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Einleitung

1  Einleitung

Sowohl Parmesankése (Parmigiano Reggiano) als auch Traditioneller Balsamico Essig aus
Modena oder Reggio Emilia (Aceto Balsamico Tradizionale di Modena/di Reggio Emilia)
werden durch aufwiéndige, traditionelle Verfahren hergestellt. Aufgrund ihres
charakteristischen Geschmacks und Aromas erfreuen sich beide Lebensmittel weltweit immer
groflerer Beliebtheit und werden zum Verfeinern und Abrunden verschiedenster Gerichte,

insbesondere in der mediterranen Kiiche, verwendet.

1.1 Parmesankase

Parmesankidse (Parmigiano Reggiano) ist ein traditioneller italienischer Extra-Hartkése aus
roher Kuhmilch und gehort zusammen mit dem Grana Padano und Granone Lodigiano zur
Gruppe der sogenannten Grana-Kise, die sich durch eine lange Reifezeit und eine kompakte,
aber dennoch kornige und briichige Konsistenz auszeichnen und vor allem zum Verfeinern
und Wiirzen verschiedener Speisen verwendet werden (McSweeney et al., 2004). Aufgrund
seines intensiv wiirzigen und leicht scharfen Geschmacks sowie ausgewogenen Aromas ist
Parmesankise nicht nur in Italien, sondern weltweit bei Konsumenten sehr beliebt. Die
Produktion betrug im Jahr 2010 ca. 110 000 t (3.018.260 Laibe), von denen insgesamt
37 000 t exportiert wurden (CRPA, 2010).

Die erste nachweisliche Erwdhnung des Parmesans stammt aus dem Jahr 1579 (Fox und
McSweeney, 2004). Der Ursprung des Kises, der in der norditalienischen Po-Ebene liegt, ldsst
sich aber bis ins 13. Jahrhundert zuriickverfolgen (Bartolini, 2006). Parmesankédse unterliegt
in Italien schon seit dem Jahr 1955 den Richtlinien der geschiitzten Herkunftsbezeichnung
(D.P.R. 1269/1955) und gehort seit 1996 EU-weit zur Gruppe der Lebensmittel mit
geschiitzter Ursprungsbezeichnung (g.U.) (Verordnung EG-2081/92, 1992). Die Herstellung
ist auf die Regionen Parma, Reggio Emilia, Modena, Mantua und Bologna beschrinkt. Das
Consortio del Formaggio Parmigiano Reggiano, eine seit 1957 gesetzlich anerkannte
Genossenschaft der Parmesanproduzenten, kontrolliert die Einhaltung strenger Auflagen bei

der Produktion (Bartolini, 2006).

Die Herstellung erfolgt bis heute nicht im industriellen Mafstab, sondern in vielen kleinen
Molkereien nach einem traditionellen und klar festgelegten Verfahren. Dabei darf nur

Rohmilch von Kiihen verwendet werden, die in der Region gehalten werden und deren
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Fiitterung ebenfalls den Regularien des Consortiums unterliegt. Im Gegensatz zu den
Regularien fiir die Herstellung von Grana Padano ist z.B. die Verwendung von fermentiertem

Futter wie Silage verboten (Consortio del Formaggio Parmigiano Reggiano, 2011).

Das im Folgenden erlduterte Herstellungsverfahren flir Parmesankdse ist schematisch in
Abbildung 1 dargestellt. Die Milch des abendlichen Melkvorgangs, das sogenannte
Abendgemelk, wird liber Nacht in offenen Edelstahlbecken gelagert, wobei eine natiirliche
Aufrahmung stattfindet. Nach dem Abschdpfen der Rahmschicht am néchsten Morgen wird
das Abendgemelk in gleichen Teilen mit unbehandeltem Morgengemelk vermischt, wodurch
sich ein Fettgehalt von 2,4 — 2,5 % ergibt. Die anschlieBend zugegebenen Starterkulturen
stammen aus der Molke der Produktion des Vortages und setzen sich zumeist aus
thermophilen Lactobacillen zusammen, wie z.B. Lb. helveticus, Lb. delbrueckii ssp. lactis und
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (Gobetti, 2004). In konischen Kupferkesseln erfolgt dann
durch Zugabe von Kélber-Lab bei 33 — 35 °C das Dicklegen. Nach einer Ruhephase von 30
Minuten wird der entstandene Késebruch zerkleinert und anschlieend fiir zehn bis zwdlf
Minuten auf 55 °C erhitzt, um Wasser aus dem Bruch zu verdrdngen. Dieser wird dann
mittels Leinentiichern aus der Molke gehoben und in runde Plastikformen gefiillt. Diese sind
so gestaltet, dass der charakteristische Parmigiano Reggiano-Schriftzug, ein numerischer
Code der Kaserei sowie Monat und Jahr der Herstellung in den Laib gestanzt werden und

spéter auf der Rinde gut erkennbar sind (Consortio del Formaggio Parmigiano Reggiano,
2011).

Aus dem Kisebruch jeden Kessels entstehen zwei Késelaibe, die jeweils 38 — 40 kg wiegen,
18 — 25 cm hoch sind und einen Durchmesser von 33 — 45 cm aufweisen. Durch leichtes
Pressen wird weitere Molke aus dem Laib entfernt und als zweites Authentizitdtsmerkmal
eine Caseinmarke mit einem, fiir jeden Laib individuellen, alphanumerischen Code
aufgebracht. Nach einer Ruhezeit von zwei bis drei Tagen werden die Késelaibe fiir 20 — 23
Tage bei Raumtemperatur in Salzlake belassen, bevor die bis zu 36 Monate dauernde
Reifezeit beginnt. Diese findet in klimatisierten Rdumen bei 18 — 20 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 85 % statt. Der gereifte Kdse weist ein Gewicht von 33 — 35 kg/Laib,
einen Wassergehalt von 28 — 32 %, einen Proteingehalt von ca. 33 % und einen Fettgehalt von
ca. 28 % auf. Ebenfalls charakteristisch ist der erndhrungsphysiologisch wertvolle und durch
die intensive Proteolyse bedingte hohe Gehalt an essentiellen freien Aminosduren (Gobetti,

2004).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Parmesankiiseherstellung nach Fox und McSweeney (2004).

Parmesankdse ist in verschiedenen Alterungsstufen und Qualitdtsklassen erhéltlich, die
jeweils anhand verschiedener Symbole auf dem Laib oder der Verpackung zu erkennen sind.
In den Handel gebracht werden darf der Parmesankise friihestens nach einer Reifezeit von 12
Monaten und nur nach bestandener Qualitdtspriifung durch das Consortium. Weitere
handelsiibliche Reifestufen, die durch verschiedenfarbige Siegel gekennzeichnet sind, weisen
Lagerungszeiten von mindestens 18, 22 und 30 Monaten auf. Der Kéise wird nach 18-

monatiger Reifezeit einer weiteren Qualitdtspriifung unterzogen und erhélt in Abhingigkeit
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von der Qualitdt ein weiteres Glitesiegel (Consortio del Formaggio Parmigiano Reggiano,

2011).

Mangelnde Kenntnisse iiber die, den Geschmack von Parmesankése ursidchlich priagenden
Inhaltsstoffe machen eine Geschmacksoptimierung durch gezielte Steuerung von

Prozessparametern bisher nicht moglich.

1.2 Balsamico Essig

Unter dem Begriff Essig versteht man ein sauer schmeckendes Wiirz- oder
Konservierungsmittel, das durch Fermentation alkoholhaltiger Fliissigkeiten mit
Essigsdurebakterien erhalten wird. Durch die gro3e Vielzahl an vergorenen Fliissigkeiten, die
als Rohstoff dienen konnen, entstehen verschiedenste Essigsorten mit unterschiedlichen
sensorischen Eigenschaften. So gibt es Branntweinessige, die z.B. aus Whiskey oder Wodka
hergestellt werden, Weinessige aus Rotwein, Weillwein oder Champagner, Obstessige wie
den Apfel-, oder Himbeeressig und sogar Gemiiseessige aus Gurken-, Spargel- oder
Karottensaft (Briggs, 2007). Essige, die aus eingedicktem Traubensaft entstehen, werden als
Balsam- oder Balsamico-Essige bezeichnet, wobei zwischen drei sehr unterschiedlichen
Produkten unterschieden werden muss: dem Balsamico Essig, dem konventionellen
Balsamico Essig aus Modena (Aceto Balsamico di Modena) und den Traditionellen
Balsamico Essig (Aceto Balsamico Tradizionale) aus Modena bzw. Reggio Emilia (Giudici et

al., 2009).

Da der Begriff ,Balsamico®“ nicht geschiitzt ist, wird Balsamico Essig weltweit im
industriellen Mafstab aus Wein- oder Branntweinessig sowie Farb- und Aromastoffen
hergestellt. Balsamico Essigaus Modena (ABM) hingegen besteht ausschlieBlich aus
Weinessig und eingedicktem Traubenmost und darf nur durch den Zusatz von Zuckercouleur
in seiner Farbe stabilisiert werden. Dieser Essig ist ein Produkt mit geschiitzter
geographischer Angabe (g.g.A) (EG-VO 583/2009), dessen Herstellung sich auf die
norditalienischen Provinzen Modena und Reggio Emilia beschrankt und eine Reifezeit von 60

Tagen vorsieht.
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Traditioneller Balsamico Essig (ABT) wird hingegen im kleinen Mafstab und nach
traditionellen Verfahren ausschlieBlich aus Traubenmost hergestellt. Dieser Spezialititen-
essig zeichnet sich durch eine lange Reifezeit von mindestens zwolf Jahren in Holzfassern
aus, wodurch er eine sirupdse Konsistenz und sehr siifen und fruchtig-sauren Geschmack
erhélt (Giudici et al., 2009). In Abhingigkeit von der geographischen Herkunft wird zwischen
Aceto Balsamico Tradizionale di Modena (ABTM) und Aceto Balsamico Tradizionale di
Reggio Emillia (ABTRE) unterschieden, die beide seit 1986 in Italien (GU 82/9-4-1986) und
seit dem Jahr 2000 EU-weit zur Gruppe der Lebensmittel mit geschiitzter
Ursprungsbezeichnung (g.U.) gehoren (EG-VO 813/2000). Um ihre Authentizitit
gewdhrleisten zu konnen, unterliegt die Produktion beider Traditioneller Balsamico Essige
den Regularien mehrerer gesetzlich anerkannter Genossenschaften (Consortia), die die
Einhaltung der vorgeschriebenen Parameter kontrollieren und die Qualitidt der gereiften
Produkte bewerten. Dabei unterscheiden sich der ABTM und ABTRE nicht in ihrem
Herstellungsprozess, sondern nur in den fiir den minimalen Sauregehalt und die minimale
Dichte festgelegten Werten sowie die im Handel erhéltlichen Reifestufen, die anhand von
unterschiedlichen Siegeln entsprechend gekennzeichnet sind. ABTM, der in Alterungsstufen
von mindestens 12 (affinato) und 24 Jahren (extravecchio) erhéltlich ist, muss einen
minimalen Sduregehalt von 4,5 % und eine Dichte von mindesten 1,24 g/ml aufweisen. Beim
ABTRE, der in drei Alterungsstufen im Handel ist (12 (aragosta), 18 (argento) und 25 Jahre
(oro)), sind 5,0 % Saure und eine Dichte von 1,20 g/ml vorgeschrieben (Giudici et al., 2009).

Fiir die Herstellung der Traditionellen Balsamico Essige werden vornehmlich weifle Trauben
der Sorten Trebbiano und Sauvignon und zu einem geringen Anteil die roten Rebsorten
Lambrusco oder Ancellota verwendet, die alle aus regionalem Anbau stammen miissen
(Consonni und Gatti, 2004; Giudici et al., 2009). Nach dem Pressen der Trauben und
Abtrennen des Trebers wird der erhaltene Most in Kesseln iiber offener Flamme bei 80 —
90 °C fiir 12 — 24 Stunden erhitzt, bis er nur noch ca. 30 % seines urspriinglichen Volumens
aufweist (Abbildung 2). Die dabei entstandenen Kolloide und Schaumstoffe werden
abgetrennt und der Most in das sogenannte Botte Madre, ein groBBes, meist aus Eichenholz
bestehendes Fass, umgefiillt. Im Botte Madre verbleibt der Most iliber den Winter, wobei
zunidchst eine Kldrung stattfindet, der sich die beginnende, spontane Fermentation durch
verschiedene Hefestimme und Essigsdurebakterien anschlieBt. Die Mikroorganismen
stammen dabei ausschlieBlich aus der Luft, ein gezielter Zusatz ist untersagt. Untersuchungen

zur Mikroflora Traditioneller Balsamico Essige ergaben vor allem Hefen der Spezies
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Zygosaccharomyces, Hanseniaspora und Candida (Solieri et al., 2005, 2007) sowie
Essigsdurebakterien der Spezies Gluconacetobacter und Acetobacter (De Vero et al., 2006;

Gullo et al., 2006).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von Traditionellem Balsamico Essig
nach Giudici et al. (2009).

Die weitere Fermentation sowie endgiiltige Reifung findet in einer Kaskade von Holzfédssern,
der sogenannten Batteria, statt und dauert mindestens zwdlf Jahre. Eine Batteria besteht aus
mindestens fiinf Fassern, kann aber auch bis zu zehn Fisser umfassen. Dabei nehmen die
Fasser chronologisch in ihren Volumina ab und sind aus verschiedenen Holzarten hergestellt.
Héaufig verwendete Holzer sind Kastanie, Akazie, Kirsche, Eiche, Maulbeere, Esche oder
Wacholder, wobei die Reihenfolge und Vielfalt der Holzarten jedem Essigproduzenten
iiberlassen ist (Giudici et al., 2009). Einmal jdhrlich findet ein als Rincalzo bezeichneter
Umfiillprozess statt (Abbildung 3), der mit dem Entnehmen von reifem Essig aus dem
kleinsten Fass beginnt, und sich durch sukzessives Auffiillen bis zum Fass mit dem groften

Volumen fortsetzt.



Einleitung

1. Fass 2. Fass 3. Fass
Maulbeere Esche Kirsche Kastanie

Abbildung 3. Beispiel fiir eine bei der Herstellung von Traditionellem Balsamico Essig verwendete
Fassbatterie und die durchgefiihrten Umfiillprozesse. Mit leichten Verinderungen iibernommen von
Cocchi et al. (2002).

Dieses wird dann mit dem schon teilweise fermentierten Most aus dem Botte Madre
aufgefiillt. Auch hier unterliegen die Details in der Durchfithrung, wie z.B. entnommenes
Volumen oder sporadisches Uberspringen eines Fasses, dem personlichen Ermessen des
Herstellers (Cocchi et al., 2006b). Der angestammte Platz der Fassbatterien, von denen die
meisten Essigproduzenten mehrere besitzen, ist traditionell auf dem Dachboden des Hauses
oder einer Scheune. So fiihren die jahreszeitlich bedingten Temperaturschwankungen
wihrend der gesamten Lagerungszeit zu alternierenden Phasen der Ruhe im Winter und
erhohter mikrobiologischer Aktivitit und Evaporation von fliichtigen Inhaltsstoffen und
Wasser im Sommer (Caligiani et al., 2007). Aufgrund des aufwindigen und zeitintensiven
Herstellungsprozesses, der fiir 1 — 1,5 Liter Essig ca. 100 kg Trauben benétigt, werden pro
Jahr insgesamt nur ca. 10 000 Liter der beiden Traditionellen Balsamico Essige erhalten

(Merkle, 2002).

