAD-Detektion eingesetzt.

Tuning: Fir die Analyten 1, 2, 3, 4 und 5 sowie den internen Standard (IS) wurden
die lonisierungsparameter (DP, CE, CXP) unter Nutzung des Tools ,,Quantitative Op-
timization* (Software Analyst 1.4.1) optimiert (Tabelle 15). Das Massenspektrometer
wurde im positiven Modus (ESI+) betrieben, IS- und Analytenstandardlésungen wur-

den Uber eine Spritzenpumpe (10 pl/min) geférdert.

Kalibration: 1 (3,93 mg), 2 (0,29 mg), 3 (0,34 mg), 4 (0,17 mg) und 5 (7,22 mg) wur-
den in einen 50-ml-Messkolben eingewogen, in einer 10/90-(V/V)-Acetonitril/H,O-
Mischung gelést und auf das Endvolumen aufgefillt. Dieser Standard-Mix (100 %)
wurde auf die Konzentrationen (V/V) von 50 %, 20 %, 10 %, 5 % und 2,5 % mit
10/90-(V/V)-Acetonitril/H-O verdiinnt. Von diesen insgesamt sechs vorliegenden Ka-
librierlésungen wurden jeweils 9,9 ml in einen 10-ml-Messkolben pipettiert, mit je-
weils 100 ul Santonin-IS-Lésung (20,65 mg/I Santonin in 10/90-(V/V)-Acetonitril/H,O)
versetzt und in das RP-HPLC-MS/MS-System injiziert. Nach Bestimmung der
Peakflacheninhalte durch manuelle Integration erfolgte die Berechnung der Respon-
sefaktoren fir die Analyten 1, 2, 3, 4 und 5 nach Formel 6.

Probenvorbereitung — Herstellung der Analysenlésungen: Chicorée-(Salat/Wurzel)-,

Radicchio-Rosso-, Zuckerhut-, Grine-Léwenzahn-, Gebleichte-Léwenzahn-, Spani-
sche- und Sardinische-Artischocken-TM-Proben (250 mg) wurden jeweils in 10-ml-
Messkolben eingewogen, mit 100 yl Santonin-IS-Lésung (20,65 mg/I 10/90-(V/V)-
Acetonitril/H,O) versetzt und mit 10/90-(V/V)-Acetonitril/H,O auf das Endvolumen
aufgefllt. Nach 15minttiger Homogenisierung im Ultraschallbad sowie einer Mem-
branfiltration erfolgte die RP-HPLC-MS/MS-Analyse.

HPLC-System:

Pumpe: Agilent 1100 (Waldbronn, GER)
Degaser: Agilent 1100 (Waldbronn, GER)
Probengeber: Agilent 1200 Autosampler (Waldbronn, GER)
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MS-Detektor:

Software:

Dwell Time:

Curtain Gas:
Nebulizer Gas:
Heater Temperatur:

lon Spray Voltage:

API1 4000 QTRAP LC-MS/MS System (AB Sciex In-
struments, Darmstadt, GER)

Sciex Software Analyst 1.4.1 (AB Sciex Instruments,
Darmstadt, GER)

80 ms
35 psi
45 psi
350 «C

5500 V

Quadrupole Resolution: Unit

Collision Gas:

N2

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationére Phase:

Injektionsvolumen:
Fluss:

Mobile Phase:

Gradient:

lonisierung:
DP, CXP, CE:

Detektionsmodus:

ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm
(Agilent Waldbronn, GER)

10 pl
0,2 ml/min

A: Ameisensaure (0,1 % in Wasser; V/V)
B: Acetonitril

0 min: 90 % A (10 % B) —» 3 min: 90 % A (10 % B) —
35 min: 75 % A (25 % B) — 50 min: 30 % A (70 % B) —
55 min: 30 % A (70 % B) — 65 min: 90 % A (10 % B) —
75 min: 90 % A (10 % B)

ESI
fr jeden Analyten individuell bestimmt; vgl. Tabelle 15

MRM positiv
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Tabelle 15: Technische Parameter zur massenspekrometrischen Analyse und Retentionszeiten
der Sesquiterpenlacton-Bitterstoffe 114,13-Dihydrolactucin (1), Lactucin (2), 8-
Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) und Lactucopicrin (5) in
Korbbliitlern (Frischgewicht)

Identifizierte Sesquiterpenlactone [g/xol] m/z® DP CE CXP [r:Ir—ﬂ
114,13-Dihydrolactucin (1) 278 279 — 91 +61 +61 +18 23,58
Lactucin (2) 276 277 - 91 +61 +55 +6 27,37
8-Desoxylactucin (3) 260 261 > 77 +66 +75 +4 44,16
11,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4) 262 263 —» 77 +66 +93 +4 44,99
Lactucopicrin (5) 410 411 — 259 +71 +15 +14 50,47
Santonin (IS) 246 247 — 173 +86 +19 +10 51,02

# Massentiibergang des Analytmolekiils wahrend der quantitativen Analyse.

Wiederfindung: Die Chicorée-TM (100 mg) wurde mit definierten Mengen von 1-5
(1,0-10,0 mg/100 ml ACN) dotiert. Nach Equilibrieren (20 min) erfolgten die Extrakti-
onsprozedur sowie die HPLC-MS/MS-Analyse gemaB ,Probenvorbereitung” und ,Ka-

libration* dieses Kapitels. Die durchschnittliche Wiederfindung (n=5) der einzelnen
Verbindungen betrug 95,8 % (+ 2,4 %).

Auswertung: Die Quantifizierung der Verbindungen 1-5 erfolgte Uber deren Peakfla-
chenverhaltnisse zu deren des internen Standards. Unter Beriicksichtigung der ana-
lytspezifischen Responsefaktoren (0,72-0,89) wurden die Gehalte der Analyten be-
rechnet (Formel 7).
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4.3 Avocado - Vorbereitung und Durchfihrung von Analysen

4.3.1 Herstellung von Avocadopiiree

Das Fruchtfleisch (Pulpe) von genussreifen Hass-Avocados mit einem Gewicht von
380 bis 400 Gramm wurde manuell von Schale und Samen separiert und in einer
Messermihle (3.500 U/min, 30 s; Grindomix 200, Retsch GmbH, Haan, GER) puriert.

4.3.2 Geschmacksprofilanalyse nativer und erhitzter Avocados

Das Puree aus Hass-Avocados wurde auf zwei 200-ml-Kristallisierschalen verteilt.
Eine Kristallisierschale wurde mit Aluminiumfolie verschlossen, 30 min bei 105 °C im
Trockenschrank erhitzt und auf Raumtemperatur abgekuhlt. Aliquote (2,5 g) nativer
und erhitzter Pulpe wurden auf Plastikléffeln eingewogen und nacheinander einem
geschulten Panel (zwélf Personen) zur sensorischen Analyse prasentiert. Das Panel
musste dabei die Intensitdten der neun Deskriptoren ,Adstringenz®, ,Bitterkeit",
,Cremigkeit®, ,Mundfille” (,Kokumi®), ,Salzigkeit”, ,Sauerlichkeit®, ,Scharfe”, ,StBe"
und ,Umami“ auf einer linearen Skala von 0,0 (kein Geschmack) bis 5,0 (sehr starker
Geschmack) evaluieren. Aus den individuellen Intensitatswerten der einzelnen Pane-
listen wurde fir jeden Deskriptor das geometrische Mittel (Formel 5) berechnet, wel-
ches das Geschmacksprofil beschreibt. Die Intensitatswerte zwischen den einzelnen
Panelisten sowie zwischen den zwei voneinander unabhangig durchgefihrten Wie-
derholungen der Profilsensoriken differierten nicht um Werte, die mehr als + 0,8 be-

trugen.

4.3.3 Gravimetrische Bestimmung des Trockenmasse- und des
Wassergehaltes

Die Bestimmung des Gehaltes an Trockenmasse bzw. des Wassergehaltes erfolgte
gravimetrisch via Doppelbestimmung: Piree (6-14g) wurde in 200-ml-
Kristallisierschalen eingewogen, bei einer Temperatur von -20 °C tiefgefroren und
mittels Gefriertrocknung vom Wasser befreit; durch Wiegen des trockenen Rickstan-
des wurde die Auswaage ermittelt. Aus dem Verhéltnis von Einwaage zur Auswaage

118



wurde der Trockenmassegehalt (Formel 1) und daraus wiederum der Wassergehalt
berechnet (Formel 2). Die Gesamtgehalte wurden als arithmetische Mittelwerte der
Einzelbestimmungen, die Abweichungen als Standardabweichungen zum Mittelwert
angegeben.

4.3.4 Evaluation der Bitterkeit in Abhangigkeit von der Temperatur und der
Erhitzungsdauer

Avocadopiree (100 g) wurde jeweils in insgesamt zwolf 200-ml-Kristallisierschalen
gefillt, welche anschlieBend mit Aluminiumfolie abgedeckt wurden. In einem Tro-
ckenschrank wurden jeweils vier Proben bei Temperaturen von 80, 100 und 120 °C
Uber eine Zeitspanne von 0, 30, 60 und 120 min erhitzt, auf Raumtemperatur abge-
kihlt und dessen relative Bitterkeit durch ein elfkbpfiges Sensorikpanel evaluiert. Die
sensorische Analyse erfolgte in drei Stufen: Als Erstes erfolgte die Bewertung der bei
80 °C erhitzten Proben. Nach einer Pause von 60 min wurde an zweiter Stelle die
Bewertung der bei 100 °C erhitzten Proben durchgefiihrt. Nach weiteren 60 min Pau-
se erfolgte in der dritten Stufe die sensorische Bewertung der Bitterkeit der bei
120 °C erhitzten Proben.

Die Proben mit einer Erhitzungsdauer von 0 min — nicht erhitzte, native Avocadopu-
reeproben — dienten mit einer definierten relativen Bitterkeit von 0,8 als Referenzpro-
ben. Die Evaluierung der relativen Bitterintensitaten erfolgte im Vergleich zur vorge-
gebenen Referenzprobe auf einer Skala von 0,0 fir nicht wahrnehmbar bis 5,0 fir
sehr stark wahrnehmbar.

4.3.5 Sequenzielle Extraktion und sensorische Bewertung der Extrakte

4.3.5.1 Durchflihrung der Extraktionen

Die AvocadopUreetrockenmasse (400 g) — nativ sowie vor der Trocknung flr eine
Dauer von 120 min bei einer Temperatur von 120 °C erhitzt — wurde in einen 1.000-
ml-Erlenmeyerkolben gegeben, mit Pentan (200 ml) versetzt, kraftig geschuttelt und
15 min im Ultraschallbad gelagert. Nach einer Papierfiltration wurde der Extraktions-

prozess weitere vier Male wiederholt. Die vereinten Pentan-Extrakte wurden in einem
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Scheidetrichter insgesamt dreimal mit einer 80/20-(V/V)-Ethanol/Wasser-Mischung
(300 ml) extrahiert. Es erfolgte eine weitere Extraktion der Pentanphase einer 90/10-
(V/V)-Ethanol/Wasser-Mischung (300 ml), welche ein weiteres Mal wiederholt wurde.
Nachdem samtliche organischen Lésungsmittel durch Vakuumverdampfung entfernt
worden waren, wurden die Fraktionen gefriergetrocknet. Es resultierten aus dem na-
tiven und dem erhitzten Puree jeweils drei Fraktionen: Der unlGsliche Rickstand (A),
die Ethanol/Wasser-Fraktion (B*) und die Pentanfraktion (C).

Die Trockenmassen (ca. 24 g) der Ethanol/Wasser-Fraktionen (B*) aus dem nativen
sowie erhitzten Avocadoplree wurden im 250-ml-Rundkolben mit Acetonitril (ACN)
versetzt und vollstandig in Losung gebracht. Nach einer 24-stiindigen Lagerung bei
-20 °C im Gefrierschrank war jeweils ein weiBer, cremiger Niederschlag zu beobach-
ten. Mittels Papierfiltration erfolgte die Abtrennung des Niederschlages von dem
ACN-Extrakt. Im Anschluss wurden die Lésungsmittel via Vakuumverdampfung ent-
fernt und gefriergetrocknet, sodass die ACN-Fraktionen (B) sowie die Triglycerid-

Fraktionen vorlagen.