Im Laufe der Herstellung und Lagerung laufen zahlreiche mikrobiologische, chemische und
physikalische Prozesse ab, die zur charakteristischen Konsistenz und Farbe sowie zum Aroma
und Geschmack der Traditionellen Balsamico Essige beitragen. So findet wéhrend des
Einkochen des Mostes, neben einer Aufkonzentrierung, der Abbau von Zuckern und damit
verbunden die Entstehung von 5-Hydroxymethylfurfural im Zuge der Maillard-Reaktion
sowie die Bildung von Polymeren statt (Antonelli et al., 2004; Cocchi et al., 2007; Giudici et
al., 2009). Aufgrund der Metabolisierung von Zuckern durch verschiedene Hefestimme und

der sich anschlieBenden Ethanoloxidation durch Essigsdurebakterien entstehen im Botte
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Madre sowie in den beiden grofften Féssern der Batteria neben groBen Mengen Essigsdure
weitere potentielle Aroma- und Geschmacksstoffe wie z.B. Glycerin, Bernsteinsdure,
Ethylacetat, Acetaldehyd, Acetoin oder Gluconsiure (Plessi et al., 1989; Ciani, 1998;
Granchi, 2002). Ab dem dritten Fass der Batteria tritt aufgrund des hohen Zuckergehaltes und
niedrigen pH-Wertes allerdings keine mikrobiologische Aktivitdt mehr auf, sondern finden
nur noch physikalische und chemische Reifungsprozesse statt (Cocchi et al., 2002). Durch
weitere Wasserevaporation setzt sich auch die Aufkonzentrierung der Inhaltsstoffe fort, die
wiederum zu Polymerisierungen und Prizipitationen und somit zur Erh6hung der Dichte fiihrt

(Giudici et al., 2009).

Da die den typischen Geschmack von Traditionellem Balsamico Essig ursdchlich prigenden
Molekiile weitesgehend unbekannt sind, ist eine gezielte Steuerung der Prozessparameter mit

dem Ziel einer Geschmacksoptimierung bisher nicht moglich.

1.3 Geschmack und Geschmackswahrnehmung

1.3.1 Grundlagen der Geschmackswahrnehmung

Der sensorische Gesamteindruck, der beim Verzehr eines Lebensmittels entsteht setzt sich,
neben der Textur, vor allem aus der Aroma- und der Geschmackswahrnehmung zusammen.
Das Aroma wird durch die Wechselwirkung unpolarer, fliichtiger Verbindungen mit
Rezeptoren in der Riechschleimhaut im Nasendach hervorgerufen. Dabei konnen Aromastoffe
entweder direkt iiber die Nase (orthonasal) oder beim Zerkauen und Schlucken eines
Lebensmittels {iber den Rachenraum (retronasal) zur Riechschleimhaut gelangen
(Hildebrandt, 2008). Der Geschmack wird hingegen in erster Linie durch die Wahrnehmung
von nicht-fliichtigen, zumeist wasserloslichen Substanzen im Mundraum induziert. Die
Unterscheidung zwischen den fiinf Grundgeschmacksqualitéten siif3, salzig, sauer, bitter und
umami ist inzwischen allgemein akzeptiert, wobei angenommen wird, dass jede Qualitdt mit
einer erndhrungsphysiologischen Eigenschaft oder potentiellen Gefahr assoziiert werden
kann. So deutet ein siiBer Geschmack auf die Anwesenheit von Kohlenhydraten und damit auf
energiereiche Nahrung hin. Salziger Geschmack wird mit der Aufnahme von Natrium und
weiteren Mineralien, die fiir den Elektrolythaushalt des Korpers wichtig sind, korreliert.

Umamigeschmack weist auf einen hohen Proteingehalt eines Lebensmittels hin. Da viele
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Giftstoffe vom Menschen als bitter wahrgenommen werden, soll ein bitterer Geschmack eine
Aversion gegen ein bestimmtes Lebensmittel hervorrufen und dadurch die Aufnahme von
potentiell toxischen Substanzen verhindern. Ebenfalls aversiv assoziiert ist ein intensiver
saurer Geschmack. Dieser soll die Aufnahme von zu viel Sdure, die den Sdure-Base-Haushalt
des Korpers beeintrdchtig sowie den Verzehr unreifer Friichte oder vergorener Nahrung
unterbinden. Desweiteren sind sensorische Sinneseindriicke auch an der Aktivierung von
Verdauungsvorgingen, beispielsweise der Freisetzung von Enzymen oder Anregung der
Darmperistaltik, die fiir die Absorption der aufgenommenen Nahrung essentiell sind, beteiligt

(Chandrashekar et al., 2006; Chaudhari und Roper, 2010).

Fir die Wahrnehmung aller fiinf Grundgeschmacksarten konnten inzwischen spezifische
chemosensorische Rezeptoren identifiziert werden, wobei die molekularen Prozesse, auf
denen die Wahrnehmung der einzelnen Qualititen basieren, sehr unterschiedlich sind. So
werden saurer und salziger Geschmack ionotrop liber Membrankanile vermittelt. Siif3er,
bitterer und umami Geschmack hingegen werden metabotrop iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptorproteine (GPCR) transduziert. Dabei wird der bittere Geschmack von 25 Rezeptoren
der Familie hTAS2R vermittelt, siiler Geschmack durch den heterodimeren
hTAS1R2/hTAS1R3-Rezeptor und der Umamigeschmack durch den hTASIRI1/hTASIR3-
Rezeptor (Chaudhari und Roper, 2010). Ein weiterer sensorischer Eindruck, der vor allem
beim Genuss von Rotwein, Tee oder Whiskey eine Rolle spielt ist die Adstringenz, die als
raues und austrocknendes Gefithl im Mundraum wahrgenommen wird. Die molekularen
Ursachen dieser Geschmacksempfindung sind jedoch noch nicht abschlieBend geklért.
Sowohl das Ausfillen von Speichelproteinen durch adstringierende Verbindungen und die
damit verbundene Verminderung der Gleitfahigkeit des Speichels als auch eine Beteiligung
von Rezeptoren werden in der Literatur diskutiert (Bajec und Pickering, 2008; Lee et al.,

2012).

Die Geschmacksrezeptoren sind hauptsdchlich in den Geschmackspapillen der
Zungenschleimhaut (linguale Mucosa) lokalisiert. Diese werden anhand ihrer Form in drei
Arten unterteilt (Abbildung 4 A): Wallpapillen sind am hinteren Teil der Zunge zu finden
und weisen ungefdhr 1000 Geschmacksknospen auf. Die Blattpapillen befinden sich am Rand
des hinteren Zungenteils und enthalten bis zu 100 Geschmacksknospen. Die Pilzpapillen, die
im vorderen Teil der Zunge zu finden sind, besitzen nur einige wenige Geschmacksknospen

(Palmer, 2007). Geschmacksknospen, weisen eine zwiebelartige Form auf, bestehen aus bis
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zu 100 differenzierten, neuroepithalen Geschmackssinneszellen und sind inselartig in die
Schleimhaut der Papillen eingebettet (Abbildung 4 B). Die apikalen Enden der
Geschmackszellen sind eng zusammengefasst und besitzen haarformige Strukturen
(Mikrovilli), die in eine Pore, die Geschmackspore, ragen. Durch die Konzentrierung der
spezifischen Geschmacksrezeptoren auf den Mikrovilli kdnnen oral aufgenommene
Geschmacksstoffe in der Geschmackspore mit den Rezeptoren in Wechselwirkung treten

(Palmer, 2007).
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Abbildung 4. (A) Die drei Arten der Geschmackspapillen (Wallpapillen, Blattpapillen, Pilzpapillen) und
ihr Vorkommen auf der Zunge. (B) Aufbau einer Geschmacksknospe. Mit leichten Verinderungen
iibernommen von Chandrashekar et al. (2006).

Bei den Geschmackssinneszellen werden aufgrund von Morphologie, funktionellen
Eigenschaften und Genexpressionsmustern drei verschiedene Typen unterschieden: Typ I,
Typ I und Typ III (Abbildung 5). Daneben existieren noch undifferenzierte Basalzellen und
Trégerzellen. Fiir die am hdufigsten vorkommenden Typ I Zellen konnte die selektive
Expression von GLAST, NTPDase 2 und ROMK nachgewiesen werden. Bei GLAST
(Glutamat/Aspartat Transporter) handelt es sich um ein Protein, das unter anderem in den
Stiitzzellen (Gliazellen) des Innenohrs und der Retina identifiziert wurde und an der
Aufnahme von Glutamat beteiligt ist. NTPDase 2 (Nukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase
2) ist eine membrangebundene Nukleotidase, die extrazelluldres ATP hydrolisiert und den
Neurotransmitter somit deaktiviert. Dies deutet auf eine Beteiligung der Typ I Zellen an der
Unterbindung von synaptischer Reizweiterleitung hin. Dem Kaliumkanal ROMK (Renal

Outer Medullary Potassium Channel) wird eine Beteiligung an der K'-Homdostase der

10
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Geschmacksknospen durch Elimination iiberschiissigen Kaliums zugeschrieben. Dadurch
wird die Anregbarkeit der Typ II und IlI-Zellen gewihrleistet. Aufgrund der dargestellten
Eigenschaften wird eine Funktion der Typ-I Zellen als Gliazellen angenommen. Zusitzlich
wird eine Beteiligung an der Salzwahrnehmung vermutet, die aber noch bestétigt werden

muss (Chaudhari und Roper, 2010; Bigiani und Prandi, 2011).

K* Salty? Sweet, Sour
/ [ umami, \4
ROMK " bitter y
) : +
| /
V4 H
v
Ca?
A P2Y
v Cat '\ P2Y

Sensory
> afferent fibers

Abbildung 5. Die drei Typen der Geschmackssinneszellen: Glia-dhnliche Zellen (Typ I), Rezeptorzellen
(Typ II) und Prisynaptische Zellen (Typ III). ROMK = Renal Outer Medullary Potassium channel;
P2Y = ATP-Rezeptor; Panxl = Pannexin 1; P2X = ATP-Rezeptor; 5-HT = 5-Hydroxytryptamin. Mit
leichten Verinderungen iibernommen von Chaudhari und Roper (2010).

In den Membranen der auch als Rezeptorzellen bezeichneten Typ II Zellen wurden die
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) fiir SiiB-, Bitter- und Umamigeschmack
lokalisiert. Dabei bildet jede Rezeptorzelle nur Rezeptoren fiir eine Geschmacksqualitit aus
und kann folglich auch nur von Liganden, die diesen bestimmten Rezeptor aktivieren
stimuliert werden. Eine Aktivierung von Typ II Zellen durch saure oder salzige Substanzen
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Weitere charakteristische Eigenschaften der Typ 11
Zellen sind die Ausbildung von spannungsgesteuerten Natrium- und Kaliumkanélen,
Pannexin I, einem Halbkanal zur ATP-Freisetzung und von verschiedenen Rezeptoren, die fiir
die  Geschmackstransduktionskaskade  essentiell sind.  Interessanterweise  bilden
Rezeptorzellen keine Synapsen mit afferenten Nerven aus (Chaudhari und Roper, 2010;

Bigiani und Prandi, 2011).

11
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Typ III Zellen exprimieren Proteine, die die Féhigkeit zur Synapsenbildung mit Nervenenden
besitzen, wie z.B. das SNAP-25 (Synaptosomal-assoziiertes Protein 25). Auch
spannungsgesteuerte Calciumkanéle, die mit der Ausschiittung von Neurotransmittern
assoziiert sind, wurden lokalisiert. Zusétzlich konnte die Freisetzung der Neurotransmitter
5-Hydroxytryptamin und Norepinephrin aus Typ III Zellen nachgewiesen werden. Daher
werden diese auch als prisynaptische Zellen bezeichnet. Eine Hauptfunktion der Typ III
Zellen ist die Weiterleitung von Signalen der Rezeptorzellen (Typ II). Desweiteren konnte
eine unmittelbare Aktivierung durch saure Verbindungen und Kohlensédure nachgewiesen

werden (Chaudhari und Roper, 2010; Bigiani und Prandi, 2011).

Die Stimulation von Rezeptorzellendurch siif3, bitter oder umami schmeckende Substanzen
induziert eine Signaltransduktionskaskade, die inzwischen im Detail bekannt ist. Nach
Bindung eines Geschmacksstoffes aktivieren die G-Protein gekoppelten Rezeptoren
heterotrimere GTP (Guanosintriphosphat)-bindende Proteine. Im Fall des Bitterrezeptors sind
dies a-Gustducin und a-Transducin, beim Sii}- und Umamirezeptor vor allem Gal4. Die
jeweils freigesetzte dimere GRy-Untereinheit aktiviert die Phospholipase PLCB2, welche die
Spaltung von membrangebundenem Phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphat  (PIP;) in
Diacylglycerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) katalysiert. Im Folgenden induziert 1P3
die Offnung von IP3R3-Ionenkanilen des Endoplasmatischen Reticulums (ER), wodurch Ca®"
Ionen aus dem ER ins Cytosol freigesetzt werden. Die erhdhte Calciumkonzentration bewirkt
den Einstrom von Natriumionen durch TrpM5-Kanéle (transient receptor potential channel) in
die Zelle, die dadurch depolarisiert wird. Uberschreitet das Depolarisationspotential einen
bestimmten Schwellenwert, entsteht ein Aktionspotential, das in Kombination mit dem
erhdhten Ca**-Spiegel die Ausschiittung des Neurotransmitters ATP aus der Zelle durch den
Halbkanal Pannexin 1 zur Folge hat. ATP aktiviert dann {iber Rezeptoren (P2X, P2Y) sowohl
die priasynaptischen Zellen der Geschmacksknospen als auch afferente Nervenfasern, die sich
in der Nédhe der Rezeptorzelle befinden (Chaudhari und Roper, 2010). Durch die
Weiterleitung liber Nervenfasern des Nervus facilis, Nervus glossopharyngeus und Nervus
vagus gelangt das Signal zum Hirnnervenkern Nucleus tractus solitarii und von dort weiter in
die Geschmacksfelder der Gehirnrinde im Bereich des Gyrus postcentralis (Bachmanov und

Beauchamp, 2007; Hildebrandt, 2008).
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1.3.2 SuR-, Umami- und Bittergeschmack

Die metabotrope Vermittlung von Siil-, Umami- und Bittergeschmack durch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren ist inzwischen allgemein anerkannt. Siiler und Umami Geschmack
werden durch heterodimere Rezeptorproteine der hTAS1R-Familie transduziert, wobei der
Siirezeptor aus dem Dimeren hTAS1R2/hTAS1R3 und der Umamirezeptor aus den Dimeren
hTAS1R1/hTASIR3 aufgebaut ist. Die Wahrnehmung des Bittergeschmacks erfolgt durch 25
Rezeptoren, die zur hTAS2R-Familie gehoren (Bachmanov und Beauchamp, 2007,
Chaudhari und Roper, 2010).

SiiB3- und Umamigeschmack

Die hTAS1R-Proteine, die an der Wahrnehmung des Sii- und Umamigeschmacks beteiligt
sind, werden zur Klasse C der GPCR gezihlt, weisen eine Linge von ca. 850 Aminosiuren
auf und zeichnen sich durch einen kurzen intrazelluliren C-Terminus, eine heptahelicale
Transmembrandoméne (7-TM) sowie einen langen, extrazelluliren N-Terminus aus. Letzterer
unterteilt sich in die aus ca. 80 Aminosduren bestehende cysteinreiche Region (CRD) und das
Venusflytrap Modul (VFTM) (Abbildung 6). Das VFTM ist durch eine zangen&hnliche Form
charakterisiert, bei der unterer und oberer Fliigel durch die sogenannte Scharnierregion

verbunden sind (Pin et al., 2003; Urwyler, 2011).

Orthosteric site

VFTM
Possible
allosteric ef: ——————————— CRD
sites .
extracellular
7-TM

mtracellular

Abbildung 6. Schematische Darstellung eines Rezeptors der Familie TIR. VFTM = Venus Fly Trap
Module; CRD = cysteinreiche Domiine; 7-TM = heptahelicale Transmembrandomine. Abbildung
iibernommen von Urwyler (2011).
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Die Expression von sowohl TASIR1, TASIR2 wund auch TASIR3 in den
Geschmackssinneszellen verschiedener Sduger wurde um die letzte Jahrtausendwende durch
mehrere Arbeitsgruppen nachgewiesen. Da vor allem das Vorkommen von TASIR3 mit der
Wahrnehmung siifler Liganden korreliert werden konnte, wurde fiir dieses Protein eine Rolle
als Siirezeptor postuliert (Hoon et al., 1999; Bachmanov et al., 2001). Desweiteren wurde
die Coexpression von jeweils 2 TASIR-Proteinen in einzelnen Geschmackssinneszellen
nachgewiesen, wobei vor allem TAS1R2 und TAS1R3 sowie TASIR1 und TASIR3
gemeinsam vorkamen. Dies wies auf die Bildung von funktionellen Heterodimeren hin
(Montmayeur et al., 2001; Max et al., 2001; Nelson et al., 2001). Die Annahme, dass das
Heterodimer TAS1R2/TASIR3 fiir die Vermittlung des SiiBgeschmacks verantwortlich ist,
wurde von Nelson et al. (2001) sowie Li et al. (2002) anhand funktioneller Zellassays
bewiesen. Humane embryonale Nierenzellen (HEK-293), die durch Transfektion den
TASIR2/TAS1R3-Rezeptor sowie alle fiir die Signaltransduktionskaskade notwendigen
Faktoren ausbildeten, zeigten eine deutliche Aktivierung durch die Applikation diverser
StiBstoffe. Zellen, die jeweils nur eine der beiden TASI1R-Untereinheiten exprimierten,
zeigten hingegen keine Aktivierung. Dieses Ergebnis wurde 2003 durch Untersuchungen an
TAS1R2- bzw. TASIR3-Knockout-Mdusen (Zhao et al.) bestitigt. Interessanterweise
ergeben sich Unterschiede in der Wahrnehmung siiler Liganden durch den Siirezeptor
verschiedener Spezies. So werden z.B. Aspartam, Cyclamat oder verschiedene Proteine vom
Menschen als siiB empfunden, von Nagern hingegen nicht. Diese Diskrepanz half im
Folgenden, um die Bindungsstellen zahlreicher siiBer Liganden am Rezeptor genau zu

lokalisieren (Abbildung 7).

Sucrose, Sucralose, Glucose
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Abbildung 7. Bindungsstellen verschiedener siiller Liganden am TAS1R2/TAS1R3-Rezeptor. NHDC =
Neohesperidin-dihydrochalkon. Abbildung iibernommen von Behrens et al. (2011).
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Experimente mit Inter-Spezies-Chiméren des Rezeptors oder gezielten Punktmutationen an
jeweils einer Untereinheit zeigten, dass die Rezeptorproteine die SiiBstoffe Aspartam, Neotam
und Monellin an die Venus Fly Trap Doméne der TAS1R2-Untereinheit binden, wéhrend
Neoculin an entsprechender Stelle der TAS1R3-Einheit bindet (Xu et al., 2004; Jiang et al.,
2005a). Als weitere Bindungsstelle fiir Monellin wurde die Cysteinreiche Region von
TASIR3 identifiziert, an die auch Brazzein bindet (Jiang et al., 2004). Cyclamat und
Neohesperidin-dihydrochalkon sowie der Siifinhibitor Lactisol interagieren mit der T1R3-
Transmembrandoméne (Jiang et al., 2005b, c; Winning et al., 2007). Biophysikalische
Messungen zur Bindungsaffinitit zeigten die Notwendigkeit der Venus Fly Trap Doménen
beider Untereinheiten fiir die Detektion der Zucker Glucose und Saccharose sowie des

strukturverwandten, nicht-kalorischen Sii3stoffes Sucralose (Nie ef al., 2005).

Die Deorphanisierung des Umamirezeptors erfolgte auf gleiche Art wie die des Siiirezeptors
und fithrte zur Bestitigung des postulierten Heterodimers TASIR1/TAS1R3. Funktionelle
Zellassays mit dem TAS1R1/TAS1R3 verschiedener Spezies zeigten, dass der Rezeptor von
Maéusen durch fast alle der 20 proteinogenen L-Aminosduren, aber nicht deren D-Enantiomere,
stimuliert wurde, wohingegen der humane TASIRI1/TAS1R3 lediglich sensitiv gegeniiber
L-Glutamat und L-Aspartat war. Dieser Effektwurde beim Rezeptor beider Spezies durch die
bekannten Umamiverstirker Inosin-5"-monophosphat (IMP) und Guanosin-5'-monophosphat
(GMP) noch potenziert (Li et al., 2002; Nelson et al., 2002; Zhao et al., 2003). Allerdings
zeigten Untersuchungen zur Reizweiterleitung des Nervus chorda tympani und Nervus
glossopharyngeus von T1R3-Knockout-Mausen kontrire Resultate (Damak et al., 2003). Vor
allem der Nervus glossopharyngeus der Knockout-Miuse zeigte nach Stimulation mit
L-Glutamat und IMP eine dhnlich starke Anregung wie bei den Wildtyp-Méausen. Auch wenn
ein Beitrag des TAS1R1/TAS1R3-Rezeptors bereits verifiziert wurde, weist dieses Ergebnis
auf das Vorkommen weiterer Umamirezeptoren hin. Als weitere Kandidaten wurden die
ebenfalls G-Protein gekoppelten metabotropen Glutamatrezeptoren mGluR1 und mGluR4
oder der N-Methyl-D-Aspartate-Type Ion Channel (NMDA) postuliert (Chaudhari et al.,
2000; Delay et al., 2000; Damak et al., 2003; Maruyama et al., 2006; Yoshida et al., 2009).
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Bittergeschmack

Die Bitterrezeptoren, die der TAS2R-Familie zugeordnet werden, weisen ebenfalls eine
7-helicale Transmembrandoméine auf. Im Gegensatz zu den Rezeptoren der TAS1R-Familie
besitzen sie jedoch nur einen sehr kurzen extrazelluliren N-Terminus (Bachmanov und
Beauchamp, 2007). Die Rolle dieser Proteine als Bitter-Rezeptoren wurde erstmals 2000 von
Adler et al. sowie Matsunami et al. beschrieben und durch weitere Autoren bestdtigt (z.B.
Chandrashekar et al., 2000; Bufe et al., 2002; Behrens et al., 2004; Kuhn et al. 2004; Pronin
et al., 2004). Inzwischen sind beim Menschen 25 funktionelle TAS2R-Rezeptoren bekannt.
Ein umfassendes zellbasiertes Screening zur Aktivierung der einzelnen Bitterrezeptoren
ergab, dass die ,,Generalisten“-Rezeptoren hTAS2R10, hTAS2R14 und hTAS2R46 von
jeweils ca. 30 Liganden stimuliert wurden, und in der Summe auf ungefdhr 50 % der
verwendeten 104 Substanzen ansprachen. Der Grofiteil der untersuchten Rezeptoren wurde
durch eine mittlere Anzahl Liganden aktiviert und nur zwei ,,Spezialisten“-Rezeptoren
wurden durch jeweils eine einzige Verbindung angeregt (Meyerhof et al., 2010). Weiterhin
zeigte sich, dass genetische Variationen einiger Bitterrezeptoren zu Unterschieden in der
Wahrnehmung einzelner Bitterstoffe fithren konnen. Die Féhigkeit die Verbindungen
Propylthiouracil (PROP) und Phenylthioharnstoff (PTC) sensorisch wahrzunehmen héngt
zum Beispiel von Polymorphismen des TAS2R38-Rezeptors ab, wobei Punktmutationen an
drei Positionen (49, 262 und 296) des Rezeptorproteins fiir die Unterscheidung in ,, Taster*
und ,,Non-Taster* verantwortlich sind (Kim et al., 2003; Bufe et al., 2005).

Jingste Untersuchungen zur Lokalisierung der Bindungsstellen zwischen Bitterrezeptoren
und Liganden, basierend auf Einpunktmutationen, funktioneller Expression und Software-
gestiitztem Modelling, deuten darauf hin, dass diese jeweils in der oberen Hilfte der
heptahelicalen Transmembrandoméne zu finden sind. Die Annahme, dass wenige
Aminosduren im Bereich der postulierten Bindungstasche fiir die Interaktion mit einem
Liganden verantwortlich sind, bestétigte sich fiir alle untersuchten Rezeptoren durch gezielte
Anderungen der Aminosiuresequenz. Diese hatte jeweils ein verindertes Ligandenspektrum
zur Folge. Allerdings kann auch eine Beteiligung der Aminoséurereste der extrazelluldren
Schleifen 1 und 2 an der Ligandenbindung nicht ausgeschlossen werden (Brockhoff et al.,
2010; Biarnes et al., 2010).
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1.3.3 Saurer und salziger Geschmack

Die molekularen Grundlagen auf denen die ionotrope Wahrnehmung des salzigen und sauren
Geschmacks beruht, sind weniger gut charakterisiert als die fiir siile, bittere und umami

Qualitat.

Seit langem wurde fiir die Detektion von salzigen Liganden, vor allem von Natrium-Ionen,
die Beteiligung des lonenkanals ENaC (Epithelial Sodium Channel) vermutet (Lindemann,
2001). Dieser besteht aus drei Untereinheiten und ermdglicht den Einstrom von Natriumionen
in die Geschmackssinneszelle. Der immunohistochemische Nachweis des Ionenkanals in
Wall- und Pilzpapillen und die funktionelle Expression in Oozyten (Stdhler et al., 2008)
sowie Untersuchungen an Knockout-Mausen, die selektiv in den Geschmackssinneszellen
keine ENaCs exprimierten (Chandrashekar et al., 2010) konnten diese Vermutungen
bestdtigen. Weiterhin wurde durch die Autoren gezeigt, dass der lonenkanal nicht auf den Typ
II-Geschmackssinneszellen (Rezeptorzellen fiir sii}, bitter und umami) exprimiert wird,
sondern auf einem anderen Typ der Geschmackssinneszellen. Dieses Ergebnis ist im Einklang
mit Studien von Vandenbeuch et al. (2008), die aufgrund von Patch-Clamp-Versuchen eine
Beteiligung der Typ I Geschmackssinneszellen an der Salzwahrnehmung postulierten. Da
allerdings salzige Verbindungen, die kein Natrium enthielten, von den ENaC-Knockout-
Maiusen wahrgenommen werden konnten, ist das Vorkommen weiterer Rezeptoren zur
Transduktion des Salzgeschmacks sehr wahrscheinlich (Chandrashekar et al., 2010). Als
mogliche Kandidaten wurden eine Variante des Vanilloidrezeptors TRPVI1 oder der

Ionenkanal TRPML3 postuliert (7Treesukosol, 2007; Moyer et al., 2009).

Typ III Geschmacksrezeptorzellen werden durch saure Liganden aktiviert (Tomchik et al.,
2007), allerdings konnte noch keine endgiiltige Identifizierung der verantwortlichen
Rezeptoren erbracht werden. In der Vergangenheit wurden verschiedene Rezeptoren, wie der
HCN1 und HCN4 (Hyperpolarization-activated-channel), ASIC (Acid-sensitive ion channel),
GPR4 (Protonen-selektiver Kanal) oder K2P (sdure-sensitiver Kaliumkanal) angenommen,
thre Beteiligung jedoch nicht abschlieend verifiziert (Stevens et al., 2001; Ludwig et al.,
2003; Huang et al., 2006; Dotson, 2010).

Kiirzlich wurden die beiden Proteine PKD1L3 und PKD2L1 (Polycystic Kidney Disease like
Proteins) von verschiedenen Autoren als mogliche Sauerrezeptoren postuliert. Die
Ionenkandle dimerisieren in vitro zwar zu einem sduresensitiven Kanal (Ishimaru et al.,

2006), konnten in vivo bisher aber nur an unterschiedlichen Bereichen auf der Zunge
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lokalisiert werden (Ishimaru et al., 2006; Huang et al., 2006). Untersuchungen mit Mausen,
die aufgrund von gezielter genetischer Verdnderung keine PKD2LI-exprimierenden
Geschmackssinneszellen aufwiesen und keine Wahrnehmung von sauren Verbindungen
zeigten, deuteten stark auf einen Beitrag von PKD2L1 zur Sauerperzeption hin. Diese
Annahme wurde 2010 von der Gruppe um Nelson untermauert, die anhand von Versuchen mit
PKDI1L3-Knockout-Méusen zeigten, dass eine Beteiligung des PKDI1L3-lonenkanals
unwahrscheinlich ist. Die endgiiltige Verifizierung von PKD2L1 als Sauerrezeptor durch

Knockout-Méuse steht allerdings noch aus.

1.3.4 Molekulare Grundlagen der Geschmacksverstarkung

Verbindungen, die selber keinen oder nur einen geringen Eigengeschmack aufweisen, den
Geschmack anderer Substanzen aber deutlich erh6hen, werden als Geschmacksverstarker oder
positiv allosterische Modulatoren (PAM) bezeichnet. Das wohl bekannteste Beispiel fiir eine
solche Modulation ist der synergistische Effekt der Purin-5-Ribonukleotide Inosin-5-
Monosphosphat (IMP) und Guanosin-5"-Monophosphat (GMP) auf den umami Geschmack
von Mononatriumglutamat (MSG). Dieser wird durch geringe Mengen von IMG oder GMP
um ein Vielfaches erhoht, wobei GMP der potentere Geschmacksmodulator ist (Kuninaka,
1967; Yamaguchi, 1967; Yamaguchi et al., 1971). Durch Kenntnis des umami-vermittelnden
Rezeptors hTAS1R1/hTAS1R3 konnten die biomolekularen Grundlagen dieser seit langem
bekannten Modulation inzwischen geklédrt werden. Zhang et al. (2008) generierten chimére
T1R-Rezeptoren, von denen der eine den N-Terminus des T1R1-Rezeptors und die
Transmembrandomédne der Siirezeptoruntereinheit T1R2 und der andere die kontrére
Konformation aufwies. Diese chiméren Rezeptoren wurden jeweils zusammen mit der von
Ratten stammenden T1R3-Untereinheit zu einem funktionellen Rezeptor exprimiert und mit
umami schmeckenden Liganden stimuliert. Dabei zeigte nur der Rezeptor, der den TIR1-N-
Terminus trug eine Aktivierung durch Glutamat und Aspartat, die jeweils durch IMP bzw.
GMP deutlich erhoht wurde. Somit konnte erstmals die N-terminale, extrazelluldre Region der
T1R1-Untereinheit als Bindungsstelle am Umamirezeptor lokalisiert werden. In
Ubereinstimmung mit sensorischen Daten fiihrte die alleinige Applikation der Nukleotide
hingegen zu keiner Rezeptoraktivierung. Weiterfilhrende Experimente, die auf Molecular
Modelling in Kombination mit Mutationen beruhten, erlaubten die Offenlegung des

Mechanismus, der dem synergistischen Effekt zugrunde liegt. Wéahrend Glutamat nahe der
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Scharnierregion des Venus Fly Trap Moduls bindet und eine SchlieBung der beiden Fliigel
induziert, stabilisiert IMP bzw. GMP die geschlossene Konformation durch Koordination des
negativ geladenen Phosphatrestes an die positiv geladenen Aminosédurereste der beiden Fliigel

(Zhang et al., 2008).