4.3.5.2 Sensorische Bewertung der aus nativer Avocadopulpe gewonnenen
Fraktionen A, B und C

Entsprechend ihren Extraktionsausbeuten — bezogen auf die zu Extraktionsbeginn
eingesetzte Menge Trockenmasse unter Berlcksichtigung eines Wassergehaltes von
durchschnittlich 78 % — wurden der unl6sliche Ruckstand A (11,2 g), die Etha-
nol/Wasser-Fraktion B (0,35 g) sowie die Pentanfraktion C (10,4 g) in ihren nattrlich
vorkommenden Verhaltnissen jeweils in einen 100-ml-Erlenmeyerkolben eingewo-
gen. Um auch die lipophilen Substanzen vollstéandig in Lésung zu bringen, wurde zu-
nachst Ethanol (5,0 ml) zugegeben, im Anschluss wurden die Fraktionen durch Zu-
gabe von Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit 0,1 %iger Ameisensaure
in Wasser; V/V) auf ein Gesamtgewicht von jeweils 100 g eingestellt. Es erfolgte die
Evaluierung der Intensitaten der Bitterkeit durch ein Sensorikpanel.

Als Referenzlésungen dienten Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit
0,1 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V) mit einer definierten Bitterintensitat von 0,0
sowie eine aus Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5) hergestellte, wassrige Coffeinld-

sung (1,0 g/l) mit einer vorgegebenen Bitterintensitat von 5,0.
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4.3.5.3 Sensorische Bewertung der aus erhitzter Avocadopulpe gewonnenen
Fraktionen A, B und C

Die Pentanfraktion (10,2 g), die Ethanol/Wasser-Fraktion (1,5 g) sowie der unldsliche
Ruckstand (10,9 g) wurden entsprechend ihren Extraktionsausbeuten — bezogen auf
die zu Extraktionsbeginn eingesetzte Menge Trockenmasse unter Berucksichtigung
eines Wassergehaltes von durchschnittlich 78 % — in ihren nattrlich vorkommenden
Verhaltnissen jeweils in 100-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen. Um auch die lipophi-
len Substanzen vollstandig in Lésung zu bringen, wurde zunéachst Ethanol (5,0 ml)
zugegeben, im Anschluss wurden die Fraktionen durch Zugabe von Evian®-
Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit 0,1 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V)
auf ein Gesamtgewicht von jeweils 100 g eingestellt. Es erfolgte die Evaluierung der

Intensitaten der Bitterkeit durch ein Sensorikpanel.

Als Referenzlésungen dienten Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 — eingestellt mit
0,1 %iger Ameisensaure in Wasser; V/V) mit einer definierten Bitterintensitat von 0,0
sowie eine aus Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5) hergestellte, wassrige Coffeinld-

sung (1,0 g/l) mit einer vorgegebenen Bitterintensitat von 5,0.

4.3.6 Untersuchung der aus erhitzter Avocadopulpe gewonnenen Fraktion B
mittels RP-HPLC-UV/VIS-ELSD

Probenvorbereitung: Fraktion B (100 mg) aus erhitzter Avocadopulpe wurde in einen

100-ml-Messkolben eingewogen, durch Zugabe von Ethanol (5,0 ml) vollstandig in
Lésung gebracht und mit bidestilliertem Wasser auf das Kolbenendvolumen erganzt.

HPLC-System:

Pumpe: PU-2086 Semi-preparative, JASCO, GroB-Umstadt,
GER

Probengeber: AS-2055, JASCO, GroBB-Umstadt, GER

UV/VIS-Detektor: UV-2075, JASCO, GroB-Umstadt, GER

ELSD-Detektor: Sedex 85, SEDERE, Olivet, FRA
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Software: JASCO ChromPass Chromatography Data System,
Version 1.8.6.1

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationare Phase: HyperClone 5 pm ODS(C18) 120 A, 250 x 4,6 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, GER)

Injektionsvolumen: 20 ul
Fluss: 1,0 ml/min
Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
(eingestellt mit 1,0 % wassriger HCOOH-Lésung)
B: Acetonitril
Gradient: 0 min: 40 % A (60 % B) — 3 min: 40 % A (60 % B) —

60 min: 0 % A (100 % B) —» 75 min: 0 % A (100 % B) —
85 min: 40 % A (60 % B) — 90 min: 40 % A (60 % B)

Detektion: UV/VIS: A =220 nm; ELSD: Gain 12 (40 °C)

4.3.7 lIsolierung der Inhaltsstoffe der Fraktion B mittels praparativer HPLC

Probenvorbereitung: Um eine vollstdndige Abtrennung von Triglyceriden sicherzu-

stellen, wurde die Fraktion B (1,0 g) aus erhitzter Avocadopulpe in ACN gel6st und
auf eine mit ACN konditionierte SPE-Kartusche aufgegeben. Es erfolgte eine Elution
mit ACN (150 ml). Der komplette Effluent wurde via Vakuumdestillation auf ein Volu-

men von ca. 30 ml eingeengt, Aliquote (1,9 ml) wurden in das HPLC-System injiziert.

HPLC-System:

Pumpe: PU-2086 Semi-preparative, JASCO, GroB-Umstadt,
GER

Probengeber: AS-2055, JASCO, GroB-Umstadt, GER

UV/VIS-Detektor: UV-2075, JASCO, GroB-Umstadt, GER

ELSD-Detektor: Sedex 85, SEDERE, Alfortville Cedex, FRA
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Software: JASCO ChromPass Chromatography Data System,
Version 1.8.6.1

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationére Phase: HyperClone 5 pm ODS(C18) 120 A, 250 x 21,2 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, GER)

Injektionsvolumen: 1,9 ml
Fluss: 20,0 ml/min
Mobile Phase: A: Wasser pH 5,5
(eingestellt mit 1,0 % wéassriger HCOOH-Lbsung)
B: Acetonitril
Gradient: 0 min: 40 % A (60 % B) — 2,5 min: 40 % A (60 % B) —

60 min: 25 % A (75 % B) — 65,0 min: 0 % A (100 % B)
— 70,0min: 0% A (100% B) —» 72,5min: 40% A
(60 % B) — 75,0 min: 40 % A (60 % B)

Detektion: UV/VIS: A =220 nm
ELSD: Gain 5 (40 °C); Splitter: 1,0 ml/min

Fraktionen: Nach Durchfiihrung des Chromatographieverfahrens lagen insgesamt 22
Fraktionen vor, welche gemaB Elutionsreihenfolge nummerisch von B1 bis B22 be-

nannt wurden.

4.3.8 Geschmacksverdiinnungsanalysen der Fraktion B

4.3.8.1 Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) in Wasser

Die Fraktionen B1 bis B22 (gewonnene Mengen aus insgesamt zehn praparativen
HPLC-L&aufen; siehe 4.3.7) wurden jeweils mit Ethanol (1,0 ml) sowie mit Evian®-
Sensorikwasser (20 ml; pH 6,5 — eingestellt mit 0,1 %iger Ameisensaure in Wasser;
V/V) versetzt und stufenweise im 1:1-Volumenverhélinis mit Sensorikwasser ver-
dinnt. Es wurde eine Verdinnungsreihe von jeweils zehn Verdinnungsstufen herge-
stellt, was einem Geschmacksverdiinnungsfaktorbereich von 1 (erste Verdiinnungs-
stufe) bis 512 (zehnte Stufe) entspricht. Die sensorische Bestimmung der Ge-
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schmacksverdiinnungsfaktoren (GVF) erfolgte via Half-Mouth-Test (Scharbert et al.
2004).

Die Panelisten waren angewiesen, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein geschmacklicher Unterschied wahrgenom-
men werden konnte. Diese GVA wurde fir jede Probe von jedem Panelisten im Ab-
stand von vier Stunden zweimal wiederholt. Die Einzelwerte der Panelisten, welche
nicht mehr als um plus/minus eine Verdinnungsstufe differierten, wurden durch geo-
metrische Mittelung zunachst zu einem ,Panelisten-GVF*, im Anschluss auf gleiche
Weise zu einem GVF zusammengefasst.

4.3.8.2 Geschmacksverdinnungsanalyse (GVA) in Modellbriihe

Herstellung der Modellbriihe: Natrium-L-glutamatmonohydrat (1,9 g), Maltodextrin
(6,375 g), Natriumchlorid (2,9 g) sowie Hefeextrakt (2,1 g) wurden in einen Messkol-
ben (1 1) eingewogen, mit Wasser (900 ml) versetzt, mit 0,1 %iger Ameisensaure in
Wasser (V/V) auf pH 6,5 eingestellt und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefuillt.

Die Fraktionen B1 bis B22 (gewonnene Mengen aus insgesamt zehn praparativen
HPLC-Laufen; siehe 4.3.7) wurden jeweils mit Ethanol (1,0 ml) sowie mit Modellbri-
he (20 ml) versetzt und stufenweise im 1:1-Volumenverhaltnis mit Sensorikwasser
verdinnt. Es resultierten jeweils zehn Lésungen mit Geschmacksverdinnungsfakto-
ren (GVF) von 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und 512. Die sensorische Analyse er-
folgte via Half-Mouth-Test in Analogie zu Scharbert et al. 2004.

Die Panelisten waren angehalten, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein geschmacklicher Unterschied wahrgenom-
men werden konnte. Diese GVA wurde fiir jede Probe von jedem Panelisten im Ab-
stand von vier Stunden zweimal wiederholt. Die Einzelwerte der Panelisten, welche
nicht mehr als um plus/minus eine Verdinnungsstufe differierten, wurden durch geo-
metrische Mittelung (Formel 5) zunachst zu einem ,Panelisten-GVF*, im Anschluss

durch arithmetische Mittelung (Formel 3) zu einem GVF zusammengefasst.
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4.3.9 Erhitzte Avocadopulpe — Schwellenwertbestimmungen der Inhaltsstoffe
der Fraktion B sowie von Monoglyceriden und weiteren Derivaten

4.3.9.1 Bestimmung der Bitterschwellenwerte

Die aus der Fraktion B isolierten Verbindungen (1-12), die Monoglyceride (13-15)
sowie Monoglyceridderivate (16) (10 mg) wurden jeweils eingewogen, mit Ethanol
(1,0 ml) und Evian®-Sensorikwasser (20 ml; pH 6,5 — eingestellt mit 0,1 %iger Amei-
sensaure in Wasser; V/V) versetzt und stufenweise im 1:1-Volumenverhéltnis mit
Sensorikwasser verdinnt. Es entstanden jeweils zehn Lésungen mit Geschmacks-
verdinnungsfaktoren (GVF) von 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und 512. Die senso-
rische Analyse erfolgte wiederum via Half-Mouth-Test in Analogie zu Scharbert et al.
(2004).

Die Panelisten waren angewiesen, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein Bittergeschmack eindeutig wahrgenommen
werden konnte. Diese Schwellenwertbestimmung wurde fiir jede Probe von jedem
Panelisten im Abstand von jeweils mindestens vier Stunden zweimal wiederholt. Die
geometrischen Mittel (Formel 5) aus der letzten und der vorletzten erkannten Ver-
dinnungsstufe wurden als individueller Panelisten-Schwellenwert berechnet. Die
durchschnittlichen Panelistenwerte wurden im Anschluss jeweils arithmetisch zu ei-
nem paneldurchschnittlichen Schwellenwert zusammengefasst (Formel 3).

Die Schwellenwerte zwischen den auf Bitterkeit trainierten Panelisten sowie zwi-
schen den jeweiligen Einzelbestimmungen wichen nicht mehr als um plus/minus eine
Verdinnungsstufe ab. Somit reprasentiert beispielsweise der fir die Verbindung
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1) ermittelte Schwellenwert von 42,8 umol/l einen
Schwellenwertbereich von 21,4 bis 85,6 umol/I.

4.3.9.2 Bestimmung der Kokumi-Schwellenwerte

Herstellung der Modellbrihe: Natrium-L-glutamatmonohydrat (1,9 g), Maltodextrin
(6,375 g), Natriumchlorid (2,9 g) sowie Hefeextrakt (2,1 g) wurden in einen Messkol-
ben (1,0 1) eingewogen, mit 900 ml Wasser versetzt, mit 0,1 %iger Ameisensaure in

Wasser (V/V) auf pH 6,5 eingestellt und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefulit.
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Die aus der Fraktion B erhitzter Avocadopulpe isolierten Verbindungen (1-12)
(10 mg) wurden jeweils eingewogen, mit Ethanol (0,2 ml) und Modellbrihe (20 ml)
versetzt und stufenweise im 1:1-Volumenverhaltnis mit Modellbrihe verdinnt. Es
resultierten jeweils zehn Lésungen mit Geschmacksverdinnungsfaktoren (GVF) von
1 bis 512. Die sensorische Analyse erfolgte via Half-Mouth-Test (Scharbert et al.
2004).

Die Panelisten waren aufgefordert, die Verdinnungsstufe zu markieren, an der zwi-
schen der Probe und der Leerprobe ein Kokumi-Enhancing-Effekt eindeutig wahrge-
nommen werden konnte. Diese Schwellenwertbestimmung wurde flr jede Probe von
jedem Panelisten im Abstand von jeweils mindestens vier Stunden zweimal wieder-
holt. Die geometrischen Mittel (Formel 5) aus der letzten und der vorletzten erkann-
ten Verdinnungsstufe wurden als individueller Panelisten-Schwellenwert berechnet.
Die Schwellenwerte zwischen den auf Kokumi-Geschmack trainierten Panelisten so-
wie zwischen den jeweiligen Einzelbestimmungen wichen nicht mehr als um
plus/minus zwei Verdinnungsstufen ab. Die durchschnittlichen Panelistenwerte wur-
den im Anschluss jeweils arithmetisch zu einem paneldurchschnittlichen Schwellen-

wert zusammengefasst (Formel 3).

Die Schwellenwerte zwischen den auf Bitterkeit trainierten Panelisten sowie zwi-
schen den jeweiligen Einzelbestimmungen wichen nicht mehr als um plus/minus zwei
Verdinnungsstufen ab. Somit reprasentiert beispielsweise der fir die Verbindung 1-
Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3) ermittelte Schwellenwert von 4,6 umol/|
einen Schwellenwertbereich von 1,15 bis 18,4 pmol/I.

4.3.10 Quantifizierung der identifizierten Inhaltsstoffe 1-12

Probenvorbereitung: Aliquote (jeweils 200 g) von frisch hergestelltem Avocadoplree

wurden jeweils nach entsprechender Behandlung — nativ sowie Uber einen Zeitraum
von 240 min bei 120 °C im Trockenschrank temperiert — mit einer methanolischen
Lésung (1,1 mg/l) des internen Standards 1-O-Palmitylglycerin (IS) (10,10 mg/l) do-
tiert, durch manuelles Rihren homogenisiert und mit Pentan finffach (jeweils 200 ml)
extrahiert. Die Extraktionen erfolgten jeweils durch kraftiges Schitteln sowie durch
eine 15mindtige Behandlung im Ultraschallbad. Die vereinten Pentanextrakte wurden

nach einer Papierfiltration einer dreifachen Ethanol/Wasser-80/20-(V/V)-Extraktion
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(jeweils 200 ml), gefolgt von einer zweifachen Ethanol/Wasser-90/10-(V/V)-Extraktion
(jeweils 200 ml), unterzogen. Nach Vereinigung der Ethanol/Wasser-Extrakte wurden
durch Vakuumdestillation die Lésungsmittel vollstandig entfernt und der dlige Rick-
stand in Acetonitril (100 ml) aufgenommen. Um eine vollstdndige Abtrennung von
Triglyceriden sicherzustellen, wurde die Fraktion B (1,0 g) in ACN gelést und auf eine
mit ACN konditionierte SPE-Kartusche aufgegeben. Daraufhin erfolgte eine Elution
mit ACN (100 ml). Der komplette Effluent wurde gesammelt, via Vakuumdestillation
auf ein Volumen von 10 ml eingeengt und Aliquote (10 pl) in das HPLC-System iniji-

ziert.

HPLC-System:

Pumpe: Agilent 1100 (Waldbronn, GER)

Degaser: Agilent 1100 (Waldbronn GER)

Probengeber: Agilent 1200 Autosampler (Waldbronn, GER)
MS-Detektor: APl 4000 QTRAP LC-MS/MS System (AB Sciex In-

struments, Darmstadt, GER)

Software: Sciex Analyst Software (v1.4.2) (AB Sciex Instruments,
Darmstadt, GER)

Dwell Time: 80 ms
Curtain Gas: 35 psi
Nebulizer Gas: 45 psi

Heater Temperatur: 350 °C
lon Spray Voltage: 5500 V
Quadrupole Resolution: Unit
Collision Gas: N2

HPLC-methodenspezifische Parameter:

Stationare Phase: HyperClone 5 um ODS(C18), 150 x 2,0 mm (Pheno-
menex, Aschaffenburg, GER)

Injektionsvolumen: 10 pl

Fluss: 0,2 ml/min
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Mobile Phase: A: Ameisenséaure (0,1 % in Wasser; V/V)
B: Acetonitril

Gradient: 0 min: 90 % A (10 % B) - 3 min: 90 % A (10 % B) —
35 min: 75 % A (25 % B) — 50 min: 30 % A (70 % B) —
55 min: 30 % A (70 % B) — 65 min: 90 % A (10 % B) —
75 min: 90 % A (10 % B)

lonisierung: APCI

DP, CXP, CE: fir jeden Analyten individuell bestimmt; vgl. Tabelle 16

Detektionsmodus: MRM positiv
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Abbildung 63: Lineare Regressionsgeraden der wahrend der LC-MS/MS-Analysen gewonnenen
Kalibrationspunkte von 1-12 sowie IS.

Kalibration: Aus einer Stocklésung der Inhaltsstoffe (1-12) (jeweils 1,0 mg) in Aceto-
nitril (50 ml) wurde eine Verdinnungsreihe der Konzentrationen 1:1, 1:5, 1:10, 1:20
und 1:40 (V/V) mit ACN hergestellt. Im Anschluss erfolgte fir jede Konzentrationsstu-
fe die Zugabe einer methanolischen Lésung (1,1 mg/l) mit 1-O-Palmitylglycerin (IS)
(10,10 mg/l). Nach der Endvolumeneinstellung wurden Aliquote (10 pl) in das HPLC-
System injiziert. Mittels linearer Regression wurden die Linearitaten von 1-12 sowie
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von IS im Peakflachen-Konzentrationsdiagramm (Abbildung 63) bestimmt und
0-2.000 pg/100 ml Analysenldésung als Arbeitsbereich definiert.

Tabelle 16: Detektierte Massenlibergange, MS/MS-Parameter und Retentionszeiten der identifi-
zierten Inhaltsstoffe der Fraktion B (1-12)

Analyten (1-12) und interne M Detektierter DP CE CXP RT
Standardverbindung (IS) [Da] Massentiber- [eV] [eV] [eV] [min]
gang

1,2,4-Trihydroxyheptadeca-

284 m/z 285 — 67 +31 +55 +4 4,6
16-in (1)
1,2,4-Trihydroxyheptadeca-

286 m/z 287 — 69 +31 +23 +6 4,9
16-en (2)
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-

328 m/z 329 — 67 +36 +57 +4 7,9
heptadeca-16-in (3)
1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-

326 m/z 327 — 67 +41 +59 +4 8,1
heptadeca-16-en (4)
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-0xo-n-

326 m/z 327 — 67 +31 +59 +6 8,6
heptadeca-16-en (5)
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-0xo-n-

328 m/z 329 — 81 +46 +55 +6 18,6
heptadecan (6)
1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-

340 m/z 341 — 67 +36 +65 +4 21,0
octadeca-12-en (7)
(Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-
4-oxo-heneicosa-5,12,15- 378 m/z 379 — 301 +41 +13 +14 30,5
trien (8)
(Z,2)-1-Acetoxy-2,4-
dihydroxyheneicosa-12,15- 380 m/z 381 — 81 +36 +49 +6 34,7
dien (9)
Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-
(4 . ey ) Y 380 m/z 381 — 303 +36 +13 +8 35,0
oxo-heneicosa-12,15-dien (10)
1-Linoleoylglycerol (11) 354 m/z 355 — 113 +41 +33 +8 37,8
1-Stearoylglycerol (12) 358 m/z 359 — 95 +31 +27 +8 40,6
1-O-Palmitylglycerin (IS) 316 m/z317 — 57 +61 +43 +0 28,4
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Wiederfindung: Frisch zubereitete Avocadoptirees (100 mg) wurden mit definierten
Mengen 1-12 in Form von ACN-Fraktion B (0,1-0,5 mg/10 ml ACN) dotiert. Nach E-
quilibrieren (20 min) erfolgten die Extraktionsprozedur sowie die HPLC-MS/MS-

Analyse gemaRB der Absatze ,Probenvorbereitung“ und ,Kalibration“ dieses Kapitels.
Die durchschnittliche Wiederfindung (n=5) der einzelnen Verbindungen betrug
92,6 % (£ 5,2 %).

Auswertung: Die Quantifizierung der Verbindungen 1-12 erfolgte tGber deren Peakfla-
chenverhaltnisse zu dem Verhaltnis des internen Standards. Unter Berlcksichtigung
der analytspezifischen Responsefaktoren (0,6 bis 1,3) wurden die Gehalte der Analy-

ten berechnet (Formel 6 und Formel 7).

4.3.11 Durchfiihrung des Experiments zur Rekonstruktion der Bitterkeit in
frischem Avocadopiiree

Drei Proben Avocadoplree (jeweils 50 g) wurden auf drei 250-ml-Becherglaser —
genannt I“ II“ und ,IlII* — verteilt. Probe ,II wurde mit ACN-Fraktion B (0,25 g) do-
tiert, Probe ,III* — mit Aluminiumfolie verschlossen — im Trockenschrank Uber einen
Zeitraum von 180 min bei 120 °C erhitzt und anschlieBend auf Raumtemperatur ab-
gekuhlt. — Die ACN-Fraktion B wurde aus einem adaquat behandelten Avocadopiree
(120 °C/180 min) gewonnen.

Nach der manuellen Homogenisierung wurden die Proben I¢ II* und I im Ver-
gleich bezlglich der Bitterkeit durch ein Sensorikpanel evaluiert. Als Referenz diente
die Probe ,I* mit einer gemanB Profilsensorik definierten Bitterintensitat von 0,8.
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4.4 Experimente der Kernresonanzspektroskopie (NMR) zur
Strukturidentifizierung geschmacksaktiver Verbindungen

Die Daten wurden mit einem DPX-400- sowie mit einem DPX-500-MHz-
Kernresonanzspektroskop (Bruker BioSpin, Rheinstetten, GER) bei 298 K aufge-
nommen. Die Proben befanden sich wahrend der Messung in NMR-Messréhrchen
(178 x 5 mm, Schott Professional, Schott AG, Mainz, GER). Als Lésungsmittel flr die
Proben dienten Chloroform-d (CDCIs), Methanol-d; (CDsOD) sowie Pyridin-ds
(CeDsN), welche jeweils 0,03 % Tetramethylsilan (TMS) (Euriso-Top, Giv-sur-Yvette,
FRA) enthielten. Samtliche Signale wurden auf das TMS-Signal referenziert. Die '°C-
NMR-Daten wurden aus HMBC und HMQC ermittelt. Zur Auswertung wurden die
Software ,MestreC“® in der Version 4.4.6.0 (Universitat Santiago de Compostela,
ESP) sowie die Software ,XWIN-NMR*® in der Version 3.5 (Bruker BioSpin, Rhein-
stetten, GER) eingesetzt.

4.4.1 'H-NMR-Spektroskopie

Aus dem "H-Spektrum wurden die chemischen Verschiebungen & in [ppm] sowie die
Kopplungskonstanten J in [Hz] zwischen benachbarten Protonen ermittelt. Die che-
mischen Verschiebungen sind auf TMS-Signale bezogen. Die Aufnahme der Spek-
tren unter 'H-Breitbandentkopplung fiihrte zu einer Unterdriickung der heteronuklea-
ren J-Kopplungen bzw. zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses.

4.4.2 'H-'H-Verschiebungskorrelation (COSY)

Die 'H,'H-Verschiebungskorrelation — ,zweidimensionale homonuklear 'H,'H-
korrelierte NMR-Spektroskopie“ (Friebolin 2006) — beschreibt ein Experiment, bei
dem durch zwei 90°-Pulse, 'H,'H-korrelierte zweidimensionale (2D-)Spektren entste-
hen. In dem 2D-Spektrum entsprechen die Signale der Diagonalen dem eigentlichen
'H-Spektrum. Symmetrisch angeordnete Signale zeigen dagegen die skalare Kopp-

lung zwischen geminal und vizinal benachbarten Protonen.
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4.4.3 Heteronukleare inverse Verschiebungskorrelation (HMQC)

Die HMQC-Spektroskopie — Heteronuclear Multiple Quantum Correlation — ist eine
Methode, um 'H-"3C-Verschiebungskorrelationen tber eine Bindung festzustellen. Es
handelt sich hier um ein Entkopplungsexperiment, bei dem einzelne Protonen ange-
regt werden. Es wird die Erzeugung von Koharenzen im Kanal der unempfindlichen
3C-Kerne, die im Anschluss auf die empfindlichen 'H-Kerne (bertragen werden,
ausgenutzt. Die eine Achse entspricht hierbei den 'H-Signalen und die andere den
3C-Signalen. Quartare Kohlenstoffatome werden nicht angezeigt. Die Kreuzpeaks

entsprechen dabei jeweils den aneinander gebundenen 'H- und "*C-Kernen.