Fiir den siiBen Geschmack sind zwar synergistische Effekte durch Mischungen zweier oder
mehrerer siiBer Liganden bekannt (z.B. Wells, 1989; Schiffman et al., 1995; Schiffman et al.,
2000), natiirlich vorkommende PAMs, die eine SiiBverstirkung hervorrufen, wurden bisher
allerdings noch nicht beschrieben. Kiirzlich gelang Servant et al. (2010) durch ein
umfangreiches, zellbasiertes Screening die Charakterisierung der siiBmodulierenden
Eigenschaften dreier synthetisierter heterocyclischer Verbindungen. Diese wiesen im
Zellassay bei alleiniger Applikation keine Aktivierung des Siifirezeptors auf, verstirkten die
Aktivierung durch Sucralose, Saccharose und Neotam jedoch deutlich. Fiir andere eingesetzte
StBstoffe wie z.B. Saccharin, Steviosid, Cyclamat, Neohesperidin-dihydrochalkon oder
Thaumatin konnte hingegen keine Siilverstirkung durch die drei Verbindungen gefunden
werden. Diese Ergebnisse wurden durch parallel durchgefiihrte humansensorische
Experimente untermauert. Die gleiche Arbeitsgruppe bestdtigte die Vermutung, dass die
molekularen Grundlagen der SiiBverstirkung, aufgrund der Ahnlichkeit von Sii- und
Umamirezeptor, denen der umami Verstarkung entsprechen (Zhang et al., 2010). Auch hier
stabilisiert der Modulator die geschlossene Konformation der Venus Fly Trap, die durch

Bindung des Liganden in der Scharnierregion induziert wird.

Eine weitere Geschmacksqualitit, die durch die Wirkung von Geschmacksmodulatoren
hervorgerufen wird ist die Kokumi-Qualitit. Diese wurde von der japanischen Gruppe um
Ueda (1990) erstmals beschrieben und definiert einen langanhaltenden, komplexen,
vollmundigen Geschmackseindruck in wiirzigen Lebensmitteln. Ueda et al. (1990, 1994,
1997) isolierten verschiedene Verbindungen wie z.B. Glutathion, Alliin und Propenyl-L-
Cystein-Sulfoxid aus Knoblauch und Zwiebeln. Diese Substanzen wiesen zwar keinen
Eigenschmack auf, modulierten in wiassriger Losung aber den durch Natriumglutamat (MSG)
und Inosin-5"-Monophosphat (IMP) hervorgerufenen Geschmack. Als weitere Kokumi-
Verbindungen wurde eine Reihe von y-Glutamyl-Dipeptiden identifiziert, die aus Bohnen und
Goudakise isoliert wurden (Dunkel et al., 2007; Toelstede et al., 2009). Da HEK-Zellen, die
den Calcium-sensitiven-Rezeptor (CaSR) exprimierten, durch zahlreiche Kokumi-
Verbindungen angeregt wurden, postulierten Ohsu et al. (2010) die Beteiligung des ebenfalls
zur Klasse C gehorenden GPCR an der Wahrnehmung der Geschmacksmodulation. Anhand
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von immunohistochemischen Techniken und Immunofluoreszenz gelang im Folgenden die
Identifizierung des Rezeptors in Typ II und Typ I Geschmackssinneszellen von Méusen
(Maruyama et al., 2012). Eine Rolle des CaSR bei der Vermittlung des Kokumi-Effekts kann
daher angenommen werden. Die Frage, warum die Aktivierung des Rezeptors nur in
Kombination mit der Vermittlung anderer Geschmacksqualititen wie z.B. Umami zu einer

Geschmackswahrnehmung fiihrt, macht allerdings weitere Untersuchungen notwendig.

1.4 Analytik von Geschmacksstoffen

Die Gesamtheit an niedermolekularen, sensorisch aktiven Verbindungen, die den
charakteristischen Geschmack eines Lebensmittels hervorruft, wird als dessen
Sensometabolom bezeichnet (Toelstede und Hofmann, 2008b). Die Analytik des nicht-
flichtigen  Sensometaboloms  umfasst sowohl die  Strukturidentifizierung und
Charakterisierung der sensorischen Eigenschaften der einzelnen Geschmacksstoffe, als auch
deren Quantifizierung in einem Lebensmittel. Anhand einer Kombination von instrumentell-
analytischen und humansensorischen Verfahren konnen die Schliisselgeschmacksstoffe in
einer komplexen Lebensmittelmatrix erfasst werden. Die Geschmacksverdiinnungsanalyse
(GVA), die von Frank et al. (2001) entwickelt wurde, beruht auf einer aktivititsorientierten
Fraktionierung eines Lebensmittels. Dieses wird durch fliissigchromatographische
Trennverfahren in mehrere Fraktionen unterteilt, welche nach Gefriertrocknung wieder in
ithrer jeweils natiirlichen Konzentration in Wasser aufgenommen werden. Nach sukzessiver
Verdiinnung mit Wasser werden die einzelnen Fraktionen sensorisch evaluiert, wobei die
Verdiinnungsstufe, bei der gerade noch ein Geschmackseindruck wahrnehmbar ist, als der
Geschmacksverdiinnungsfaktor (GV) definiert wird. Je geschmacksaktiver eine Fraktion ist,
umso hoher ist demnach der ermittelte GV-Faktor. Somit konnen weiterfithrende
Isolierungsarbeiten auf besonders geschmacksaktive Fraktionen konzentriert werden. Durch
Anwendung der Geschmacksverdiinnungsanalyse gelang in der Vergangenheit die
erfolgreiche Identifizierung der Schliisselgeschmacksstoffe in verschiedenen Lebensmitteln,
darunter z.B. Kakao (Stark et al., 2005), schwarzem Tee (Scharbert et al., 2004a), Rotwein
(Hufnagel und Hofmann, 2008a), Goudakédse (7Toelstede und Hofmann, 2008a) oder Spinat
(Brock und Hofmann, 2008).
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Bei einem isolierten Geschmacksstoff sind neben der jeweiligen Geschmacksqualitit die
Kenntnisse iiber dessen Geschmacksaktivitit und Konzentration in einem Lebensmittel
relevante Faktoren zur Wirkungsbeurteilung der jeweiligen Verbindung. Deshalb wird
zundchst der Schwellenwert, der die in wéssriger Losung gerade noch wahrnehmbare
Konzentration angibt, ermittelt. Fiir die genaue und prézise Quantifizierung ist vor allem die
massenspektrometrische Analyse unter Verwendung von stabilisotopenmarkierten Standards,
die die gleichen chemischen und physikalischen Eigenschaften wie die Analyten aufweisen,
geeignet. Bei dieser als Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) bezeichneten Methode
konnen durch Zugabe von isotopenmarkierten Referenzen Verluste an Analyten bei der
Aufarbeitung der Proben kompensiert werden (Rychlik und Assam, 2008; Schieberle und
Molyneux, 2012). Fiir die anschlieBende Korrelation des Schwellenwertes mit der in einem
Lebensmittel enthaltenen Konzentration einer Verbindung wurde von Warmke et al. (1996)
der sogenannte Geschmacksaktivitidtswert (GAW) eingefiihrt. Der GAW, der sich aus dem
Quotienten von Konzentration und Schwellenwert ergibt, sollte als MalB3 fiir den Beitrag
dienen, den eine Substanz zum Gesamtgeschmack leistet. Da zwischen Intensitdt und
Konzentration eines Geschmacksstoffes allerdings meistens kein linearer Zusammenhang
besteht und zudem auch Wechselwirkungen mit anderen Inhaltsstoffen auftreten konnen, ist
der GAW-Wert nur bedingt zur Beurteilung des Geschmacksbeitrags geeignet. Daher wurde
der GAW von Scharbert et al. (2004b) durch den Begriff des Dose-over-Threshold Faktors
(DoT) ersetzt, der lediglich angibt, um welchen Faktor iiber oder unter ihrem Schwellenwert
eine Verbindung in einem Lebensmittel vorliegt. Dabei wird angenommen, dass nur
Substanzen, die einen DoT-Faktor > 1,0 aufweisen einen direkten Beitrag zum Geschmack
leisten. Geschmacksstoffe mit einem DoT < 1,0 kdnnen jedoch aufgrund additiver Effekte

Einfluss auf den Geschmack ausiiben, sofern sie den gleichen Geschmacksrezeptor aktivieren.

Der Einfluss der Konzentration auf die Geschmacksintensitdt einer Substanz wurde erstmals
von Stark und Hofmann (2005b) durch Aufnahme von Dosis/Wirkungskurven (Dose-
Response) fiir die Schliisselgeschmacksstoffe in Kakao erfasst. Dosis/Wirkungskurven zeigen
oftmals einen sigmoiden Verlauf und erlauben in Kombination mit dem DoT-Faktor eine gute

Einschétzung des individuellen Geschmacksbeitrags einzelner Verbindungen.

Eine  weitere  wichtige  Dimension, ndmlich der zeitliche Verlauf einer
Geschmackswahrnehmung, kann durch die von Larson-Powers und Pangborn (1979)
etablierte Time-Intensity Methode (TI) dargestellt werden. Die kontinuierliche Bewertung der

Intensitidt einer Geschmacksqualitit vom Beginn bis zum voélligen Abklingen der
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Wahrnehmung fiihrt dabei zum Erhalt von charakteristischen TI-Kurven fiir einzelne
Substanzen. Die Auswertung der Kurven, bei denen die Intensitit auf der y- und die
Wahrnehmungsdauer auf der x-Achse aufgetragen wird, erlaubt im Folgenden eine genauere
Analyse. Durch getrennte Auswertung der ansteigenden Phase der Kurve, Phase um das
Intensitdtsmaximum herum (Plateau-Phase) und abfallenden Phase der Kurve kann das TI-
Verhalten einer Verbindung am besten charakterisiert werden (Cliff und Heymann, 1993). Vor
allem fiir siiBe Verbindungen ist die Time-Intensity Analyse eine geeignete Methode, da sich
kalorische SiiBungsmittel und artifizielle Siistoffe oft deutlich in ihrem TI-Profil
unterscheiden. So zeigen z.B. Aspartam und Acesulfam K bei gleicher maximaler Intensitét
eine signifikant ldnger anhaltende Siile als Saccharose, wobei fiir Acesulfam K gleichzeitig
ein schnelleres Erreichen der maximalen Intensitit zu beobachten ist. Sucralose hingegen
weist ein zu Saccharose dhnliches Intensitdts/Zeit-Verhalten auf (Otf et al., 1990; Schiffman et
al., 1993; Cjmelova et al., 2009).

Anhand von Rekombinationsexperimenten kann anschlieBend die Vollstindigkeit und
Richtigkeit der ermittelten Daten iiberpriift werden. Dazu wird unter Berlicksichtigung aller
erhaltenen quantitativen Daten ein Geschmacksrekombinat generiert und im Vergleich zum
authentischen Lebensmittel durch eine Geschmacksprofilanalyse sensorisch beurteilt.
Weiterhin konnen durch Omissionsexperimente, bei denen sukzessive
Geschmacksstoffgruppen oder einzelne Verbindungen aus dem Rekombinat weggelassen
werden, die Schliisselgeschmacksstoffe identifiziert werden (Warendorf et al., 1992; Warmke

et al., 1996; Schlichtherle-Cerny und Grosch, 1998).

Die erfolgreiche Etablierung von funktionellen Zellassays erlaubt inzwischen die Korrelation
physiologischer mit human-sensorischen Daten. Dazu werden HEK-Zellen verwendet, die die
entsprechenden GPCR anhand von Induktion oder Transfektion exprimieren. Durch die
G-Protein-Chimédre Gal5Gai3 sind diese an die Signaltransduktionskaskade gekoppelt. Die
intrazelluldre Calciumausschiittung, die durch eine Rezeptoraktivierung induziert wird, kann
anhand eines vorher applizierten, Calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar gemacht
werden. Die Grofle des detektierten Fluoreszenzsignals ist dabei von der Menge an Calcium
und somit der Stirke der Rezeptoraktivierung abhingig. Automatisierte Analyseabldufe und
die Verwendung von 96-Well-Platten ermoglichen systematische und umfangreiche in-vitro
Experimente zur Rezeptoraktivierung durch verschiedene Liganden (Nelson et al., 2001; Bufe
et al., 2002; Li et al., 2002). Diese als Fluorescence-Imaging-Plate-Reading (FLIPR)

bezeichnete Methode erlaubte in der Vergangenheit bereits die Identifizierung der
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molekularen Grundlagen, die dem bitteren Nachgeschmack der Siistoffe Acesulfam K und
Saccharin sowie vieler Steviolglykoside zugrunde liegen. Neben dem Siifirezeptor werden
durch erstere auch die Bitterrezeptoren hTAS2R43 und hTAS2R44 und durch letztere
hTAS2R4 und hTAS2R 14 aktiviert (Kuhn et al., 2004; Hellfritsch et al., 2012). Intelmann et
al. (2009) konnten humansensorische Daten fiir iso-a-Séuren, die am Bittergeschmack von
Bier beteiligt sind, mit in vitro Daten zur Rezeptoraktivierung korrelieren. Die molekularen
Grundlagen der umami-verstirkenden FEigenschaften verschiedener GMP-Amide, die
wéhrend der Maillardreaktion durch Glykierung von GMP gebildet werden, konnten ebenfalls
durch FLIPR-Experimente untermauert werden (Festring und Hofmann, 2010; Festring et al.,
2011).

1.5 Sensorisch aktive Verbindungen in Kase

Kadse wird nicht nur aufgrund seines hohen Néhrwerts und seiner vielfdltigen
Zubereitungsmoglichkeiten, sondern auch wegen seiner angenehmen sensorischen
Eigenschaften weltweit als Nahrungsmittel geschitzt und konsumiert. Aufgrund der
Verwendung verschiedener Milchsorten, unterschiedlicher Herstellungsverfahren und
Reifezeiten ist eine sehr grole Anzahl verschiedener Sorten erhéltlich, die eine ebenso grof3e
sensorische Vielfalt aufweisen (Delahunty und Drake, 2004). Letztere ist vor allem auf den
durch die verschiedenen Verfahren bedingten, variierenden Abbau der Milchinhaltsstoffe
zuriickzufiihren. Somit resultieren unterschiedliche Metabolisierungen von Lactose
(Glykolyse), Proteinen und deren Spaltpeptiden (Proteolyse und Peptidolyse) sowie Fett
(Lipolyse) in einer Vielzahl an verschiedenen Aroma- und Geschmacksstoffen in jeweils

unterschiedlichen Konzentrationen (McSweeney, 1997).

Erste Untersuchungen iiber die fiir den Geruch verantwortlichen, fliichtigen Aromastoffe in
Kése stammen aus den 1960er und 1970er Jahren (Le Quere, 2004). Seitdem ist eine grof3e
Anzahl an fliichtigen Verbindungen in verschiedenen Késesorten identifiziert, charakterisiert
und ihr individueller Beitrag zum Aroma untersucht worden. So konnten zum Beispiel die
Schliisselaromastoffe in Cheddar (Milo und Reineccius, 1997), Emmentaler (Preininger und
Grosch, 1994; Preininger et al., 1996), Camembert (Kubickova und Grosch, 1997, 1998a, b),
Ziegenkise (Le Quere et al., 1996; Le Quere und Salles, 2001) oder auch Parmesankése

(Gréohnke, 2010) umfassend beschriecben werden. Die fiir Parmesankédse relevanten,
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aromaaktiven Verbindungen und ihre jeweiligen Geruchsqualititen sind in Abbildung 8

dargestellt.
/UL o o
3-Methylbutanséaure Essigséure Ethylhexanoat
(kaseartig) (stechend) (fruchtig)

o} (o) o
)\)LH /\)LOH \S/\)kH
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Abbildung 8. Schliisselaromastoffe in Parmesankise, in Anlehnung an Grohnke (2010).