4.4.4 Heteronucleare inverse Long-Range-Verschiebungskorrelation (HMBC)

Das HMBC-Experiment — Heteronuclear Multiple Bond Correlation — ist eine modifi-
zierte Version des HMQC-Experiments. Es findet Anwendung zur Bestimmung von
Kopplungen iiber mehrere Bindungen; vorwiegend zur Detektion von 2J-C,H-, 3J-C,H-
und *J-C,H-Kopplungen. Geminale Kopplungen werden dabei unterdriickt. Im Ge-
gensatz zum HMQC-Experiment werden auch quartédre Kohlenstoffe detektiert, da

diese Uber mehrere Bindungen ein Proton als Kopplungspartner haben kénnen.

4.4.5 Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT)

Das DEPT-Experiment basiert auf den Eigenschaften der hohen Polarisation und
den kurzen Relaxationszeiten von 'H-Atomen. Durch einen abschlieBenden 'H-
Pulswinkel von 135° erhalt man fir Methyl- und Methinkohlenstoffe Signale mit posi-

tiver Intensitat, fir Methylenkohlenstoffe Signale mit negativer Intensitat.
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4.5 Verwendete mathematische Operationen — Formelverzeichnis

4.5.1 Berechnung des Trockenmassegehaltes

Bei der gravimetrischen Bestimmung der Trockenmasse (TM) wurde folgende Formel
verwendet:

™ =W 100
EW

Formel 1: Berechnung der Trockenmasse.
AW: Auswaage des Untersuchungsmaterials nach der Trocknung [g]

EW: Einwaage des Untersuchungsmaterials vor der Trocknung [g]

100: Umrechnungsfaktor auf [%)] bzw. [g/100g]

4.5.2 Berechnung des Wassergehaltes

Der Wassergehalt (WG) wurde stets aus der zuvor ermittelten Trockenmasse (TM)
bestimmt:

WG[%] =100—-TM[%]

Formel 2: Berechnung des Wassergehaltes.

4.5.3 Berechnung des arithmetischen Mittels (Mittelwert)

Bei quantitativen Analysen wurden samtliche Mittelwertangaben als arithmetische

Mittel (x ) nach folgender Formel berechnet:

1 n
)_c=—2xi
nio

Formel 3: Berechnung des arithmetischen Mittels.

n: Anzahl der unabhangigen Bestimmungen

X;: Einzelergebnis
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4.5.4 Berechnung der Standardabweichung

Die quantitativen Analysenergebnisse wurden stets in Verbindung mit der berechne-
ten Standardabweichung des Mittelwertes (s) — auch als ,Messunsicherheit” be-
zeichnet — angegeben. Die Berechnung der Messunsicherheit erfolgte Uber die Be-
stimmung der Standardabweichung der Einzelbestimmungen (s) nach folgenden

Formeln:

sz\/ 112"“(;@—2)2 §=%

n—»14

Formel 4: Berechnung der Standardabweichung der Einzelbestimmung sowie der Standard-

abweichung vom Mittelwert.

n: Anzahl der unabhangigen Bestimmungen
X, : Einzelergebnis
X:

Arithmetisches Mittel der Einzelergebnisse

4.5.5 Berechnung des geometrischen Mittels

Samtliche Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktoren sowie Schwellenwertkonzentratio-

nen wurden als geometrische Mittel (E ) angegeben und Uber die Bestimmung der

Erkennungsschwelle jeder einzelnen Prifperson ( E,) nach folgender Formel berech-

net:

E. =4c,Xc,, E =:|[]E,

i=1
Formel 5: Berechnung des geometrischen Mittels zur Schwellenwertkonzentrations-

bestimmung aus den Erkennungsschwellenwertkonzentrationen der Einzelprifper-
sonen.

C,:  Arithmetischer Mittelwert der Konzentration der ersten richtig erkannten Schwelle

C,_;: Arithmetischer Mittelwert der Konzentration der vorangegangenen Probenldsung

n: Anzahl der unabhangigen Priifpersonen
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4.5.6 Berechnung von Responsefaktoren

Die Responsefaktoren (R,) zur Quantifizierung von Analyten (X) Gber eine interne

Standardsubstanz (IS) wurden geman folgender Formel berechnet:

R :chA,S
/ c, XA
IS X

Formel 6: Berechnung der Responsefaktoren.

Cy : Konzentration der Analytsubstanz in der Analysenl6sung [mg/l]
C;s: Konzentration der IS-Substanz in der Analysenldsung [mg/I]
Ay : Peakflacheninhalte der Analytsubstanz

Ay Peakflacheninhalte der IS-Substanz

4.5.7 Berechnung von Konzentrationen iiber IS-Peakflachen

Bei Quantifizierungen unter Einsatz einer internen Standardsubstanz (IS) wurden
mittels Responsefaktoren (R,) die Gehalte der Analyten (c,) folgendermaBen
berechnet:

R XAy XcyxU,

C
X A X EW

Formel 7: Berechnung der Analytgehalte liber die Peakflacheninhalte.

R £ Responsefaktor der Analytsubstanz
Ax : Peakflacheninhalte der Analytsubstanz
Cist Konzentration der I1S-Substanz in der Analysenldsung [mg/I]

Uf : Umrechnungsfaktor: 100 — [100 g Probe]; 1000 — [kg Probe]

Ay . Peakflacheninhalte der IS-Substanz

EW . Einwaage der Probe pro Extrakt [g/I]
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458 Berechnung der DoT-Faktoren

Der Dose-over-Threshold-(DoT)-Faktor einer Substanz ist der Quotient aus dessen
Konzentration in der Matrix und dessen Erkennungsschwellenwertkonzentration; di-

mensionslose Angabe; die Einheiten des Zahlers und des Nenners missen identisch
sein:

Cc
Analyt
DoT = —— 2%

CErkennungsschwelle

Formel 8: Berechnung der DoT-Faktoren.

CAMM : Analytkonzentration in der Matrix

CErkennungm,m,eue : Konzentration der Erkennungsschwelle
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4.6 Sensorische Analysen

4.6.1 Durchfiihrende Personen — Sensorikpanel

Jede sensorische Evaluierung wurde durch ein sogenanntes ,Sensorikpanel“ von
mindestens acht, maximal 16 Personen unterschiedlichen Geschlechts im Alter von
23 bis 40 Lebensjahren durchgefihrt. Die teilnehmenden Personen waren allesamt
fachkundige Mitarbeiter des Instituts fiir Lebensmittelchemie der Westfélischen Wil-
helms-Universitat Miinster bzw. des Lehrstuhls fir Lebensmittelchemie und Moleku-
lare Sensorik an der Technischen Universitdt Minchen und hatten das Studium des
Faches Lebensmittelchemie erfolgreich abgeschlossen. Die Durchfliihrung der senso-
rischen Analysen erfolgte an Werktagen in der Zeit zwischen 8.00 und 15.00 Uhr. Zur
Vermeidung von nasalen sowie retronasalen Aromaeinflissen wurden die sensori-
schen Experimente stets unter Verwendung von Nasenklammern durchgefthrt (Pri-
jon Nasenklemme, Globetrotter Ausriistung Denart & Lechhart GmbH, Hamburg,
GER). Die Temperatur der Raumlichkeiten betrug 18 bis 22 °C.

Zur Auswahl und Schulung der Geschmacksqualitaten wurden den Panelisten ver-
schiedene Referenzlésungen gereicht, die mit Evian®-Sensorikwasser (pH 6,5 —
eingestellt mit 1,0 %iger Ameisenséure in Wasser; V/V) angesetzt und mittels Half-
Mouth-Test (Scharbert et al. 2004) verkostet wurden. Als Referenzen dienten Sac-
charose (50 mmol/l) fir saB, D/L-Milchsaure (20 mmol/l) fir sauer, Natriumchlorid
(20 mmol/l) far salzig, Coffein (1 mmol/l) fir bitter, Natrium-L-glutamatmonohydrat
(3 mmol/l) fir umami, Tannin (0,05 %) flr raue Adstringenz, Quercetin-3-O-3-D-
glucopyranosid (0,002 mmol/l) fir samtige Adstringenz, eine wassrige Emulsion von

Sojalecithin (5 %) und Olsaure (5 mmol/l) fiir Cremigkeit.

Um die Aktivitat der Mundfille bzw. deren Verstarkungseffekt — die sogenannte ,Ko-
kumi-Verstarkung“ — zu trainieren, mussten die Panelisten Modellbrihen mit ver-
schiedenen Gehalten an Glutathion (0; 0,5; 1,0; 2,5 mmol/l) in drei unabh&ngigen
Sitzungen sensorisch vergleichen; vgl. Dunkel et al. (2007). Zur Herstellung der Mo-
dellbriihe wurden Natrium-L-glutamatmonohydrat (1,9 g), Maltodextrin (6,375 g), Na-
triumchlorid (2,9 g) sowie Hefeextrakt (2,1 g) in einen Messkolben (1,0 I) eingewo-
gen, mit 900 ml Wasser versetzt, mit 0,1 %iger Ameisensaure in Wasser (V/V) auf
pH 6,5 eingestellt und mit Wasser auf das Endvolumen aufgefuillt.
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4.6.2 Geschmacksprofilanalyse

Die Geschmacksprofilanalyse verfolgt die quantitative Bewertung verschiedener zu-
vor festgelegter Deskriptoren auf einer linearen Skala von 0 (kein Geschmack) bis 5
(sehr starker Geschmack) durch ein Sensorikpanel.

4.6.3 Geschmacksverdiinnungsanalyse

Die Geschmacksverdiinnungsanalyse nach Frank et al. (2001) ermdglicht die Lokali-
sierung geschmacksaktiver Verbindungen in komplexen Lebensmittelproben, Extrak-
ten oder sonstigen Stoffgemischen. Die Fraktionen, welche nach Anwendung préapa-
rativer chromatographischer Trenntechniken vorliegen, werden in ihren in der Natur
bzw. in dem Untersuchungsmaterial vorkommenden Konzentrationsverhaltnissen
unter Zuhilfenahme von Ethanol und Sensorikwasser gelést und in 1/1-(V/V)-
Volumenschritten verdinnt. Mit der geringsten Konzentration beginnend, werden die
Verdinnungsreihen in aufsteigender Konzentrationsfolge durch den Half-Mouth-Test
sensorisch untersucht. Die Verdunnungsstufe, bei der die Panelisten einen Unter-
schied zwischen der Probenlésung und einer ,Blindlésung“ feststellen, ist als Ge-
schmacksverdiinnungsfaktor (GVF) definiert (Glabasnia 2007).

4.6.4 Triangeltest (Dreieckstest)

Der Triangel- oder Dreieckstest ist ein Prifverfahren zur Untersuchung, ob zwischen
zwei Prifproben (A und B) ein sensorisch wahrnehmbarer Unterschied vorhanden
ist. Dabei erhélt jeder Prifer (Panelist) drei Proben, zwei identische und eine abwei-
chende. Jeder Prifer ist aufgefordert, die abweichende Probe zu benennen; jeder
Prifer muss sich fiir eine Probe entscheiden (Quadt et al. 2009).

4.6.5 Half-Mouth-Test

Der Half-Mouth-Test (Scharbert et al. 2004) ist eine Sonderform des Duo-Trio-Tests,
bei dem allgemein nach der Existenz eines Geschmacksunterschieds gefragt wird.
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Jeder Panelist erhalt drei Proben (Quadt et al. 2009): zwei ,Blindproben®, von denen
zwecks ,Konditionierung“ eine als solche gekennzeichnet ist, sowie eine abweichen-
de Probe. Von den far ihn unbekannten Probenlésungen werden jeweils 1 ml auf der
linken bzw. auf der rechten Zungenhélfte des Prlfers simultan appliziert. Eine
Durchmischung darf dabei nicht stattfinden. Nach einer Wartezeit von 10 bis 30 s
und einem Reiben der Zunge am Gaumen werden die sensorischen Ge-
schmackseindriicke beider Zungenhélften verglichen (Glabasnia 2007). Die im Ver-
gleich zur ,Blindprobe“ abweichende Probe muss durch den Prifer benannt werden;

der Prifer muss eine Benennung vornehmen.

4.6.6 Schwellenwertbestimmung

Die Schwellenwertbestimmung der einzelnen Substanzen und Extrakte erfolgt durch
Anwendung des Triangel- oder Half-Mouth-Tests mit der Modifizierung, dass nicht
der sensorische Unterschied der Probenlésung im Vergleich zur ,Blindlésung®, son-
dern die Erkennung der Geschmacksqualitat im Fokus der sensorischen Analyse
steht. Somit handelt es sich bei sdmtlichen Schwellenwertbestimmungen um die Be-

stimmung von Erkennungsschwellen.

4.6.7 Dosis-Wirkungskurven

Die sensorisch zu bewertenden Verbindungen sowie Referenzen werden nacheinan-
der in 1/1-(V/V)-Volumenschritten bis einschlieBlich zwei Verdlinnungsstufen unter-
halb des jeweiligen Geschmackserkennungsschwellenwertes verdinnt. Dabei wer-
den die Einwaagen so gewahlt, dass die Verdinnungsstufen ganzzahligen DoT-
Faktoren entsprechen. Die Geschmacksintensititen der Referenzen sind definiert.
Beginnend bei der jeweils geringsten Konzentration werden mittels Half-Mouth-Test
die zu evaluierende Verbindung auf der einen, die Referenz auf der anderen Zun-
genhélfte simultan aufgetragen. Im Anschluss bewerten die Panelisten die relative
Geschmacksintensitat der zu untersuchenden Substanz (Stark 2006) im Vergleich
zur Referenzlésung auf einer Intensitatsskala von 0 — nicht wahrnehmbar — bis 5 —
stark wahrnehmbar.

139



Nachdem die Verdinnungsreihe einer Substanz im Vergleich zur Referenzreihe be-
zlglich der Geschmacksintensitat komplett evaluiert wurde, kénnen weitere Sub-
stanzen auf gleiche Weise mittels des Half-Mouth-Tests bewertet werden. Dabei
werden die Verdinnungen der gleichen Substanz — vertikal — und durch Querver-
gleich mit anderen Verbindungen der gleichen DoT-Konzentration — horizontal — ver-

glichen und bewertet.
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5 Spektroskopische Daten zu identifizierten
Geschmacksstoffen

5.1 Verbindungen aus Chicorée

5.1.1 118,13-Dihydrolactucin (1)

(3S5,3aR,4S,9aS,9bR)-4-Hydroxy-9-(hydroxymethyl)-3,6-dimethyl-3,3a,4,5-
tetrahydroazuleno[4,5-b]furan-2,7(9aH,9bH)-dion

Abbildung 64: Molekilstruktur von 118,13-Dihydrolactucin (1).

UV/VIS (Acetonitri/Wasser (pH 5,5), 15/85 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI") m/z (%):
261 (18, [M+H-H>QJ]"), 279 (70, [M+H]"), 296 (14, [M+Ammonium]*), 301 (100,
[M+Na]"), 317 (42, [M+K]"); MS (ESI) m/z (%): 259 (12, [M-H-H.O]), 277 (14,
[M-H]), 313 (55, [M+CI]), 323 (100, [M+Formiat]); MS/MS (ESI*, DP: +50; CE: +20,
IS: +5500) m/z (%): 261 (22, [M+H>O+H]"), 279 (62, [M+H]*); MS/MS (ESI', DP: -50;
CE: -15, IS: -4500) m/z(%): 259 (16, [M-H2O-H]), 277 (24, [M-H]); 'H-NMR
(400 MHz, MeOH-d,), é/ppm 1,40 [d, 3H, J = 6,8 Hz, H-C(13)], 2,19 [m, 1H, H-C(7)],
2,39 [d, 1H, J = 2,0, H-C(9B)], 2,44 [s, 3H, J = 6,8 Hz, H-C(14)], 2,67 [td, 1H, J =
6,8 Hz, 13,9 Hz, 18,7 Hz, H-C(11)], 2,83 [dd, 1H, J = 10,6 Hz, 13,6 Hz, H-C(9u)],
3,66 [m, 1H, H-C(6)], 3,71 [m, 1H, H-C(5)], 4,37 [dd, 1H, J= 1,5 Hz, 18,7 Hz, H-C(8)],
4,41 [dd, 1H, J = 1,8 Hz, 18,7 Hz, H-C(15")], 4,84 [d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(15)], 6,41
[d, 1H, J= 0,8 Hz, H-C(3)].
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5.1.2 Lactucin (2)

(3aR,4S,9bR)-4-Hydroxy-9-(hydroxymethyl)-6-methyl-3-methylen-3,3a,4,5-
tetrahydroazuleno[4,5-b]furan-2,7(9aH,9bH)-dion

Abbildung 65: Molekiilstruktur von Lactucin (2).

UV/VIS (Acetonitril/Wasser (pH 5,5), 15/85 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI*) m/z (%):
277 (100, [M+H]"), 294 (38, [M+Ammonium]*), 299 (96, [M+Na]*), 315 (44, [M+K]);
MS (ESI) m/z (%): 257 (14, [M-H-HOJ), 275 (16, [M-H]), 311 (38, [M+ClI]), 321 (80,
[M+Formiat]); MS/MS (ESI*, DP: +50; CE: +20, IS: +5500) m/z (%): 259 (22,
[M+H>O+H]"), 277 (100, [M+H]*); MS/MS (ESI', DP: -50; CE: -15, IS: -4500) m/z (%):
257 (100, [M-H2O-HJ), 275 (60, [M-H]); '"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,), &/ppm 2,42
[m, 1H, H-C(9p)], 2,44 [s, 3H, H-C(14)], 2,88 [dd, 1H, J = 10,9 Hz, 13,6 Hz, H-C(90)],
3,10 [tt, 1H, J = 3,0 Hz, 6,3 Hz, 9,9 Hz, H-C(7)], 3,71 [t, 1H, J = 9,9 Hz, 10,4 Hz, H-
C(e)], 3,82 [m, 1H, H-C(5)], 3,87 [m, 1H, H-C(8)], 4,45 [d, 1H, J = 18,4 Hz, H-C(15")],
4,92 [d, 1H, J = 1,3 Hz, H-C(15)], 6,15 [dd, 1H, J = 1,3 Hz, 3,3 Hz, H-C(13a)], 6,25
[dd, 1H, J= 1,3 Hz, 3,0 Hz, H-C(13p)], 6,43 [d, 1H, J= 1,2 Hz, H-C(3)].

5.1.3 8-Desoxylactucin (3)

(3aS,9bS)-9-(Hydroxymethyl)-6-methyl-3-methylen-3,3a,4,5-tetrahydroazuleno[4,5-
bjfuran-2,7(9aH,9bH)-dion
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Abbildung 66: Molekilstruktur von 8-Desoxylactucin (3).

UV/VIS (Acetonitri/Wasser (pH 5,5), 25/75 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI") m/z (%):
243 (10, [M+H-H.0O]%), 261 (100, [M+H]*), 283 (48, [M+Na]*), 299 (36, [M+K]");
MS (ESI) m/z (%): 259 (92, [M-H]), 295 (62, [M+CI]), 305 (80, [M+Formiat]); 'H-
NMR (400 MHz, MeOH-d,), é/ppm 1,49 [q, 1H, J = 12,1 Hz, 12,6 Hz, 12,9 Hz, H-
C(8B)], 2,29 [dt, 1H, J = 2,8 Hz, 6,1 Hz, 13,6 Hz, H-C(8«a)], 2,42 [m, 1H, H-C(9p)],
2,44 [s, 3H, H-C(14)], 2,88 [dd, 1H, J = 10,9 Hz, 13,6 Hz, H-C(9a)], 3,05 [tt, 1H, J =
2,8 Hz, 11,1 Hz, 21,0 Hz, H-C(7)], 3,71 [t, 1H, J = 9,9 Hz, 10,4 Hz, H-C(6)], 3,82 [m,
1H, H-C(5)], 4,45 [d, 1H, J = 18,4 Hz, H-C(15)], 4,92 [d, 1H, J = 1,3 Hz, H-C(15)],
6,15 [dd, 1H, J = 1,3 Hz, 3,3 Hz, H-C(13")], 6,25 [dd, 1H, J = 1,3 Hz, 3,0 Hz, H-
C(13)], 6,43 [d, 1H, J= 1,2 Hz, H-C(3)].

5.1.4 11p,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4)

(35,3aS,9bS)-9-(Hydroxymethyl)-3,6-dimethyl-3,3a,4,5-tetrahydroazuleno[4, 5-
bjfuran-2,7(9aH,9bH)-dion

Abbildung 67: Molekiilstruktur von 8-Desoxy-118,13-Dihydrolactucin (4).

UV/VIS (Acetonitri/Wasser (pH 5,5), 25/75 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI") m/z (%):
263 (82, [M+H]"), 285 (100, [M+Na]*), 301 (58, [M+K]*); MS (ESI') m/z (%): 261 (20,
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[M-H]), 297 (10, [M+CI]), 307 (24, [M+Formiat]); 'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,),
S/ppm 1,23 [d, 3H, J = 6,8 Hz, H-C(13)], 1,41 [q, 1H, J = 12,1 Hz, 12,6 Hz, 13,1 Hz,
H-C(8B)], 2,03 [m, 1H, H-C(8)], 2,39 [m, 1H, H-C(9p)], 2,44 [s, 3H, H-C(14)], 2,56 [t,
1H, J = 14,4 Hz, 27,0 Hz, H-C(90)], 2,67 [td, 1H, J = 6,8 Hz, 13,9 Hz, 18,7 Hz, H-
C(11)], 3,05 [tt, 1H, J = 2,8 Hz, 11,1 Hz, 21,0 Hz, H-C(7)], 3,31 [m, 1H, H-C(6)], 3,34
[m, 1H, H-C(5)], 4,41 [d, 1H, J = 18,7 Hz, H-C(15)], 4,84 [d, 1H, J = 1,5 Hz, H-C(15)],
6,42 [m, 1H, H-C(3)].

5.1.5 Lactucopicrin (5)

(3aR,4S,9bR)-9-(Hydroxymethyl)-6-methyl-3-methylen-2, 7-dioxo-2,3,3a,4,5,7,9a,9b-
octahydroazuleno[4,5-b]furan-4-yl-2-(4-hydroxyphenyl)acetat

Abbildung 68: Molekiilstruktur von Lactucopicrin (5).

UV/VIS (Acetonitril/Wasser (pH 5,5), 40/60 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI*) m/z (%):
411 (100, [M+H]"), 428 (24, [M+Ammonium]*), 433 (86, [M+Na]*), 449 (46, [M+K]");
MS (ESI) m/z (%): 391 (24, [M-H-H,QJ), 409 (84, [M-H]), 445 (38, [M+Cl]), 455 (45,
[M+Formiat]); MS/MS (ESI*, DP: +50; CE: +20, IS: +5500) m/z (%): 411 (100,
[M+H]"); MS/MS (ESI', DP: -50; CE: -20, IS: -4500) m/z (%): 275 (20, [M-Lactucin-H]
), 409 (15, [M-H]'); "H-NMR (400 MHz, MeOH-d,), &/ppm 2,42 [m, 1H, H-C(9B)], 2,44
[s, 3H, H-C(14)], 2,88 [dd, 1H, J = 10,9 Hz, 13,6 Hz, H-C(9a)], 3,10 [tt, 1H, J = 3,0
Hz, 6,3 Hz, 9,9 Hz, H-C(7)], 3,71 [t, 1H, J= 9,9 Hz, 10,4 Hz, H-C(6)], 3,82 [m, 1H, H-
C(5)], 3,87 [m, 1H, H-C(8)], 4,45 [d, 1H, J = 18,4 Hz, H-C(15")], 4,62 [m, 1H, H-C(2")],
4,92 [d, 1H, J = 1,3 Hz, H-C(15)], 6,15 [dd, 1H, J = 1,3 Hz, 3,3 Hz, H-C(13")], 6,25
[dd, 1H, J = 1,8 Hz, 3,0 Hz, H-C(13)], 6,43 [s, 1H, H-C(3)], 6,75 [dd, 2H, J = 8,3 Hz,
14,1 Hz, H-C(5"), H-C(7')], 7,14 [dd, 2H, J = 8,3 Hz, 14,1 Hz, H-C(4"), H-C(8")].
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5.1.6 Cichoriosid B (6)

9-[(B-D-Glucopyranosyloxy)methyl]-3,3a,4,5,9a,9b-(3S,3aR,4S,9aS,9bR)-hexahydro-
4-hydroxy-3,6-dimethyl-azuleno[4,5-b]furan-2,7-dion;
11p,13-Dihydrolactucin-O-f-D-glucopyranosid

oH ©
Abbildung 69: Molekilstruktur von Cichoriosid B (6).