Den grofBten Beitrag leisten die stechend-saure Essigsdure, die nach Kése riechende Butter-
und Hexansdure, das fruchtige Ethylbutanoat, die schwefeligen Substanzen Methanthiol und
3-(Methylthio)-propanal sowie die karamellartigen Verbindungen 4-Hydroxy-2,5-Dimethyl-
3(2H)-Furanon und 2(5)-Ethyl-4-Hydroxy-5(2)-Methyl-3(2H)-Furanon.

Im Gegensatz zu den Aromastoffen lag die Charakterisierung der nicht-fliichtigen,
geschmacksaktiven Verbindungen in Kése bisher weniger im Fokus der Forschung. Arbeiten
an unterschiedlichen Kéisesorten, wie z.B. Cheddar (McGugan et al., 1979; Aston und
Creamer, 1986; Drake et al., 2007), Schweizer Kdse (Biede und Hammond, 1979a, b; Drake
et al., 2007), Ziegenkése (Engel et al., 2000a, b) oder Camembert (Kubickova und Grosch,
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1998a, b; Engel et al., 2001a, b, c¢) fiihrten zur Postulierung zahlreicher Geschmacksstoffe.
Diese sind im nidchsten Abschnitt zusammengefasst und einige, wie das umami schmeckende
Mono-Natriumglutamat, das siile L-Prolin, das kokumi-modulierende vy-L-Glutamyl-L-
Leucin, oder das bittere Amin Cadaverin in Abbildung 9 dargestellt. Mit Ausnahme von
Emmentaler (Warmke, 1997) und Goudakise (Toelstede und Hofmann, 2008a, b; Toelstede et
al., 2009) sind in der Literatur jedoch keine umfassenden Untersuchungen iiber den
individuellen Beitrag der jeweiligen nicht-fliichtigen Verbindungen zum charakteristischen
Geschmack einzelner Kisesorten zu finden. Angaben zur Konzentration potentieller
Geschmacksstoffe in Parmesankidse, wie z.B. Aminosduren, Milchsdure und weiterer
organischer Sauren sind zwar vorhanden (Virgili et al., 1994; Careri et al., 1996), allerdings

fehlen Korrelationen zum jeweiligen Geschmacksbeitrag.

o (o] (o]
i
N R
HO : O Na+ < 7 OH
NH,
Mono-Natrium-L-Glutamat L-Prolin
(umami) (siB)
HO (o]
(o] (o] (o}
HOMN o
: H
ﬁHz OH
y-L-Glutamyl-L-Leucin D/L-Milchs&ure
(kokumi) (sauer)
O Mg?*
\)k - HZN\/\/\/ NH,
(0]
Magnesiumpropionat Cadaverin
(siB) (bitter)

Abbildung 9. Schliisselgeschmacksstoffe verschiedener Kisesorten (in Anlehnung an Hintz et al., 1956;
Warmke et al., 1996; Kubickova und Grosch, 1998; Engel et al., 2000b; Toelstede und Hofmann, 2008b;
Toelstede et al., 2009).
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Der Geschmackseindruck, den der Verzehr von Kise auslost, wird vornehmlich durch eine
Kombination der Geschmacksqualititen salzig, sauer, umami und bitter hervorgerufen.
Desweiteren kann vor allem bei Schweizer Kése eine siiBe Geschmacksnote oder bei anderen
Sorten, darunter auch Parmesan, ein brennender Eindruck wahrgenommen werden.
Extraktionen verschiedener Késesorten zeigten, dass die geschmacksaktiven Substanzen
wasserloslich sind und Molekulargewichte von > 1000 Da aufweisen. Dabei wurden als
potentielle Geschmackstoffe Mineralien, freie Aminosduren, organische Sduren, freie
Fettsduren, Nukleotide sowie diverse Peptide und auch biogene Amine postuliert. (z.B.
McGugan et al., 1979; Aston und Creamer, 1986; Engels und Visser, 1994; Salles et al.,
1995; McSweeney, 1997; Engel et al., 2000a; Taborda et al., 2003).

Salzgeschmack

Der salzige Geschmack von Kése wird in erster Linie durch Natriumchlorid (NaCl) ausgelost,
wobei ein Grofiteil des Salzes erst wihrend der Herstellung in den Kise gelangt (McSweeney,
1997). Engel et al. (2000b) fiihrten Weglassversuche mit verschiedenen Geschmacksstoffen
von Ziegenkdse durch und postulierten, dass ein additiver Effekt von Natrium-, Kalium-,
Calcium- und Magnesiumionen ebenfalls einen Einfluss auf die Salzigkeit hat. Im Kontrast
dazu fanden Fitzgerald und Buckley (1985), dass erhohte Konzentrationen von KCI und
MgCl, zu einer forcierten, unerwiinschten Bitterkeit filihrten. Desweiteren zeigten
Omissionsexperimente mit wéssrigen Losungen von fiir Goudakise relevanten
Geschmacksstoffen, dass die Aminosdure L-Arginin verstirkend auf den Salzgeschmack des

Késes wirkt (Toelstede und Hofmann, 2008b).

Sauergeschmack

Die majore Sdure in Kédse ist Milchsdure, die durch Abbau von Milchzucker entsteht und in
threr Konzentration stark von Art der Herstellung und verwendeten Starterkulturen abhdngt
(McSweeney, 1997). Allerdings konnten Biede und Hammond (1979b) keinen Zusammenhang
zwischen dem sauren Geschmack von Schweizer Kise und dessen pH-Wert und
Milchséurekonzentration herstellen, sondern postulierten freie Aminosduren sowie Di- und
Tripeptide als sauer schmeckende Komponenten. Auch kurz- und mittelkettigen Fettsduren

wurde ein Einfluss auf den sauren Geschmack zugeschrieben (Horwood, 1975; McSweeney,
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1997). Jingere Ergebnisse aus Omissionsexperimenten mit wassrigen Geschmacks-
rekombinaten von Ziegen- und Goudakédse zeigten deutlich, dass Milchsdure und
Hydrogenphosphat hauptsichlich fiir den Sauergeschmack verantwortlich sind (Engel et al.,
2000b; Toelstede und Hofmann, 2008b). Engel et al. (2000b) fanden auBlerdem einen
sauerverstirkenden Einfluss von Natriumchlorid auf die Milchsdure, wohingegen Toelstede
und Hofmann (2009b) eine Unterdriickung des sauren Geschmacks durch NaCl beschrieben.
Fiir beide dieser gegensitzlichen Resultate finden sich dhnliche Ergebnisse in der Literatur.
So zeigten Stampanoni und Noble (1991) eine Verstirkung des sauren Geschmacks von
Modelkdsemischungen durch NaCl, wobei hohe Konzentrationen an Citronensdure (1,2 %)
und NaCl (2 %) den intensivsten Sauergeschmack hervorriefen. Hellemann (1992)
untersuchte den Geschmack von wissrigen Losungen, aus 0 — 1,6 % NaCl und jeweils 0 —
0,9 % Milchsdure oder Essigsdure und von Broten mit sehr dhnlichen Gehalten der drei
Substanzen. Dabei war im Wiéssrigen die Unterdriickung des Sauergeschmacks bei
Mischungen mit geringeren Konzentrationen an NaCl (0,4 %) und Milchsdure (0,1 — 0,3 %)
am hochsten, wohingegen nur ein marginaler Einfluss des Salzes auf den Geschmack der
Essigsdure festgestellt wurde. Der Sauergeschmack der Brotmatrix wurde iiberhaupt nicht
durch Salzzugabe beeinflusst. Diese Ergebnisse deuten auf eine unterschiedliche Modulation
des Sauergeschmacks von Kise in Abhédngigkeit von Milchsdure- und Salzkonzentration der

jeweiligen Sorte hin.

Umamigeschmack

Der Umamigeschmack wird in Kése vor allem auf die Anwesenheit von Natriumglutamat,
dem Salz der L-Glutaminsdure zuriickgefiihrt (Salles et al., 1995; Drake et al., 2007;
Toelstede und Hofmann, 2008b). Da L-Glutaminsdure die majore Aminosdure in der
Caseinsequenz ist und durch Proteolyse wéhrend der Késereifung freigesetzt wird, nimmt
auch der Gehalt an freier L-Glutaminsdure und somit die Umamiintensitét vieler Késesorten
mit steigendem Alter zu (Drake, 2007; Toelstede und Hofmann, 2008b). Weitere Substanzen,
die einen Umamigeschmack aufweisen sind L-Asparaginsdure, L-Asparagin, L-Glutamin,
Milchsdure, Bernsteinsdure, Propionsdure, Inosin-5"-monophosphat oder Guanosin-5’-
monophosphat. Diese geschmacksaktiven Verbindungen sind mit Ausnahme von Milchsdure
in  Kése allerdings meistens in Konzentrationen unterhalb ihres jeweiligen

Geschmacksschwellenwertes zu finden und haben daher nur einen geringen oder auch keinen
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Einfluss auf den Umamigeschmack (Preininger et al., 1996, Engel et al., 2000a; Ferreira et
al., 2001; Drake, 2007; Toelstede und Hofmann, 2008b).

Bittergeschmack

Bei der Bitterkeit von Kése wird zwischen einer gewlinschten, wenig intensiven Bitternote
einiger Késesorten und einer unerwiinschten, unangenehmen und somit als Fehlgeschmack
eingestuften Bittere unterschieden (Combes et al., 2002; Fallico et al., 2005). Dabei lag der
Fokus der Forschung in den vergangenen Jahrzehnten auf der Aufkldrung von Faktoren, die
den Fehlgeschmack hervorrufen. Zahlreiche Untersuchungen an unterschiedlichen Késesorten
(z.B. Guigoz und Solms, 1974; Richardson und Creamer, 1979; Visser et al., 1983a, b; Engel
et al., 2001b; Fallico et al., 2005) zeigten, dass dieser Fehlgeschmack durch eine grofle
Anzahl verschiedener Bitterpeptide hervorgerufen wird, die aufgrund tiberméaBiger Proteolyse
der Milchproteine og- und B-Casein und nachfolgendem, unzureichendem Abbau der
Spaltpeptide entstehen. Ein daraus resultierendes Ungleichgewicht zwischen bitteren und
nicht-bitteren Peptiden sowie additive und synergistische Effekte der ersteren werden als
Hauptursache fiir den bitteren Fehlgeschmack angenommen (Lemieux und Simard, 1991;
Visser, 1993; Sousa et al., 2001). So konnten zum Beispiel in Gouda (Visser, 1983b, 1993)
und Cheddar (Kelly et al., 1996; Lee et al., 1996b) das C-terminale Fragment B-CN(193-209)
sowie in Cheddar die Fragmente B-CN(46-90), as-CN(1-13) und 05,-CN(14-24) (Lee et al.,
1996b; Sousa et al., 2001) direkt mit einem bitteren Fehlgeschmack korreliert werden.
Hervorgerufen wird diese Proteolyse durch Proteinasen aus dem Lab und verschiedenen, bei

der Reife beteiligten, Mikroorganismen (Visser, 1993).

Die fiir den angenehmen, leicht bitteren Geschmack mancher Késesorten verantwortlichen
Verbindungen sind bisher nicht umfassend untersucht worden. Substanzen, denen ein Beitrag
zum Bittergeschmack zugesprochen wurde sind Aminosduren, Amine, Amide und
Monoglyceride (Ney et al., 1979; Roudot-Algaron et al., 1993). Roudot-Algaron et al. (1993)
identifizierten desweiteren verschiedene bittere Diketopiperazine und N-Acyl-Aminosduren in
Comtekése, schlossen aufgrund ihrer geringen Konzentrationen allerdings einen direkten
Beitrag zur Bitterkeit aus. Kubickova und Grosch (1998) konnten die Bitterkeit von
Camembert mit der Anwesenheit des biogenen Amins Cadaverin sowie den Aminosduren
Citrullin und Ornithin korrelieren. Omissionsexperimente mit den Sensometaboliten von

Ziegenkise zeigten einen deutlichen Einfluss von Magnesiumchlorid und Calciumchlorid auf
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die Bitterkeit (Engel et al., 2000b). Dieses wurde durch dhnliche Experimente an Goudakise
bestdtigt, wobei durch weiterfiihrende Weglassversuche ein Einfluss des Gegenions Chlorid
ausgeschlossen und somit ein GroBteil der Bitterkeit auf die Anwesenheit der Ca*'- und Mg*"-
Ionen zuriickgefiihrt werden konnte. Weiterhin wurde ein direkter Einfluss der bitteren
Aminosduren L-Leucin, L-Isoleucin, L-Tyrosin und L-Tryptophan sowohl zur Bitterintensitét
als auch zur Bitterqualitit des Goudas festgestellt (Toelstede und Hofmann, 2008b). Im
Gegensatz dazu schlossen andere Autoren den direkten Einfluss von bitteren Aminosduren
aus (Warmke et al., 1996; Engel et al., 2000b). Ebenfalls durch Omissionsexperimente wurde
eine suppressive Wirkung von Natriumglutamat und Natriumchlorid auf die Bitterkeit gezeigt
(Warmke und Belitz, 1993; Breslin und Beauchamp, 1995; Engel et al, 2000b; Toelstede und
Hofmann, 2008b). Auch ein Beitrag von kurz- und mittellangen Peptiden zur angenehmen
Bitterkeit wird angenommen (Combes et al., 2002). Allerdings sind in der Literatur ebenso
Untersuchungen zu Comte (Salles et al., 1995), Cheddar (Lee et al., 1996a) sowie Kuh-,
Schafs- und Ziegenkése (Molina et al., 1999) zu finden, die keine Korrelation zwischen
Peptiden und angenehmer Bitterkeit aufweisen. Erst kiirzlich konnten aus dem wéssrigen
Extrakt von gereiftem Goudakise elf mittelkettige, aus B- undas;-Casein stammende Peptide
isoliert werden, die jeweils einen bitteren Geschmack aufwiesen und nicht zur Bitterintensitat,
sondern nur zur langanhaltenden Bitterqualitit des Késes beitrugen (Toelstede und Hofmann,

2008a, b).

SuBgeschmack

Ein siiler Geschmack geht oft mit einem Mangel an Sédure einher und wird bei den meisten
Kaésesorten als Fehlgeschmack angesehen. Nur fiir einige Sorten, wie z.B. Schweizer Kése
oder Emmentaler, ist eine siile Geschmacksnote charakteristisch und gewiinscht (McSweeney,
1997). Als mogliche siiB schmeckende Faktoren werden die Aminosdure L-Prolin,
Mischungen aus verschiedenen anderen siilen Aminoséduren (Virtanen et al., 1949; Hintz et
al., 1956; Langler et al., 1967), ein Zusammenwirken von Calcium- und Magnesiumionen mit
Aminosduren und kleinen Peptiden (Biede und Hammond, 1979b) sowie eine Interaktion
zwischen Calcium- und Magnesiumionen und Propionsidure (Warmke et al., 1996)

angenommen.
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Brennender Eindruck

Ein leicht brennender Geschmackseindruck der bei einigen Kéasesorten wie z.B. Parmesan
oder Roquefort auftritt, wird mit hohen Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren, z.B.
Buttersdure, Caprylsdure und Caprinsdure in Verbindung gebracht (De La Fuente, 1993;
Giiler, 2005). Warmke et al. (1996) detektierten die biogenen Amine Histamin und Tyramin
in Emmentaler und fanden einen brennenden sensorischen Eindruck fiir wissrige Losungen
der Substanzen. Zwar wurde fiir beide Verbindungen ein GAW > 1,0 gefunden, allerdings

war im Kiése keine brennender Geschmackseindruck wahrnehmbar.

Kokumigeschmack

Obwohl seit langem ein Beitrag von Peptiden zum gesamten, harmonischen Geschmack von
Kédse angenommen wurde, konnte dieser auf molekularer Ebene jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen werden (z.B. Aston und Creamer, 1986; McSweeney, 1997; Sommerer et al.,
1998). Jiingst durchgefiihrte Untersuchungen an Goudakdse fiihrten zur Isolierung und
Identifizierung von insgesamt zehn v-L-Glutamyl-dipeptiden, die in Rekombinations-
experimenten einen volleren und ldnger anhaltenden Gesamtgeschmack des Kises
hervorriefen, wohingegen die korrespondierenden a-Peptide keinen Einfluss hatten (7oelstede
et al., 2009). Diese nicht durch Viskositit verursachte Mundfiille wird durch den Begriff
»kokumi* beschrieben (Ueda et al., 1990, 1994, 1997). In wissriger Losung wiesen die
einzelnen Peptide zumeist adstringierende Geschmackqualititen mit Schwellenwerten von
1000 — 10000 pmol/l auf. Im Kontrast dazu wurden Zusétze der geschmacksmodulierenden
Peptide in wissriger Goudamatrix schon in Konzentrationen zwischen 5 und 17,5 pmol/l

wahrgenommen (7oelstede et al., 2009).

Die Literaturiibersicht zeigt, dass der charakteristische Geschmack eines Késes stark von den
bei der Reifung entstehenden Inhaltsstoffen und vor allem deren Verhéltnissen untereinander
abhéngig ist. Diese Faktoren wiederum werden essentiell von der verwendeten Milch und den

Parametern der Herstellung und der Reifezeit beeinflusst.
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1.6 Sensorisch aktive Substanzen in Traditionellem Balsamico

Essig

Obwohl Traditioneller Balsamico Essig aus Modena und Reggio Emilia (ABTM, ABTRE)
und Balsamico Essig aus Modena (ABM) weltweit geschétzte Lebensmittel sind, gibt es in
der Literatur keine umfassenden Untersuchungen iiber die zum typischen Geschmack
beitragenden Inhaltsstoffe. Der Fokus quantitativer Analysen von Verbindungen in ABTM,
ABTRE und ABM lag in den letzten drei Jahrzehnten vornehmlich auf der Identifizierung und

Charakterisierung von Qualitéts- und Authentizititsmarkern (Cocchi et al., 2006a).

Plessi et al. (1988) untersuchten erstmals die Gehalte an Glucose, Fructose und einigen
Zuckeralkoholen in ABTM, ABM und Weinessig und korrelierten die signifikant hoheren
Glycerinkonzentrationen im ABTM mit dessen Qualitit. Als weitere majore Verbindungen in
beiden Essigen wurden verschiedene organische Siuren, darunter Essigsdure, Apfelsiure,
Bernsteinsdure, Weinsidure und Gluconsdure (Plessi et al., 1989; Cocchi et al., 2002, 2006b;
Sanarico et al., 2003; Masino et al., 2008) sowie das Furanderivat 5-Hydroxymethylfurfural
(Theobald et al., 1998; Chinnici, 2003) gefunden (Tabelle 1). Auch hohe Gehalte an
Gluconsdure, die vor allem durch die Aktivitdt von Essigsdurebakterien entsteht und im
ABTM in sehr viel groBeren Konzentrationen als im ABM vorliegt, sind mit einer guten

Qualitét korreliert (Sanarico et al., 2003).

Tabelle 1. Aus der Literatur entnommene Konzentrationsbereiche fiir die majoren Inhaltsstoffe von
ABTM, ABTRE und ABM (Plessi et al., 1988, 1989; Cocchi et al., 2002, 2006; Sanarico et al., 2003; Masino
et al., 2008).

Konzentrationsbereich [g/1] in

Substanz ABTM/ABTRE ABM
Glucose 210 - 351 43 -203
Fructose 192 — 338 41 -139
Essigsédure 12 -30 25-64
Apfelsiure 40-152 0,5-2,7
Bernsteinsaure 0,5-18 0,4-0,8
Weinsiure 4,1-9,6 n.b.
Gluconsaure 0,9 - 66,8 0,5-10,8
Milchséaure 04-1,2 0,1-1,1
5-HMF 1,4-5,5 0,3-3,3

n.b. nicht bestimmt
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, variieren die Konzentrationen der einzelnen Inhaltsstoffe in
einem weiten Bereich, was auf verschiedene Variablen im Herstellungsverfahren, wie z.B. die

Lagerung in der Fassbatterie oder den Umfiillprozess, zuriickzufiihren ist (Giudici, 2009).

Der Geschmack eines Traditionellen Balsamico Essigs wird vor allem durch die Qualititen
stiB und sauer beschrieben, wobei der Sauergeschmack iiberwiegend fruchtig ist und nicht
stechend sein darf (Plessi et al., 1989; Chinnici et al., 2003). Auch eine sirupdse Konsistenz
und die damit einhergehende Mundfiille ist eine charakteristische organoleptische Eigenschaft
des ABT und wichtig fiir die Geschmackswahrnehmung (Falcone et al., 2007; Giudici et al.,
2009). Bei ABM hingegen dominiert eine stechende Sauerqualitdt. Die fiir den Geschmack
von ABT als relevant postulierten Inhaltsstoffe resultieren aus der Korrelation verschiedener
chemischer und physikalischer Parameter mit der Qualitdt und dem Gesamtgeschmack (z.B.
Plessi et al., 1988, 1989; Masino et al., 2005, 2008). Weder fiir ABT, noch fiir ABM wurde
bisher der Beitrag einzelner Inhaltsstoffe zum Geschmack auf Basis von Rekombinations- und

Omissionsexperimenten untersucht.

Es ist jedoch im Allgemeinen akzeptiert, dass der siile Geschmack von ABT durch die hohen
Konzentrationen der Monosaccharide Glucose und Fructose hervorgerufen wird und das
Verhiltnis zur Sdurekonzentration wichtig fiir die richtige sii-sauer Balance ist (Sanarico et
al., 2003; Giudici et al., 2009). Giudici et al. (2009) postulierten, das die charakteristische
fruchtige Sauerqualitit von der Gesamtmenge an titrierbarer Sdure, dem pH-Wert, der
relativen Menge an dissoziierter und nicht-dissoziierter Saure, der Pufferkapazitit und den
relativen Mengen der einzelnen Sduren abhingig ist. Masino et al. (2008) korrelierten mittels
PCA verschiedene chemische und physikalische Parameter einzelner ABTRE-Proben mit
deren Qualitdt und fanden, dass diese vor allem vom Zuckergehalt, der Dichte, dem °Brix-
Wert sowie der Trockenmasse und nur in zweiter Linie von der Sdurekonzentration abhing.
Auch ein unterschiedlicher Einfluss der einzelnen Holzfasser auf die sensorischen
Eigenschaften wird angenommen, konnte aber bisher noch nicht verifiziert werden (Plessi et
al., 2006; Caligiani et al., 2007; Giudici et al., 2009). Als Ursache fiir die Mundfiille wird
nicht nur der gro3e Anteil an bis zu 60 % Monosacchariden (Sanarico et al., 2003), sondern
auch die polymere Melanoidinfraktion vermutet (Verzelloni et al., 2007; Falcone und Giudici,

2008; Tagliazucchi et al., 2008).
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Im Gegensatz zu den nicht-fliichtigen Inhaltsstoffen, sind die fliichtigen Aromastoffe von
ABM und ABTM kiirzlich umfassend untersucht worden. Dabei spielen vor allem Alkohole,
Ester und Ketone eine Rolle (Ugliano, 2003). Gréhnke (2010) analysierte unter Verwendung
von Gaschromatographie-Olfaktometrie (GC-O), Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA)
und Rekombinationsexperimenten die fliichtigen Fraktionen von ABM und ABTM und fand,
dass zwar viele der Aromastoffe in beiden Essigen prisent sind, das jeweils typische Aroma
aber aufgrund der verschiedenen Konzentrationen und Verhéltnisse zueinander hervorgerufen
wird. Schliisselaromastoffe in beiden untersuchten Essigen waren die in Abbildung 10
dargestellten Verbindungen 2-Phenylethanol, 2,3-Butandion, 2-Methylpropanal, Ethyl-3-
methylbutanoat,  Acetaldehyd,  3-Methylbutansdure, = 3-Methylbutanal, = Essigséure,
3-Methylbutanol, Weinlacton und (£)-f-Damascenon.

SRS

2-Phenylethanol 2,3-Butandion 2-Methylpropanal
(blumig, honigartig) (buttrig) (malzig)
)\)L o )\)L

N )LH OH
Ethyl-3-methylbutanoat Acetaldehyd 3-Methylbutanséaure
(fruchtig) (stechend) (schweissig)

H )kOH OH
3-Methylbutanal Essigsaure 3-Methylbutanol
(malzig) (stechend) (malzig)

(o)
(o)

o
Weinlacton (E)-B-Damascenon
(kokosnuss, holzig) (apfelartig)

Abbildung 10. Schliisselaromastoffe in ABM und ABTM, nach Gréhnke (2010).
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Dabei lagen das apfelartig riechende (F)-f-Damascenon, das fruchtige Ethyl-3-
methylbutanoat, das malzige 3-Methylbutanol sowie die stechend riechenden Verbindungen
Acetaldehyd und Essigsdure im ABM in deutlich hoheren Konzentrationen als im ABTM vor.
Im Gegensatz dazu trugen das buttrige 2,3-Butandion und das kokosnuss- und holzartig
riechende Weinlacton vor allem zum charakteristischen Aroma des Traditionellen Balsamico

Essigs (ABTM) bei.
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1.7 Problemstellung

Parmesankise und Traditioneller Balsamico Essig aus Modena sind Produkte mit geschiitzter
Herkunftsbezeichnung, die sich durch aufwindige Herstellungsprozesse und lange Reifezeiten
auszeichnen. Thr jeweils charakteristischer Geschmack wird weltweit von Konsumenten
geschitzt. Umfassende Kenntnisse iiber die Sensometabolome beider Lebensmittel, die die
gezielte Steuerung der Herstellungsprozesse zur Geschmacksoptimierung ermoglichen
wiirden, liegen bisher jedoch nicht vor. Daher ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit, das
Sensometabolom von sowohl Parmesankise als auch Traditionellem bzw. konventionellem

Balsamico Essig aus Modena zu charakterisieren.

Im ersten Teil der Arbeit sollte Parmesankise auf Basis der bisherigen Erkenntnisse
umfassend quantitativ-analytisch untersucht und eine Beurteilung der detektierten
Verbindungen aufgrund von Dose-over-Threshold Faktoren vorgenommen werden. Zur
Verifizierung der Vollstindigkeit und Richtigkeit der erhaltenen Daten sollten
Rekombinationsexperimente durchgefiihrt werden. Die sensorische Relevanz einzelner
Substanzen oder Substanzgruppen sollte nachfolgend durch Omissionsexperimente evaluiert
werden. Desweiteren sollten Faktoren, die die Bildung potenter Geschmacksstoffe und
-modulatoren in Parmesankdse beeinflussen, offengelegt werden. Dazu sollten
Inkubationsexperimente mit stabilisotopenmarkierten Prékursoren und quantitative Studien zu

den gebildeten Reaktionsprodukten erfolgen.

Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit sollte die Identifizierung der Substanzen sein,
die maBgeblich zum Geschmack von Traditionellem Balsamico Essig beitragen. Dazu sollte
zunichst ein Screening nach und die quantitative Analyse von Basisgeschmacksstoffen
durchgefiihrt werden. Weiterhin sollte eine sensorisch orientierte Fraktionierung des
Traditionellen Balsamico Essigs mittels fliissigchromatographischer Trenntechniken
durchgefiihrt werden. Durch Anwendung verschiedener human-sensorischer Methoden wie
der Geschmacksverdiinnungsanalyse und der vergleichenden Geschmacksprofilanalyse
sollten bisher unbekannte geschmacksaktive und geschmacksmodulierende Verbindungen in
den Fraktionen lokalisiert werden. Nach der praparativen Isolierung der Geschmacksstoffe
und -modulatoren und deren Identifizierung durch spektroskopische und gegebenenfalls
synthetische Methoden sollte eine Quantifizierung im Untersuchungsmaterial erfolgen. Die

sensorische Charakterisierung anhand von Schwellenwertbestimmungen und Profilsensoriken
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sollte durch weiterfilhrende Analysen der Geschmacksmodulatoren mittels humaner Time-
Intensity-Studien und =zellbasierten Rezeptorassays erginzt werden. Wiederum sollten
Rekombinations- und Omissionsexperimente zur Uberpriifung auf Vollstindigkeit und
Bewertung des Beitrags verschiedener Verbindungen zum Gesamtgeschmack durchgefiihrt
werden. Um die sensorischen Verdnderungen des Traditionellen Essigs wéhrend des langen
Reifeprozesses in der Fassbatterie auch auf molekularer Ebene zu erfassen, sollte
anschlieend die Quantifizierung aller Geschmacksstoffe in Proben einer kompletten, aus acht
Féassernbestehenden Batteria erfolgen. Basierend auf den Kenntnissen, die {ber das
Sensometabolom von Traditionellem Balsamico Essig gewonnen werden, sollten zudem die
sensorischen Unterschiede zwischen Traditionellem und konventionellem Balsamico Essig

aus Modena auch auf molekularer Ebene untersucht werden.

36



Ergebnisse und Diskussion

2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Schlusselgeschmacksstoffe in Parmesankase

2.1.1 Entschliusselung des Sensometaboloms von Parmesankase

Die Literaturiibersicht zeigt, dass, im Vergleich zu anderen Késesorten, noch keine
umfassenden Kenntnisse iliber die Schliisselgeschmacksstoffe von gereiftem Parmesankise
vorliegen. Daher wurden im Folgenden humansensorische und instrumentell-analytische
Methoden zur Entschliisselung des Sensometaboloms von 24 Monate gereiftem Parmesan

(P-24) eingesetzt.

2.1.1.1 Sensorische Analyse von reifem Parmesankadse und dessen wassrigem
Extrakt

Um einen ersten Einblick in das Geschmacksprofil von reifem Parmesankdse zu erhalten,
wurde der fiir die Untersuchungen ausgewdhlte, 24 Monate gereifte Parmesan (P-24) in kleine
Wiirfel zerteilt und dem geschulten Sensorikpanel zur Geschmacksprofilanalyse angeboten.
Dieses bewertete die Geschmacksqualititen sauer, bitter, umami, salzig, sii}, kokumi und
brennend auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar). Das
resultierende Geschmacksprofil ist in Abbildung 11 (A) dargestellt und zeigt, dass die
Salzigkeit mit einem Wert von 2,8 die dominierende Geschmacksqualitidt war, gefolgt von
einem brennenden (2,5) und kokumiartigen Eindruck (2,2). Sauergeschmack und Bitterkeit
wurden mit moderaten Werten von 1,7 bzw. 1,5 bewertet. Umami- (1,2) und SiiBgeschmack

(1,0) wurden am schwichsten wahrgenommen.
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A sauer B

umami kokumi

Abbildung 11. Geschmacksprofile von (A) reifem Parmesankiise (P-24) und (B) dessen wiissrigem Extrakt
(WE-24).

Da der majore Anteil der Kidsegeschmacksstoffe wasserloslich ist (McGugan et al., 1979;
Aston und Creamer, 1984; Salles et al., 1995; McSweeney, 1997; Engel et al., 2000b) und die
Kéasematrix ebenfalls einen Einfluss auf die Geschmackswahrnehmung hat (Warmke, 1997;
Engel et al., 2001a), wurden im zweiten Schritt die geschmacksaktiven Verbindungen aus
P-24 extrahiert. Dazu wurde dieser mit der flinffachen Menge an deionisiertem Wasser
versetzt und mittels Ultra-Turrax fiir fiinf Minuten homogenisiert. Die erhaltene Suspension
wurde durch Zentrifugation in den wéssrigen Anteil sowie eine Protein- und eine Fettschicht
aufgetrennt, die festen Bestandteile ein weiteres Mal extrahiert und die wiéssrigen Phasen
vereinigt und anschlieBend gefriergetrocknet. Der pH-Wert des wissrigen Extraktes vor der
Lyophilisation betrug 5,30, die Ausbeute an wissrigem Extrakt (WE-24) nach
Gefriertrocknung belief sich auf 17,28 g/100 g und die Ausbeute an Protein und Fett lag bei
28,00 g/100 g bzw. 26,58 g/100 g Kése. Der durch Trocknung bestimmte Wassergehalt ergab
einen Wert von 28,15 g/100 g (Tabelle 2).