UV/VIS (Acetonitri/Wasser (pH 5,5), 5/95 (V/V)): Amax = 258 nm; MS (ESI") m/z (%):
279 (8, [M-Glucose+H]"), 441 (18, [M+H]"), 458 (40, [M+Ammonium]*), 463 (100,
[M+Na]"), 479 (22, [M+K]"); MS (ESI) m/z (%): 439 (10, [M-H]), 475 (38, [M+CI]),
485 (100, [M+Formiat]); MS/MS (ESI*, DP: +50; CE: +20, IS: +5500) m/z (%): 243
(22, [M-Glucose-2H,O+H]"), 261 (38, [M-Glucose-H.O+H]"), 279 (78, [M-
Glucose+H]"), 441 (100, [M+H]*); "H-NMR (400 MHz, Pyridin-ds, COSY), &/ppm 1,65
[d, 3H, J = 6,92 Hz, H-C(13)], 2,27 [dd, 1H, J = 21,23 Hz, 9,48 Hz, H-C(7)], 2,45 [s,
3H, H-C(14)], 2,54 [dd, 1H, J = 13,62 Hz, 1,61 Hz, H-C(9a)], 2,77 [td, 1H, J = 13,75
Hz, 6,88 Hz, 6,88 Hz, H-C(11)], 2,85 [td, 1H, J = 14,13 Hz, 7,12 Hz, 7,12 Hz, H-
C(9b)], 3,55 [d, 1H, J= 10,22 Hz, H-C(5)], 3,58 [m, 1H, H-C(6)], 3,83 [t, 1H, J = 9,95
Hz, 9,95 Hz, H-C(8)], 3,90 [m, 1H, H-C(4")], 4,09 [t, 1H, J = 8,13 Hz, 8,13 Hz, H-
C(2)], 4,25 [m, 1H, H-C (3’)], 4,30 [m, 1H, H-C (6], 4,38 [dd, 1H, J = 11,80 Hz, 5,06
Hz, H-C(5")], 4,52 [dd, 1H, J = 11,78 Hz, 2,02 Hz, H-C(6')], 4,94 [d, 1H, J = 7,74 Hz,
H-C(1’)], 4,99 [m, 1H, H-C(15a)], 5,23 [m, 1H, H-C(15b)], 6,94 [s, 1H, H-C(3)]; °C-
NMR (400 MHz, Pyridin-ds, HMQC, HMBC), &/ppm 11,6 [C-13], 19,6 [C-14], 38,4
[C-11], 48,6 [C-5], 49,1 [C-9], 61,2 [C-7], 61,9 [C-67], 68,4 [C-15], 68,8 [C-8], 70,9
[C-37], 74,0 [C-27], 77,9 [C-57], 78,2 [C-47], 80,1 [C-6], 103,8 [C-17], 131,9 [C-1], 133,9
[C-3], 147,1 [C-10], 169,2 [C-12], 176,7 [C-4], 192,7 [C-2].
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5.1.7 Cichorienséure (7)

(2R,2R)-2,3-Bis[[3-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-oxo-2-propenyljoxy]-butan-1,4-disdure;
Chicoréeséure;

(2R,3R)-Dicaffeoylweinsédure

Abbildung 70: Molekiilstruktur von Cichorienséure (7).

UV/NVIS (Acetonitril/0,1 % HCOOH in H,O (pH 3,5), 5/95 (V/V)): Amax = 244 nm;
Amax = 300 NM; Amax = 330 nm; MS (ESIY) m/z(%): 497 (100, [M+Na]"), 513 (8,
IM+K]*); MS (ESI) m/z (%): 473 (90, [M-H]); 'H-NMR (500 MHz, Methanol-d;, CO-
SY), é/ppm 5,81 [s, 2H, H-C(2), H-C(3)], 6,39 [d, 2H, J = 15,9 Hz, H-C(8"), H-C(8"")],
6,80 [d, 2H, J = 8,2 Hz, H-C(6"), H-C(67)], 7,01 [dd, 2H, J = 2,1 Hz, 8,4 Hz, H-C(5"),
H-C(57)], 7,09 [d, 2H, J = 2,1 Hz, H-C(2"), H-C(27)], 7,67 [d, 2H, J = 15,9 Hz, H-
C(7°), H-C(7")]; "*C-NMR (500 MHz, Methanol-d;, HMQC, HMBC), &/ppm 71,0 [C-2],
71,0 [C-3], 112,1 [C-27], 112,1 [C-2""], 113,7 [C-87], 113,7 [C-8""], 115,1 [C-57], 115,1
[C-57], 122,0 [C-67], 122,0 [C-6"], 126,1 [C-17], 126,1 [C-1""], 145,5 [C-7"], 145,5
[C-77], 147,2 [C-37], 147,2 [C-3"], 148,6 [C-4"], 148,6 [C-4"], 166,2 [C-97], 166,2
[C-977], 168,2 [C-1], 168,2 [C-4].
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5.2 Verbindungen aus Avocado

5.2.1 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1)

1 3 5 7 9 11 13 15

16
HO T YT Y Y YO N,
OH OH

Abbildung 71: Molekilstruktur von 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in (1).

MS (APCI*) m/z (%): 231 (30, [M-3H.0+HJ*), 249 (100, [M-2H,0+H]"), 267 (60, [M-
H,O+H]"), 285 (50, [M+H]*), 569 (100, [2M+H]*); MS (APCI) m/z (%): 247 (45, [M-
2H,0-H]), 265 (25, [M-H;0-H]), 283 (100, [M-H]); MS/MS (APCI", DP: -120, EP : -
11, CE: -25, CXP: -8) m/z (%): 247 (100, [M-2H,0-H]), 265 (25, [M-H.O-H]), 283
(45, [M-H]"); 'H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 1,20 (s, 16H, H-C(6), H-C(7), H-C(8),
H-C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13), 1,42 [m, 2H, H-C(5)], 1,44 [qu, 2H, J =
6,8 Hz, 13,8 Hz, 21,0 Hz, H-C(14)], 1,53 [m, 2H, H-C(3)], 2,45 [m, 2H, H-C(15)], 2,86
[s, H, H-C(17)], 3,82 [m, 1H, H-C(4)], 3,93 [dd, 1H, J = 7,6 Hz, J = 12,1 Hz, H-C(2)],
4,04 [m, 2H, H-C(1)]; '*C-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 19,8 [C-15], 25,3 [C-6],
29,3 [C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14], 38,2 [C-5], 39,1 [C-3], 68,4 [C-
17], 68,6 [C-1], 70,8 [C-2], 72,5 [C-4], 77,3 [C-16].

5.2.2 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2)
1 3 5 7 9 11 13 15 17
HO 2 4 6 8 10 12 14 16

OH OH
Abbildung 72: Molekilstruktur von 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2).

MS (APCI*) m/z (%): 233 (30, [M-3H.0+HJ*), 251 (100, [M-2H,0+H]"), 269 (50, [M-

H,O+H]"), 287 (50, [M+H[*), 571 (100, [2M+H]"); MS (APCI) m/z (%): 249 (45, [M-

2H,0-HJ), 267 (35, [M-H,0-HT), 285 (100, [M-H]); MS/MS (APCI', DP: -120, EP : -

11, CE: -25, CXP: -8) m/z (%): 249 (100, [M-2H,O-H]), 267 (35, [M-H.O-H]), 285

(35, [M-H]"); 'H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 1,20 (s, 16H, H-C(6), H-C(7), H-C(8),

H-C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13), 1,31 [qu, 2H, J = 6,8 Hz, 13,8 Hz,
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21,0 Hz, H-C(14)], 1,42 [m, 2H, H-C(5)], 1,53 [m, 2H, H-C(3)], 1,95 [m, 2H, H-C(15)],
3,82 [m, 1H, H-C(4)], 3,93 [dd, 1H, J = 7,6 Hz, J = 12,1 Hz, H-C(2)], 4,04 (m, 2H, H-
C(1), 4,86 [dd, 2H, J = 10,1 Hz, H-C(17B)], 4,92 [d, 1H, J = 17,1 Hz, H-C(17a)], 5,74
[m, 1H, H-C(16)]; "*C-NMR (400 MHz, CDCl3), &/ppm 25,3 [C-6], 29,3 [C-7, C-8, C-9,
C-10, C-11, C-12, C-13, C-14], 33,8 [C-15], 38,2 [C-5], 39,1 [C-3], 68,6 [C-1], 70,8
[C-2], 72,5 [C-4], 114,1 [C-17], 139,3 [C-186].

5.2.3 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3)

@)
A 7 11 1 1
)J\ 3 5 9 3 5 16
2 O 2 4 6 8 10 12 14 %17

OH OH
Abbildung 73: Molekiilstruktur von 7-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-in (3).

MS (APCI*) m/z (%): 231 (40, [M-HAc-2H,O+HJ*), 249 (80, [M-HAc-H,O+H]"), 267
(15, [M-HAc+H]"), 291 (30, [M-2H,0+HJ*), 309 (45, [M-H.0+H]"), 327 (20, [M+H]"),
653 (100, [2M+H]*); MS (APCI) m/z (%): 247 (35, [M-HAc-H,O-H]"), 265 (30, [M-
HAc-HJ), 283 (100, [M-CH5COJ), 325 (25, [M-H]), 651 (100, [2M-H]); EPI (APCI",
DP: +120, CE: +25, CES: +10) m/z (%): 231 (10, [M-HAc-2H,0+H]"), 249 (25, [M-
HAC-H,O+H]"), 267 (10, [M-HAc+H]"), 309 (10, [M-H,O+H]"), 327 (100, [M+H]");
EPI (APCI, DP: -120, CE: -25, CES: -10) m/z (%): 307 (20, [M-H.O-H]), 325 (100,
[M-H]); "H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 1,20 [s, 16H, H-C(6), H-C(7), H-C(8), H-
C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13)], 1,42 [m, 2H, H-C(5)], 1,44 [qu, 2H,
J=6,8 Hz, 13,8 Hz, 21,0 Hz, H-C(14)], 1,53 [m, 2H, H-C(3)], 2,45 [m, 2H, H-C(15)],
2,04 [s, 3H, H-C(2)], 2,86 [s, H, H-C(17)], 3,82 [m, 1H, H-C(4)], 3,93 [dd, 1H, J =
7.6 Hz, J= 12,1 Hz, H-C(2)], 4,04 [m, 2H, H-C(1)]; *C-NMR (400 MHz, CDCly),
/ppm 19,8 [C-15], 20,9 [C-27], 25,3 [C-6], 29,3 [C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-
13, C-14], 38,2 [C-5], 39,1 [C-3], 68,6 [C-2], 68,8 [C-17], 70,8 [C-4], 72,5 [C-1], 77,3
[C-16], 171,2 [C-17].
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5.2.4 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4)

OH OH
Abbildung 74: Molekilstruktur von 7-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4).

MS (APCI) m/z (%): 233 (75, [M-HAc-2H,0+H]*), 251 (70, [M-HAc-H,O+H]*), 269
(10, [M-HAc+HT"), 293 (15, [M-2H,0+H]*), 311 (70, [M-H,O+H]*), 329 (30, [M+H]"),
657 (100, [2M+H]*); MS (APCI) m/z (%): 655 (100, [2M-H]); EPI (APCI*, DP: +120,
CE: +25, CES: +10) m/z(%): 233 (100, [M-HAc-2H,O+H]*), 251 (90, [M-HAc-
HoO+H]"), 269 (20, [M-HAc+H]*), 293 (5, [M-2H,0+HJ*), 311 (75, [M-H,0+H]*), 329
(45, [M+H]"); EPI (APCI', DP: -120, CE: -25, CES: -10) m/z (%): 285 (10, [M-CH30J),
327 (100, [M-H]); "H-NMR (400 MHz, CDCls), 6/ppm 1,20 [s, 16H, H-C(6), H-C(7), H-
C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13)], 1,31 [qu, 2H, J = 6,8 Hz, 13,8 Hz,
21,0 Hz, H-C(14)], 1,42 [m, 2H, H-C(5)], 1,53 [m, 2H, H-C(3)], 1,95 [m, 2H, H-C(15)],
2,04 [s, 3H, H-C(2")], 3,82 [m, 1H, H-C(4)], 3,93 [dd, 1H, J = 7,6 Hz, J = 12,1 Hz, H-
C(2)], 4,04 [m, 2H, H-C(1)], 4,86 [dd, 2H, J = 10,1 Hz, H-C(17B)], 4,92 [d, 1H,
J=17,1 Hz, H-C(17w)], 5,74 [m, 1H, H-C(16)]; *C-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm
20,9 [C-27], 25,3 [C-6], 29,3 [C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14], 33,8
[C-15], 38,2 [C-5], 39,1 [C-3], 68,6 [C-2], 70,8 [C-4], 72,5 [C-1], 114,1 [C-17], 139,3
[C-16], 171,2 [C-17].

5.2.5 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5)

OH O
Abbildung 75: Molekilstruktur von 7-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadeca-16-en (5).