Tabelle 2. Gehalte [g/100 g] an Wasserextrakt (WE-24), Fettschicht, Proteinschicht und Wasser in P-24
sowie der pH-Wert des wissrigen Extraktes WE-24.

Fraktion g/100 g Kiise
WE-24 17,28
Fettschicht 26,58
Proteinschicht 28,00
Wassergehalt 28,15
pH-Wert (WE-24) 5,30
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Fiir die nachfolgende sensorische Analyse wurde der WE-24 in seiner natiirlichen
Konzentration in mineralstoffarmem Wasser aufgenommen und der pH-Wert der Losung mit
1 %iger Ameisensédure auf den natiirlichen Wert von 5,30 eingestellt. Aufgrund des intensiven
Geschmacks der Losung war eine Verdiinnung mit Wasser (1:3) notwendig, um eine
individuelle Beurteilung der einzelnen Geschmacksqualititen zu ermdglichen. Der verdiinnte
WE-24 wurde vom Sensorikpanel im Vergleich zu P-24 bewertet. Das so erhaltene
Geschmacksprofil (B in Abbildung 11) zeigte, dass Bitter und Salzig mit Werten von 3,5
bzw. 3,0 die dominanten Geschmacksqualitidten des WE-24 waren, gefolgt von Umami (2,5),
Kokumi (2,3) und brennendem Eindruck (2,2). StiBer und saurer Geschmack wurden jeweils
mit einer Intensitit von 1,4 bewertet. Die Qualititen Bitter (+2,0) und Umami (+1,3) wurden
im wissrigen Extrakt sehr viel stirker als im authentischen Kése wahrgenommen und auch fiir
die SiiBe (+0,4), Salzigkeit (+0,2) und Kokumi (+0,1) konnten leichte Zunahmen in der
Intensitdt beobachtet werden. Der saure (—0,3) und brennende (—0,3) Geschmackseindruck
des WE-24 hingegen zeigte jeweils eine Abnahme der Intensitit im Vergleich zu P-24. Diese
Unterschiede waren wahrscheinlich auf das Fehlen der Kdsematrix zuriickzufiihren, die durch
verzogerte Freisetzung eine maskierende Wirkung auf die Wahrnehmung von Geschmacks-
und Aromastoffen hat (Delahunty und Piggot, 1995; McSweeney, 1997; Piparez et al., 1998).
Dies wurde bereits fiir andere Késesorten und deren wissrige Extrakte gezeigt. Fiir die
Zunahme der Salzigkeit ist das vorliegende Ergebnis im Einklang mit Daten von Engel et al.
(2001a) sowie Toelstede und Hofmann (2008b), wenn auch der Umfang der
Intensititszunahme fiir Parmesankédse geringer war als fiir Goudakdse und Camembert
beschrieben. Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse fiir die Wahrnehmung des
Bittergeschmacks, fiir den eine Intensititsabnahme in den wissrigen Extrakten von
Goudakdse und Camembert gefunden wurde (Engel et al., 2001a; Toelstede und Hofmann,
2008b). Die fiir den WE-24 beobachtete, deutliche Zunahme der Bitterkeit ist moglicherweise
auf die in Parmesan vergleichsweise hohen Gehalte der bitter schmeckenden Kationen
Calcium und Magnesium (Gobetti, 2004) zuriickzufiihren, die durch das Fehlen der Matrix
nicht mehr in ithrem Geschmack maskiert werden. Diese Vermutung bedarf allerdings einer

Verifizierung durch instrumentell-quantitative Analysen und Rekombinationsexperimente.

Um die erhaltenen sensorischen Daten mit quantitativ-analytischen Werten korrelieren zu
konnen, erfolgten im Weiteren umfassende qualitative und quantitative Untersuchungen im

Hinblick auf potentielle Sensometaboliten in Parmesankése.
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21.1.2 Qualitative und quantitative Analyse von kokumi-aktiven

Glutamylpeptiden

Bevor die Gesamtheit an potentiellen Geschmacksstoffen quantitativ analysiert wurde (vgl.
Kapitel 2.1.1.3), erfolgte zunéchst ein Screening nach a- und y-Glutamyldipeptiden, die in
anderen Késesorten kiirzlich schon charakterisiert wurden (7Toelstede und Hofmann, 2009).
Uber deren Vorkommen in Parmesankise sind allerdings nur unvollstindige Informationen

publiziert (Sforza et al., 2004, 2009).

Screening nach a- und y-Glutamylpeptiden und Synthese von Referenzen

Die y-Glutamyldipeptide weisen in wiirziger Lebensmittelmatrix geschmacksverstirkende
Eigenschaften auf, die in einer komplexen, langanhaltenden Mundfiille, die als Kokumi
bezeichnet wird, resultieren (Dunkel et al., 2007; Toelstede et al., 2009). Diese Peptide
konnten in der Vergangenheit zusammen mit ihren korrespondierenden a-Formen in
verschiedenen Kaésesorten, darunter Gouda, Camembert, Leerdammer oder auch
Blauschimmelkése nachgewiesen und quantifiziert werden, wobei die in Abbildung 12
dargestellten acht a- und elf y-Glutamylpeptide (1 — 15, 17 — 20) analysiert wurden (Toelstede
und Hofmann, 2009). Sforza et al. (2009) gelang erstmals die Identifizierung von sechs
v-Glutamyldipeptiden in gereiftem Parmesankése: y-Glu-Val (6), y-Glu-Tyr (10), y-Glu-Leu
(15), y-Glu-Ile (16), y-Glu-Met (18) und y-Glu-Phe (20). Eine Untersuchung des Einflusses

dieser Verbindungen auf den Geschmack von Parmesan erfolgte bisher allerdings nicht.

Auf Basis dieser Kenntnisse wurde der vorliegende Parmesankédse mittels LC-MS/MS
ebenfalls auf die Anwesenheit der verschiedenen in Kése bekannten o- und
v-Glutamylpeptide hin analysiert (Abbildung 12). Dazu wurde eine geringe Menge an P-24
unter Verwendung eines Ultra-Turrax und der 5-fachen Menge an Wasser fiir eine Minute
extrahiert (siehe Kapitel 2.1.1.1), die wéssrige Phase durch Filtration von den festen
Bestandteilen getrennt, anschlieBend addquat mit Wasser verdinnt und zur Analyse
verwendet. Nach Trennung an einer PFP-Phase erfolgte die massenspektrometrische
Detektion der a- und y-Glutamylpeptide im MRM-Modus, wobei die Identifizierung der
Analyten durch Vergleich mit den charakteristischen Masseniibergingen und Retentionszeiten
der Referenzsubstanzen erfolgte. Neben den bereits von Sforza et al. (2009)in Parmesan

beschriebenen Verbindungen konnten erstmals weitere sieben a- und sechs y-Glutamylpeptide
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detektiert werden, die kiirzlich in Gouda beschrieben wurden (Toelstede et al., 2009;
Toelstede und Hofmann, 2009). Diese waren o-Glu-Gly (1), a-Glu-Ala (3), a-Glu-Val (5),
a-Glu-Glu (7), a-Glu-Asp (11), a-Glu-Trp (12), a-Glu-Thr (13), y-Glu-Gly (2), y-Glu-Ala (4),
v-Glu-Glu (8), y-Glu-Tyr (10), y-Glu-Lys (14), y-Glu-GlIn (17) und y-Glu-His (19).
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Abbildung 12. Strukturformeln der bisher in Kise identifizierten Glutamyldipeptide: a-Glu-Gly (1),
v-Glu-Gly (2), a-Glu-Ala (3), y-Glu-Ala (4), a-Glu-Val (5), y-Glu-Val (6), 0-Glu-Glu (7), y-Glu-Glu (8),
o-Glu-Tyr (9), y-Glu-Tyr (10), a-Glu-Asp (11), a-Glu-Trp (12), a-Glu-Thr (13), y-Glu-Lys (14), y-Glu-Leu
(15), y-Glu-Ile (16), y-Glu-GIn (17), y-Glu-Met (18), y-Glu-His (19) und y-Glu-Phe (20). In Anlehnung an
Sforza et al. (2009) und Toelstede et al. (2009).
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Daneben wurden im frischen Extrakt des Parmesans weitere Peaks detektiert, die zwar die
charakteristischen Masseniibergdnge von den in der Referenzldsung enthaltenen Analyten
a-Glu-Asp (11), a-Glu-Trp (12), a-Glu-Thr (13), y-Glu-Lys (14) und y-Glu-Leu (15) (A, C,
E, G, I in Abbildung 13) aufwiesen, jedoch zu einem anderen Zeitpunkt von der Saule

eluierten (B, D, F, H, K in Abbildung 13).
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Abbildung 13. LC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") von a-Glu-Asp (11) in
Referenzlosung (A), in Parmesanextrakt (B), von o-Glu-Thr (13) in Referenzlosung (C), in
Parmesanextrakt (D), von o-Glu-Trp (12) in Referenzlosung (E), in Parmesanextrakt (F), von y-Glu-Lys
(14) und y-Glu-GIn (17) in Referenzlosung (G), in Parmesanextrakt (H) und von y-Glu-Leu (15) in
Referenzlosung (I) und in Parmesanextrakt (K). Nummerierungen der Peaks beziehen sich auf Abbildung
12 und Abbildung 17.
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Da die chromatographische Trennung von a-/y-Glutamylpeptidpaaren an einer PFP-Phase in
einer friiheren Elution des o-Peptids resultiert, deutete die spétere Retentionszeit der
unbekannten Peaks im Parmesanextrakt bei den Ubergingen von 11 (m/z 263.2—134.0), 12
(m/z 334.2—188.0) und 13 (m/z 249.2—119.9) auf die Anwesenheit der bis dahin nicht in
Kaése beschriebenen korrespondierenden y-Glutamylpeptide hin (Abbildung 13). Die friihere
Retentionszeit beim Ubergang von 14 (m/z 276.2—130.0) hingegen lieB auf das
Vorhandensein von a-Glu-Lys schlieBen. Der Doppelpeak beim Masseniibergang von 15
(m/z 261.2—85.9) wies auf das bereits durch Sforza et al. (2009) identifizierte y-Glu-Ile (16)
hin.

Um die postulierte Identitdt der unbekannten Peptide zu verifizieren, war ein Vergleich ihrer
Retentionszeiten mit denen von Referenzsubstanzen ndtig. Referenzmaterial von y-Glu-Asp
(21), y-Glu-Thr (22) und y-Glu-Ile (16) wurde durch Festphasenpeptidsynthese (Chan und
White, 2000) erhalten (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Festphasenpeptidsynthese von y-Glu-Ile (16), y-Glu-Asp (21) und y-Glu-Thr (22), in
Anlehnung an Chan und White (2000).
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Ausgehend von der jeweiligen C-terminalen Aminosdure, die zunichst geschiitzt und an
Polymerharz (Wang-Harz) gebunden vorlag, erfolgte nach Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe
durch Piperidin in Dimethylformamid (DMF) die Kopplung des Glutamylrestes. Dabei wurde
die Fmoc-geschiitzte L-Glutaminsdure unter Anwesenheit von (Benzotriazol-1-yloxy)-
tripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-phosphat ~ (PyBop™) und der tertidiren Base
Diisopropylethylamin (DIPEA) an der y-Carboxylfunktion in den entsprechenden, reaktiven
Benzotriazolylester iiberfiihrt, der dann mit der am Wang-Harz gebundenen Aminoséure iiber
eine Sdureamidbindung gekoppelt wurde (Chan und White, 2000). Nach Abspaltung der
zweiten Fmoc-Schutzgruppe wurde das jeweilige Dipeptid unter gleichzeitiger Entfernung der
O-tert-Butyl-Schutzgruppe vom  Wang-Harz  freigesetzt. Die  Aufreinigung der
Syntheseprodukte wurde an einer préparativen Monochrom-Phase unter Verwendung eines
Wasser/Acetonitril-Gradienten (Gradient 1, Kapitel 3.7.2) durchgefiihrt und die Strukturen
der erhaltenen Verbindungen 16, 21 und 22 mittels Massenspektrometrie sowie 1D- und 2D-
NMR-Experimenten verifiziert. Dies wird im Folgenden beispielhaft fiir y-Glu-Thr (22)
dargestellt.

Abbildung 15 zeigt das Fragmentionenspektrum (ESI") von y-Glu-Thr (22). Das
Pseudomolekiilion mit einem m/z-Verhéltnis von 248,9 deutete auf das angestrebte
Molekulargewicht vom 248 Da hin. Die erhaltenen Fragmentserien, die nach der von
Roepstorff (1984) etablierten Nomenklatur fiir Peptidfragmente gekennzeichnet sind,
untermauerten das Vorliegen von y-Glu-Thr (22). Die Fragmentionen mit m/z von 130,0,
101,7 und 83,9 deuteten auf einen N-terminalen Glutamylrest hin, wobei m/z 130,0 dem b;-
Fragment zuzuordnen war und durch Spaltung der Sadureamidbindung entstand. Damit
einhergehend entsprach das Fragment mit m/z 101,7 dem korrespondierenden Immonium-Ion
a; und das mit m/z 83,9 der decarboxylierten Form des b;-Fragmentes. Das zum b;-Fragment
komplementire y;-Immonium-Ion (m/z 120,1) sowie dessen decarboxylierte Form (m/z 73,9)

entsprachen somit einem C-terminalen Threonin-Rest.
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Abbildung 15. MSZ-Spektrum (ESI") von 7y-Glu-Thr (22) sowie die Zuordnung der einzelnen
Fragmentionen.

Die weitere Absicherung der Struktur sowie Verifizierung der y-Position der Peptidbindung
wurde durch 1D- und 2D-NMR-Experimente erbracht. Abbildung 16 zeigt exemplarisch
einen Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von y-Glu-Thr (22), bei dem die J**-Kopplungen
zwischen Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen eines Molekiils sichtbar gemacht werden.
Dabei ist die Kopplung zwischen dem a-Proton des Threoninrestes und dem y-stindigen
Carboxyl-Kohlenstoff des Glutamylrestes iiber die Séureamidbindung hinweg deutlich zu
erkennen, wohingegen die o-Carboxylgruppe des Glutamylrestes nur Kopplungen zu den

benachbarten Protonen an Position C(2) und C(3) aufwies.

Analog wurden die Strukturen der anderen beiden Syntheseprodukte y-Glu-Asp (21) und

v-Glu-Ile (16) mittels MS- und NMR-Experimenten abgesichert (vgl. Kapitel 3.4.6.1 und
Kapitel 3.4.6.3).
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Abbildung 16. Ausschnitt aus dem HMBC-NMR-Spektrum (500 MHz; D,0) von y-Glu-Thr (22).
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Nach Zugabe der synthetisierten Glutamyldipeptide zur Referenzlosung und erneuter

massenspektrometrischer Analyse konnte durch Vergleich der spezifischen Fragmente und

Retentionszeiten zum ersten Mal die Anwesenheit von y-Glu-Asp (21) und y-Glu-Thr (22) in

Parmesan nachgewiesen werden. Die Detektion von y-Glu-Ile (16) bestitigte Angaben aus der

Literatur (Sforza et al., 2009). Im Fall der unbekannten Peaks bei den Ubergingen von a-Glu-

Trp (12) und y-Glu-Lys (14) erfolgte die Identifizierung mit kommerziell erhéltlichen

Referenzen und fiihrte zur erstmaligen Identifizierung von y-Glu-Trp (22) und a-Glu-Lys (24)

(Daten nicht gezeigt). Die Strukturformeln der erstmals identifizierten Peptide 21, 22, 23 und

24 sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17. Strukturformeln der erstmals in Parmesan identifizierten Peptide: y-Glu-Asp (21), y-Glu-
Thr (22), y-Glu-Trp (23) und a-Glu-Lys (24).