MS (APCI*) m/z (%): 231 (65, [M-HAc-2H,O+HJ"), 249 (85, [M-HAc-H,O+H]"), 267
(20, [M-HAC+H]"), 291 (70, [M-2H,0+H]"), 309 (100, [M-H,0+H]"), 327 (70, [M+H]");
MS (APCI) m/z (%): 283 (45, [M-CHsCOJ), 325 (40, [M-H]), 651 (100, [2M-H]);
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EPI (APCI*, DP: +120, CE: +25, CES: +10) m/z (%): 231 (15, [M-HAc-2H,0+H]"),
249 (35, [M-HAc-H,O+HJ"), 267 (45, [M-HAc+H]*), 309 (10, [M-H,O+H]*), 327 (100,
[M+H]*); EPI (APCI, DP: -120, CE: -25, CES: -28) m/z(%): 247 (10, [M-HAc-
H,O-H]), 307 (10, [M-H,O-H]), 325 (100, [M-H]); 'H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm
1.20 [s, 16H, H-C(7), H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13), H-C(14)],
1,53 [m, H-C(6)], 1,98 [m, 2H, H-C(15)], 2,04 [s, 3H, H-C(1")], 2,48 [t, 2H, H-C(5)],
2,79 [m, 2H, H-C(3)], 4,12 [m, 2H, H-C(1)], 4,32 [m, 1H, H-C(2)], 4,86 [dd, 2H,
J=10,1 Hz, H-C(17B)], 4,92 [d, 1H, J = 17,1 Hz, H-C(17a)], 5,74 [m, 1H, H-C(16)];
3G-NMR (400 MHz, CDCls), 6/ppm 20,9 [C-27], 23,5 [C-6], 29,3 [C-7, C-8, C-9, C-10,
C-11, C-12, C-13, C-14], 33,8 [C-15], 43,6 [C-5], 45,8 [C-3], 66,6 [C-2], 72,5 [C-1],
114,1 [C-17], 139,3 [C-16], 171,0 [C-1"], 210,9 [C-4].

5.2.6 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6)

OH O
Abbildung 76: Molekiilstruktur von 7-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6).

MS (APCI*) m/z (%): 233 (100, [M-HAc-2H,0+H]"), 251 (55, [M-HAc-H.O+HJ"), 269
(10, [M-HAc+H]"), 293 (35, [M-2H,0+HJ*), 311 (80, [M-H.O+HJ*), 329 (40, [M+H]");
MS (APCI) m/z (%): 285 (45, [M-CH5COYJ), 327 (25, [M-H]), 655 (100, [2M-H]);
EPI (APCI*, DP: +120, CE: +25, CES: +10) m/z (%): 233 (60, [M-HAc-2H.O+H["),
251 (40, [M-HAc-H.O+HJ*), 269 (10, [M-HAc+H]"), 311 (5, [M-H.0+HJ"), 329 (10,
[M+H]"); EPI (APCI, DP: -120, CE: -25, CES: -10) m/z (%): 327 (100, [M-H]); 'H-
NMR (400 MHz, CDCls), 8/ppm 0,89 [t, 3H, J = 6,5 Hz, J = 13,1 Hz, H-C(17)], 1,20 [s,
18H, H-C(7), H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13), H-C(14), H-C(15),
H-C(16)], 1,53 [m, H-C(8)], 2,04 [s, 3H, H-C(1")], 2,48 [t, 2H, H-C(5)], 2,79 [m, 2H, H-
C(3)], 4,12 [m, 2H, H-C(1)], 4,32 [m, 1H, H-C(2)]; "*C-NMR (400 MHz, CDCls), 5/ppm
14,1 [C-17], 20,9 [C-27], 23,5 [C-16], 29,3 [C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13,
C-14], 33,8 [C-15], 43,6 [C-5], 45,8 [C-3], 66,6 [C-2], 72,5 [C-1], 171,0 [C-1'], 210,9
[C-4].
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5.2.7 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7)

OH O
Abbildung 77: Molekiilstruktur von 7-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7).

MS (APCI*) m/z (%): 287 (75, [M-3H.O+H]*), 305 (80, [M-2H,O+H]"), 323 (100, [M-
H.O+H]"), 341 (25, [M+H]"), 663 (95, [2M-H,O+H]*), 681 (40, [2M+H]"); MS (APCI)
m/z (%): 339 (40, [M-H]), 385 (95, [M+Formiat]), 679 (100, [2M-H]); EPI (APCI*, DP:
+50, CE: +30, CES: +25) m/z (%): 287 (45, [M-3H,O+H]*), 305 (50, [M-2H,O+H]"),
323 (100, [M-H.O+H]"), 341 (15, [M+H]"); EPI (APCI’, DP: -50, CE: -30, CES: -25)
m/z (%): 303 (100, [M-2H,0-H]), 321 (80, [M-H2O-HJ), 339 (35, [M-H]) ; 'H-NMR
(400 MHz, CDCl3), 6/ppm 0,89 [t, 3H, J = 6,5 Hz, J = 13,1 Hz, H-C(18)], 1,30 [m,
14H, H-C(7), H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(15), H-C(16), H-C(17)], 1,49 [m, 2H, H-
C(6)], 2,08 [dd, 4H, J = 6,6 Hz, 13,3 Hz, H-C(11), H-C(14)], 2,11 [s, 3H, H-C(2")],
2,52 [t, 2H, J = 5,8 Hz, 12,8 Hz, H-C(5)], 2,79 [m, 2H, H-C(3)], 4,12 [m, 2H, H-C(1)],
4,32 [m, 1H, H-C(2)], 5,37 [m, 4H, H-C(12), H-C(13)]; "*C-NMR (400 MHz, CDCls),
&/ppm 14,1 [C-18], 20,9 [C-2], 22,6 [C-17], 25,3 [C-6], 27,2 [C-11, C-14], 29,1 [C-7],
29,3 [C-8], 29,4 [C-15], 29,6 [C-9], 29,7 [C-10], 31,5 [C-16], 41,2 [C-5], 43,0 [C-3],
68,6 [C-2], 70,8 [C-1], 130,2 [C-12, C-13], 171,3 [C-17], 210,9 [C-4]. Die Kopplungs-
konstante J= 11,69 Hz zwischen den Protonensignalen 6y = 5,35 ppm und &y =
5,37 ppm bestatigte das Vorliegen der Doppelbindung in (2)-Konfiguration.

5.2.8 (Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-trien (8)

O
)Jl’ 1 3 5 6 8 10 12 13 15 16 18 20
2 O 2 4 7 9 11 14 17 19 21
OH O
Abbildung 78: Molekilstruktur von (Z,Z,Z)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-5,12,15-
trien (8).

MS (APCI*) m/z (%): 283 (10, [M-HAc-2H,O+H]"), 301 (100, [M-HAc-H.O+HJ*), 319
(75, [M-HAC+H]*), 361 (10, [M-H,O+H]*), 379 (20, [M+H]"); MS (APCI") m/z (%): 361
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(10, [M-H2O-HY), 377 (40, [M-H]), 755 (50, [2M-H]); EPI (APCI*, DP: +90, CE: +35,
CES: +30) m/z (%): 283 (30, [M-HAc-2H,O+H]"), 301 (100, [M-HAc-H>O+H]*), 319
(15, [M-HAc+H]"), 343 (5, [M-2H.O+H]"), 361 (50, [M-H,O+H]*),379 (50, [M+H]");
EPI (APCI', DP: -60, CE: -15, CES: -9) m/z (%): 299 (5, [M-HAc-H>O-HJ), 317 (25,
[M-HAc-H]), 377 (10, [M-H]); 'H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 0,89 [m, 3H, H-
C(21)], 1,28 [m, 12H, H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(18), H-C(1)9, H-C(20)], 2,06 [m,
6H, H-C(7), H-C(11), H-C(17)], 2,11 [s, 3H, H-C(2)], 2,32 [qu, 2H, J = 6,9 Hz,
13,9 Hz, H-C(14)], 2,77 [d, 2H, J = 5,7 Hz, H-C(3)], 4,12 [m, 2H, H-C(2)], 4,35 [m, 1H,
H-C(1)], 5,37 [m, 4H, H-C(12), H-C(13), H-C(15), H-C(16)], 6,11 [d, 1H, J = 15,9 Hz,
H-C(5)], 6,89 [m, 1H, H-C(6)]; "*C-NMR (400 MHz, CDCls), &6/ppm 14,1 [C-21], 20,9
[C-27], 22,6 [C-20], 25,6 [C-14], 27,2 [C-11, C-17], 29,6 [C-18], 27,9 [C-8], 28,8 [C-9],
29,4 [C-10], 31,5 [C-19], 32,5 [C-7], 42,3 [C-3], 66,2 [C-2], 67,3 [C-1], 127,8 [C-13,
C-15], 129,7 [C-12, C-16], 130,3 [C-5], 149,4 [C-6], 171,1 [C-1], 199,7 [C-4]. Die
Kopplungskonstante J= 12,083 Hz zwischen den Protonensignalen &y = 5,39 ppm
und &y = 5,35 ppm bestatigte die (2)-Konfiguration der zwei Doppelbindungen zwi-
schen den Kohlenstoffatomen C-12/13 und C-15/16. Die Kopplungskonstante von
J=15,79 Hz zwischen 6y = 6,89 ppm und &y = 6,11 ppm charakterisierte die C-5/6-
Doppelbindung ebenfalls als (2)-konfiguriert.

5.2.9 (Z,Z2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9)

OH OH

Abbildung 79: Molekiilstruktur von (Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9).

MS (APCI*) m/z (%): 287 (100, [M-HAc-2H0+H]"), 305 90(, [M-HAc-H,O+H]"), 323
(30, [M-HAc+H]"), 347 55(, [M-2H,0+HJ*), 365 (85, [M-H.0+H]*), 383 (75, [M+H]"),
765 (100, [2M+H]*); MS (APCI) m/z (%): 381 (15, [M-H]), 763 (10, [2M-H]), 809 (35,
[2M+Formiat]); EPI (APCI*, DP: +60, CE: +20, CES: +15) m/z (%): 287 (40, [M-HAc-
2H,0+H]"), 305 (100, [M-HAc-H,O+H]"), 323 (10, [M-HAc+H]), 347 (5, [M-
2H,0+H]"), 365 (20, [M-H.O+HJ*), 383 (5, [M+H]*); EPI (APCI, DP: -60, CE: -15,
CES: -9) m/z (%): 303 (10, [M-HAc-H.O-HJ), 321 (30, [M-HAc-H]), 363 (50, [M-H,O-
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H]), 381 (100, [M-H]); "H-NMR (400 MHz, CDCls), 6/ppm 0,89 [t, 3H, J = 6,5 Hz, J =
13,1 Hz, H-C(21)], 1,30 [m, 14H, H-C(6), H-C(7), H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(18),
H-C(19), H-C(20)], 1,49 [m, 2H, H-C(5)], 1,59 [m, 2H, H-C(3)], 2,03 [qu, 4H, J =
6,6 Hz, 13,3 Hz, H-C(11), H-C(17)], 2,11 [s, 3H, H-C(2")], 2,62 [t, 2H, J = 5,8 Hz,
12,8 Hz, H-C(14)], 3,90 [m, 1H, H-C(4)], 4,06 [qu, 1H, J = 7,9 Hz, 12,1 Hz, H-C(2)],
4,30 [m, 2H, H-C(1)], 5,36 [m, 4H, H-C(12), H-C(13), H-C(15), H-C(16)]; '*C-NMR
(400 MHz, CDCl3), &/ppm 14,1 [C-21], 20,9 [C-27], 22,6 [C-20], 25,3 [C-6], 25,6
[C-14], 27,2 [C-11, C-17], 29,1 [C-7], 29,3 [C-8], 29,4 [C-18], 29,6 [C-9], 29,7 [C-10],
31,5 [C-19], 38,2 [C-5], 39,0 [C-3], 68,6 [C-2], 70,8 [C-1], 72,6 [C-4], 128,0 [C-13,
C-15], 130,2 [C-12, C-16], 171,3 [C-1"]. Die Kopplungskonstante J= 11,69 Hz zwi-
schen den Protonensignalen 64 = 5,35 ppm und &y = 5,37 ppm bestatigte die (2)-
Konfiguration der zwei Doppelbindungen zwischen den Kohlenstoffatomen C-12/13
und C-15/16.

5.2.10 (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10)

OH O
Abbildung 80: Molekiilstruktur von (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10).

MS (APCI*) m/z (%): 285 (20, [M-HAc-2H,O+HJ"), 303 (100, [M-HAc-H.O+H]"), 321
(65, [M-HAC+H]"), 363 (10, [M-H,O+HJ"), 381 (50, [M+H]"), 643 (20, [2M-H.0O +HJ"),
761 (20, [2M+H]"); MS (APCI) m/z (%): 319 (45, [M-HAc-H]), 379 (10, [M-H]), 805
(15, [2M+Formiat]); EPI (APCI*, DP: +60, CE: +45, CES: +50) m/z (%): 285 (20, [M-
HAc-2H,0+H]"), 303 (35, [M-HAc-H.O+H]"), 321 (20, [M-HAc+H]*), 363 (5, [M-
H,O+HJ*"), 381 (100, [M+H]"); EPI (APCI, DP: -90, CE: -30, CES: -40) m/z (%): 301
(90, [M-HAc-H.O-HJ), 319 (80, [M-HAc-H]), 361 (15, [M-H»O-H]), 379 (100, [M-H]);
'H-NMR (500 MHz, CDCls), &/ppm 0,87 [t, 3H, J = 6,7 Hz, J = 14,0 Hz, H-C(21)],
1,28 [m, 14H, H-C(7), H-C(8), H-C(9), H-C(10), H-C(18), H-C(19), H-C(20)], 1,56 [q,
2H, J = 7,3 Hz, 14,7 Hz, H-C(8)], 2,03 [m, 4H, H-C(11), H-C(17)], 2,09 [s, 3H, H-
C(2)], 2,48 [t, 2H, J = 7,1 Hz, 7,6 Hz, H-C(5)], 2,62 [m, 2H, H-C(14)], 2,79 [t, 2H, J =
6,6 Hz, 6,7 Hz, H-C(3)], 4,06 [m, 2H, H-C(1)], 4,30 [m, 1H, H-C(2)], 5,37 [m, 4H, H-
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C(12), H-C(13), H-C(15), H-C(16)]; "*C-NMR (500 MHz, CDCls), 6/ppm 14,1 [C-21],
20,9 [C-27], 22,6 [C-20], 23,5 [C-6], 25,6 [C-14], 27,2 [C-11, C-17], 29,1 [C-7], 29,3
[C-8], 29,4 [C-18], 29,6 [C-9], 29,7 [C-10], 31,5 [C-19], 43,6 [C-5], 45,2 [C-3], 66,6
[C-2], 77,2 [C-1], 127,9 [C-13, C-15], 180,1 [C-12, C-16], 171,0 [C-17], 210,9 [C-4].
Die Kopplungskonstante J = 12,14 Hz zwischen den Protonensignalen éy = 5,39 ppm
und oy = 5,36 ppm bestétigte die (£)-Konfiguration der zwei Doppelbindungen zwi-
schen den Kohlenstoffatomen C-12/13 und C-15/16.

5.2.11 1-Linoleoylglycerol (11)

Abbildung 81: Molekiilstruktur von 7-Linoleoylglycerol (11).

MS (APCI*) m/z (%): 277 (100, [M-HAc-H,O+HJ"), 295 (95, [M-HAc+H]*), 355 (25,
[M+H]), 691 (100, [2M-H20+H]"); MS (APCI) m/z (%): 293 (40, [M-HAc-H]), 353
(35, [M-HJ), 399 (15, [M+Formiat]), 707 (55, [2M-H]); EPI (APCI*, DP: +120, CE:
+20, CES: +30) m/z (%): 277 (100, [M-HAc-H0+HJ"), 295 (25, [M-HAc+H]"), 337 (5,
[M-H,O+H]"), 355 (15, [M+H]*); EPI (APCI', DP: -120, CE: -60, CES: -40) m/z (%):
335 (5, [M-H,0-HJ), 353 (50, [M-H]); "H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 0,87 [t, 3H,
J = 5,4 Hz, 12,5 Hz, H-C(18)], 1,26 [m, 12H, H-C(4), H-C(5), H-C(8), H-C(7), H-
C(15), H-C(16), H-C(17)], 1,63 [q, 2H, J = 7,6 Hz, 14,9 Hz, H-C(3)], 2,11 [m, 4H, H-
C(8), H-C(14)], 2,23 [qu, 2H, J = 7,2 Hz, 14,4 Hz, H-C(2)], 2,77 [d, 2H, J = 5,18 Hz,
H-C(11)], 3,65 [m, 2H, H-C(3")], 3,93 [q, 1H, J = 6,1 Hz, 3,8 Hz, H-C(2)], 4,17 [m,
2H, H-C(1)], 5,57 [m, 2H, H-C(9), H-C(13)], 5,74 [m, 2H, H-C(10), H-C(12)]; *C-
NMR (400 MHz, CDCls), 8/ppm 14,0 [C-18], 22,6 [C-17], 24,9 [C-3], 25,3 [C-11], 27,5
[C-8, C-14], 28,9 [C-4, C-5], 29,4 [C-6, C-7, C-15], 30,6 [C-16], 34,1 [C-2], 63,4
[C-37, 65,1 [C-17, 70,3 [C-2], 127,1 [C-10, C-12], 129,9 [C-9, C-13], 174,4 [C-1].
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5.2.12 1-Stearoylglycerol (12)

Abbildung 82: Molekilstruktur von 7-Stearoyliglycerol (12).

MS (APCI*) m/z (%): 263 (35, [M-HAc-2H,O+HJ"), 281 (50, [M-HAc-H,O+H]"), 305
(25, [M-3H,0+HJ"), 323 (35, [M-2H.O+HJ"), 341 (60, [M-H0+H]"), 359 (35, [M+H]"),
717 (25, [2M+H]*); EPI (APCI*, DP: +90, CE: +10, CES: +20) m/z (%): 263 (100, [M-
HAC-2H,0+HJ*), 281 (40, [M-HAc-H.0+H]"), 305 (5, [M-3H,0+H]"), 323 (35, [M-
2H,0+H]"), 341 (40, [M-H.O+HJ*), 359 (35, [M+H]"); EPI (APCI', DP: -60, CE: -10,
CES: -20) m/z (%): 357 (100, [M-H]); "H-NMR (400 MHz, CDCls), &/ppm 0,82 [t, 3H,
J = 6,9 Hz, H-C(18)], 1,92 [m, 28H, H-C(4), H-C(5), H-C(6), H-C(7), H-C(8), H-C(9),
H-C(10), H-C(11), H-C(12), H-C(13), H-C(14), H-C(15), H-C(16), H-C(17)], 1,63 [q,
2H, J = 7,6 Hz, 14,9 Hz, H-C(3)], 2,25[t, 2H, J = 7,4 Hz, H-C(2)], 3,60 [qu, 1H,
J=58Hz, 11,4 Hz, H-C(3'®)], 3,69 [qu, 1H, J = 3,8 Hz, 7,6 Hz, H-C(3'B)], 3,93 [q,
1H, J = 6,1 Hz, 3,8 Hz, H-C(2)], 4,17 [m, 2H, H-C(1")]; "*C-NMR (400 MHz, CDCls),
&/ppm 14,0 [C-18], 22,6 [C-17], 24,9 [C-3], 28,9 [C-4, C-5, C-15], 29,1 [C-6, C-7, C-8,
C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14], 31,6 [C-16], 34,1 [C-2], 63,4 [C-37], 65,1 [C-17],
70,3 [C-27], 174,4 [C-1].
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6 Zusammenfassung

Die Klarung kausaler Zusammenhange zwischen individuellen Geschmackspraferen-
zen und Erndhrungsverhalten legt interindividuelle Variationen in der Ausstattung mit
Geschmacksrezeptorgenen nahe und setzt die Klarung der dem Geschmack zugrun-
de liegenden Molekile voraus. Da insbesondere die individuelle Bitterwahrnehmung
mit der Verzehrspraferenz pflanzlicher Lebensmittel wie z.B. Chicorée (Cichorium
intybus L. var. foliosum Hegi) oder erhitzter Avocado (Persea americana Mill. cv.
Hass) zusammenzuhangen scheint, gilt es, die diesen Bittergeschmack induzieren-

den Verbindungen zunachst zweifelsfrei zu identifizieren.

Durch aktivitatsorientierte Fraktionierung konnten unter Anwendung der Ge-
schmacksverdinnungsanalyse die Guaiansesquiterpenlactone 114,13-Dihydro-
lactucin (1), Lactucin (2), 8-Desoxylactucin (3), 114,13-Dihydro-8-desoxylactucin (4)
und Lactucopicrin (5) sowie das Sesquiterpenlactonglycosid Cichoriosid B (6) als
SchlUsselbitterstoffe von Chicorée identifiziert werden. Als weitere geschmacksaktive
Verbindung konnte die Cichoriensaure (7) identifiziert werden, die einen stark
adstringierenden Mundeindruck hinterlieB. Humansensorische Studien ergaben
Schwellenwerte der Lactone 1-5 in einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis
20,2 umol/l und unabhéangig von deren Struktur ahnlich verlaufende Dosis/Wirkungs-
Funktionen. Um den Dosis-Wirkungsverlauf bzw. das sensorische Verhalten ober-
halb ihrer Bitterschwellenwertkonzentrationen zu untersuchen, wurde von Dihydro-
lactucin (1) im Vergleich zu seinem O-f-D-Glycosid-Analogon Cichoriosid B (6) je-
weils eine Dosis-Wirkungs-Funktion erstellt. Dabei zeigte 6 bei den Dose-over-
Threshold-(DoT)-Faktoren oberhalb der Geschmacksschwellenwertkonzentration
stets die h6heren Intensitaten an Bitterkeit.

Quantitative Analysen einzelner Salatkopfpartien mittels HPLC-MS/MS flhrten zu
dem Ergebnis, dass die Sesquiterpenlactonbitterstoffe 1-5 innerhalb eines Chicorée-
Salatkopfes nicht homogen verteilt sind. Gerade in den Blattspitzen sind starke An-
reicherungen von Lactucopicrin (5), dem Bitterstoff mit dem niedrigsten Schwellen-
wert, zu verzeichnen, was mit einem erhéhten Schutzbedirfnis dieser Wachstumsre-
gionen einhergeht. Des Weiteren wurde eine HPLC-MS/MS-Multimethode zwecks
Screening von Korbblltlern auf Chicorée-Bitterstoffe 1-5 entwickelt. Neben Chicorée-
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Salat (Cichorium intybus L. var. foliosum Hegi) wurden Chicorée-Wurzeln (Cichorium
intybus L. var. sativum), Radicchio Rosso (Cichorium intybus L. var. foliosum), Zu-
ckerhut (Cichorium intybus L. var. foliosum), griiner Ldwenzahn ( Taraxacum officina-
le F. H. Wigg.), gebleichter Léwenzahn (Taraxacum officinale F. H. Wigg.) sowie die
spanische und sardinische Artischocke (Cynara scolymus L.) untersucht. Dihydrolac-
tucin (1), 8-Desoxylactucin (3) und Lactucopicrin (5) konnten dabei in allen Untersu-

chungsmaterialien nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden.

Um die im Zuge der thermischen Verarbeitung von Avocado auftretende Bitterkeit auf
molekularer Ebene zu definieren, wurden L&sungsmittelextrakte aktivitatsorientiert
fraktioniert, im AnschluB konnten mittels LC-MS/MS und NMR-Studien insgesamt
zwolf Oxylipine als Bitterstoffe identifiziert werden: 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-in
(1), 1,2,4-Trihydroxyheptadeca-16-en (2), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-
in (3), 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-n-heptadeca-16-en (4), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-o0xo-n-
heptadeca-16-en (5), 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-n-heptadecan (6), 1-Acetoxy-2-
hydroxy-4-oxo-n-octadeca-12-en (7), (Z,Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-
5,12,15-trien (8), (Z,2)-1-Acetoxy-2,4-dihydroxyheneicosa-12,15-dien (9), (Z2)-1-
Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-dien (10), 1-Linoleoylglycerin (11) und 1-
Stearoylglycerin (12). Interessanterweise zeigten einige dieser Verbindungen in Kon-
zentrationen unterhalb deren Bitterschwellenwertskonzentration geschmacksverstar-
kende Wirkung. So verstarkte die Anwesenheit dieser Verbindungen die sogenannte
Kokumi-Intensitat einer Modellbrihe. Dieser Mundfille bzw. Kokumi verstarkende
Effekt bzw. dessen Auftreten wurde erstmalig im Zusammenhang mit den isolierten
Verbindungen beobachtet. Dabei zeigte sich das (Z,2)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-
heneicosa-12,15-dien (10) als die Schlisselverbindung mit den jeweils héchsten Ak-
tivitatswerten flr den Bittergeschmack als auch den Kokumi-Eindruck. Struk-
tur/Wirkungs-Uberlegungen ergaben, dass interessanterweise nur Verbindungen mit
einer 1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo- oder 1-Acetoxy-2,4-dihydroxy-Partialstruktur einen

Kokumi-Effekt ausldsten, wahrend die anderen Avocado-Inhaltsstoffe inaktiv waren.

Mittels interner Standardkalibration, wobei 1-O-Palmitylglycerin (IS) als interne
Referenzsubstanz fungierte, erfolgte anschlieBend die Quantifizierung der
identifizierten Substanzen mittels HPLC-MS/MS-Analyse. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Geschmacksstoffe 1-12 erst beim Erhitzen von Avocado entstehen
und deren Bildungen mit zunehmender Temperatur sowie Erhitzungsdauer
beglnstigt waren.
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Die vorliegende Arbeit liefert letztendlich zentrale Daten zur Struktur und sensori-
schen Wirksamkeit von Bitterstoffen und Kokumi-Verbindungen in Chicorée und A-
vocado und legt somit die Grundlage zur Deorphanisierung von Bitterrezeptoren und
zu Folgestudien zur Aktivierbarkeit von Geschmacksrezeptorgenvarianten durch de-

finierte bittere Liganden.
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