Um die erstmals beschriebenen Glutamylpeptide 21, 22, 23 und 24 sowie die bislang
sensorisch nicht bewerteten Peptide y-Glu-Ile (16) und y-Glu-Lys (14) psychophysikalisch zu
charakterisieren, wurden deren intrinsische Geschmacksqualitdten und
Geschmacksschwellenwerte ermittelt. Desweiteren wurden fiir die y-Peptide Schwellenwerte

fiir die Kokumi-Qualitit in einer wéssrigen NaCl/MSG-Ldsung aufgenommen (Tabelle 3).

Tabelle 3. Schwellenwerte von y-Glu-Lys (14), y-Glu-Ile (16), y-Glu-Asp (21), y-Glu-Thr (22), y-Glu-Trp
(23) und o-Glu-Lys (24) fiir einen intrinsischen Geschmackseindruck in wéssriger Losung (pH 5,3) und
fiir die Kokumi-Qualitit in NaCl/MSG-Losung.

Schwellenwert [pumol/l] in

Verbindung Geschmacksqualitit wissriger Losung NaCI/MSG*
v-Glu-Lys (14) adstringierend 2000 225
v-Glu-Ile(16) umami 5000 360
v-Glu-Asp(21) adstringierend 900 170
v-Glu-Thr(22) adstringierend 300 430
v-Glu-Trp(23) adstringierend 2000 250
a-Glu-Lys(24) adstringierend 1300 n.b.

10 mmol/l NaCl/30 mmol/l MSG, pH 5,5; n.b. nicht bestimmt.

Die Schwellenwerte fiir einen intrinsischen Geschmackseindruck in wassriger Losung lagen
zwischen 300 pumol/l fiir y-Glu-Thr (22) und 5000 pmol/l fiir y-Glu-Ile (16), was mit dem

Konzentrationsbereich von Schwellenwerten fiir die bereits untersuchten Glutamylpeptide
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tibereinstimmte (7Toelstede et al., 2009). Dabei wies y-Glu-Ile (16) eine leicht umamiartige
Geschmacksqualitdt auf, alle anderen Peptide hingegen einen unspezifischen, leicht
adstringierenden Geschmackseindruck. Die Schwellenwerte fiir den Kokumieffekt in der

NaCl/MSG-Losung lagen zwischen 170 — 430 pmol/I.

Zur préazisen Quantifizierung aller in Parmesankdse detektierten Glutamylpeptide wurde im
ndchsten Schritt eine LC-MS/MS-Methode unter Verwendung eines isotopenmarkierten

internen Standards entwickelt und validiert.

Entwicklung und Validierung einer SIVA-Methode zur Quantifizierung der o- und y-

Glutamyldipeptide

Um die a- und y-Glutamylpeptide in Parmesankdse quantitativ zu bestimmen, sollte eine
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) mit LC-MS/MS-Detektion entwickelt werden. Zur
Verwendung als interner Standard wurde zunéchst y—Glu—Ala—[13C3] (25) mittels
Festphasensynthese hergestellt und die Struktur mittels LC-MS/MS verifiziert. Abbildung 18
zeigt die Produktionenspektren von (A) unmarkiertem y-Glu-Ala (4) und (B) y—Glu—Ala—[13C3]
(25). Der Vergleich der m/z-Verhéltnisse der Pseudomolekiilionen sowie der y;-Fragmente
zeigte mit der Erhohung der Molekiilmasse um drei Masseneinheiten deutlich die
eingebrachte Isotopenmarkierung. Zudem wurde anhand von NMR-Experimenten die

erfolgreiche Synthese des internen Standards sichergestellt (siehe Kapitel 3.4.6.4).

Um eine addquate Empfindlichkeit der Methode zu gewéhrleisten, wurden die spezifischen
Ionisierungs- und Fragmentierungsparameter aller Analyten (1 — 24) und des internen
Standards (25) softwaregestiitzt optimiert. Die jeweils optimalen Parameter sind in Kapitel
3.4.2.2.2 (Tabelle 34) zusammengefasst. Die beste chromatographische Trennung der
Analyten zeigte sich auf einer PFP (Pentafluorphenylpropyl)-Phase unter Verwendung eines

Wasser (0,1 % Ameisensdure)/Acetonitril (0,1 % Ameisensdure)-Gradienten.
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Abbildung 18. MSZ-Spektren (ESI") von (A) v-Glu-Ala (4) und (B) y-Glu-Ala-[13C3] (25);
*BC_Kohlenstoffatom.

Vor der Extraktion wurde den Parmesan-Proben jeweils eine definierte wissrige Losung des
internen Standards zugegeben und die Proben fiir 30 Minuten unter leichtem Schiitteln
equilibriert. AnschlieBend wurden die Késeproben mit Salzsdure (0,1 M) extrahiert und die
erhaltenen Suspensionen zentrifugiert. Nach Filtration der wéssrigen Phasen in Messkolben
und einem weiteren Verdiinnungsschritt wurden die Proben zur Analyse mittels LC-MS/MS

verwendet.

Um die Eignung der Methode zur Quantifizierung der Glutamylpeptide in Parmesankése
sicherzustellen, wurden Validierungsexperimente durchgefiihrt. Da die Selektivitit einer

Methode, d.h. die Fahigkeit verschiedene Analyten nebeneinander ohne gegenseitige Storung
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zu erfassen, Grundvoraussetzung fiir deren Richtigkeit ist (Kromidas, 2011), wurde zunéchst
eine mogliche Uberlagerung von Peptiden mit inverser Aminosiuresequenz iiberpriift. Dazu
wurden exemplarisch das Peptidpaar a-/y-Glu-Ala (3, 4) sowie Ala-Glu (26) verwendet.
Letzteres unterscheidet sich in der Aminosduresequenz, nicht aber im Molekulargewicht von

den anderen beiden Analyten (Abbildung 19).

) CH, O  COOH
HOOCV\)J\N)\WOH HSCQJ\N)\/\WOH
N, B6 NH, H o
3 26

Abbildung 19. Strukturformeln von a-Glu-Ala (3) und Ala-Glu (26).

Die Injektion des korrespondierenden Glutamylpeptid-Paares a-/y-Glu-Ala (3, 4) und von
Ala-Glu (26) in das LC-MS-System und Detektion im MRM-Modus ergab zum einen eine
abweichende Retentionszeit und zum anderen nur einen marginalen Peak des Ala-Glu beim
Ubergang m/z 219,090,0 (A und C, Abbildung 20). Dieser Ubergang reprisentiert das
Pseudomolekiilion sowie das bei der Fragmentierung entstehende y;-Fragment, dessen m/z-
Verhiltnis von der C-terminalen Aminosdure abhéngt. Im Gegensatz dazu konnte fiir alle drei
Analyten beim Ubergang m/z 219,0—84,0 ein deutlich erkennbarer Peak detektiert werden,
da dieser unspezifisch durch den bei der Fragmentierung aller drei analysierten Peptide
entstehenden Glutamylrest erzeugt wird (B und D in Abbildung 20). Folglich wurden fiir alle
in der Methode enthaltenen Glutamylpeptide die charakteristischen Masseniibergénge
[M+H] —[y;-Fragment] fiir die Quantifizierung verwendet, um eine spezifische Detektion zu

gewdhrleisten.
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Abbildung 20. LC-MS-Chromatogramme:Extrahierte Massenspuren (ESI') von a- und v-Glu-Ala (3, 4)
(A) und (B) sowie von Ala-Glu (26) (C) und (D).

Zur Bestimmung der Wiederholprizision, die ein Mall fiir die Streuung der
Analysenergebnisse ist und durch Angabe der relativen Standardabweichung (RSA)
ausgedriickt wird (Kromidas, 2011), wurden fiinf einzelne Einwaagen eines gréBeren
Parmesanstiickes aufgearbeitet und in das LC-MS-System injiziert. Die in geringen
Konzentrationen vorliegenden Peptide a-Glu-Ala (3), a-Glu-Val (5), a-Glu-Asp (11), a-Glu-
Trp (12), y-Glu-Gln (17) und o-Glu-Lys (24) wiesen relative Standard-Abweichungen
zwischen 6,09 und 11,83 % auf. Fiir alle anderen Analyten ergaben sich prizise Werte

(RSA =2,00 — 4,69 %) (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Bestimmung der Wiederholprizision der entwickelten LC-MS/MS-Methode zur
Quantifizierung der a-/y-Glutamyldipeptide 1 — 24 in Parmesankise P-24.

Peptid Gehalt [pmol/kg Frischgewicht] in Probe Mittel- RSA’

1* 2? 3 4° 5° wert [Yo]

a-Glu-Gly (1) 29,27 27,46 27,85 27,41 27,07 27,81 3,10
v-Glu-Gly (2) 1089,48 1047,72  1063,14  1020,95 1037,05 1051,67 2,49
a-Glu-Ala (3) 8,20 8,38 7,28 8,98 7,70 8,11 8,11
v-Glu-Ala (4) 219,56 220,06 209,62 217,18 221,44 217,57 2,16
a-Glu-Val (5) 31,78 32,14 33,04 34,54 37,78 33,86 7,21
v-Glu-Val (6) 1377,19  1265,10  1300,53  1245,50 1342,86  1306,23 4,16
a-Glu-Glu (7) 136,47 128,04 133,50 124,60 132,67 131,06 3,60

y-Glu-Glu (8)  3346,60 327026 3268,60 314747 3269,79 326054 2,19
y-Glu-Tyr (10) 20541 19133 201,48 198,52 20470 20029 285

a-Glu-Asp (11) 10,56 9,84 10,45 10,18 11,63 10,53 6,41
a-Glu-Trp (12) 2,34 1,89 2,58 2,07 2,25 2,23 11,83
a-Glu-Thr (13) 34,17 35,94 36,50 33,92 37,91 35,69 4,69

v-Glu-Lys (14) 117948 115490 1075,09 1188,96 1096,73 113903 4,45
y-Glu-Leu (15)  1302,07 125530 131248 1239,17 1372,08 129622 4,03
y-Glu-Ile (16) 98925 921,08 955,61 989,59 91432 95397 3,77
vy-Glu-Gln (17) 165,98 140,41 156,03 150,25 15127 152,79 6,09
y-Glu-Met (18) 650,83 641,13 623,53 636,42 620,04 63439 2,00
y-Glu-His (19)  6520,39  6450,04  6005,73 603590 600598  6203,61 4,17
y-Glu-Phe (20)  1177,45 1124,18 1129,14 1127,14 1156,79 1142,94 2,04
y-Glu-Asp (21) 290,66 27632 27410 265,68 287,80 27891 3,69
v-Glu-Thr (22)  2513,82  2441,10 2533,16 2451,69 2584,00 2504,75 2,37

v-Glu-Trp (23) 60,89 58,82 60,83 59,27 61,82 60,33 2,06
a-Glu-Lys (24) 192,63 157,84 184,35 182,35 156,54 174,74 9,44
Summe 21536,7 20861,2 20607,2  20399,8 20742,4 208294 2,10

*Proben 1 — 5 wurden jeweils einzeln aufgearbeitet und dreimal injiziert; PRSA = relative Standardabweichung.
Nummerierung der Proben bezieht sich auf Abbildung 12 und Abbildung 17.

Im  ndchsten  Schritt erfolgten auf Basis der zuvor erhaltenen Daten
Wiederfindungsexperimente, die der Uberpriifung der Richtigkeit dienten. Dazu wurden
jeweils drei Einwaagen des Parmesans mit allen Analyten in drei verschiedenen
Konzentrationen aufgestockt und die Gehalte nach Probenaufarbeitung bestimmt. Die

Wiederfindungsrate, die sich nach Kromidas (2011) aus der Steigung der Regressionsgeraden
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bei Auftragung der Ist/Soll-Gehalte ergibt und neben der Richtigkeit auch einen Beweis fiir
die Selektivitdt und Robustheit der Methode darstellt, betrug fiir die Summe aller Analyten
107,4 %. Die Wiederfindungsraten der einzelnen Analyten sind in Tabelle 5

zusammengefasst und lagen im Bereich von 85,6 — 118,8 %.

Tabelle 5. Wiederfindungsraten fiir die einzelnen a- und y-Glutamyldipeptide 1 — 24 in Parmesankise
P-24.

Steigung
Analyt Ist/Soll [%] (Wiederfindungsrate [%])*

o-Glu-Gly (1) 1002 —111,9 1,098 (109,8)
v-Glu-Gly (2) 97,9 - 102,7 0,996 (99,6)
a-Glu-Ala (3) 102,0 — 104,7 1,036 (103,6)
v-Glu-Ala (4) 98,1 —103,8 1,015 (101,5)
a-Glu-Val (5) 98,9-110,9 1,039 (103,9)
vy-Glu-Val (6) 97,7 - 109,2 1,054 (105,4)
a-Glu-Glu (7) 100,3 — 118,8 1,096 (109,6)
v-Glu-Glu (8) 97,1 —102,8 1,006 (100,6)
v-Glu-Tyr (10) 98,5 111,4 1,066 (106,6)
a-Glu-Asp (11) 96,1 — 105,9 1,022 (102,2)
a-Glu-Asp (12) 104,8 — 1076 1,051 (105,1)
a-Glu-Thr (13) 100,9 - 112,8 1,081 (108,1)
v-Glu-Lys (14) 102,5- 1178 1,102 (110,2)
y-Glu-Leu (15) 103,5- 1108 1,086 (108,6)
v-Glu-Tle (16) 97,8~ 112,9 1,075 (107,5)
v-Glu-Gln (17) 96,8 — 1079 1,032 (103,2)
v-Glu-Met (18) 99,5-112,3 1,072 (107,2)
v-Glu-His (19) 101,6 —116,3 1,098 (109,8)
v-Glu-Phe (20) 99,0-116,3 1,043 (104,3)
v-Glu-Asp (21) 103,0 - 107,1 1,055 (105,5)
v-Glu-Thr (22) 99,7 -108,7 1,050 (105,0)
v-Glu-Trp (23) 85,6 — 97,5 0,903 (90,3)
a-Glu-Lys (24) 103,5-107,9 1,064 (106,4)
Summe 99,8 —107,2 1,074 (107,4)

Steigung x 100 = Wiederfindungsrate [%] aus n = 3. Nummerierung der Analyten bezieht sich auf Abbildung
12 und Abbildung 17.

Die durchgefiihrten Validierungsexperimente zeigen, dass die entwickelte LC-MS/MS-
Methode die selektive und priazise Quantifizierung der o- und y-Glutamylpeptide in

Parmesankise ermoglichte.
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2.1.1.3 Quantifizierung von Geschmacksstoffen und Berechnung von DoT-

Faktoren

Im nédchsten Schritt wurde eine umfassende Quantifizierung aller potentiellen
Sensometaboliten (Abbildung 21) durchgefiihrt, um auf quantitativen Daten basierende

Geschmacksrekombinate von WE-24 und P-24 herstellen zu konnen.

Parmesankase
» Kohlenhydrate p=— GC-FID
» Ameisensdure f——— HPIC-sCD
»| Essigsaure p———p GC-FID
»| Freie Fettsduren —» GC-FID
»| o-/y-Glutamylpeptide —»HPLC-MS/MS
» Biogene Amine — HPLC-MS/MS
Y
Wasserextrakt

\4

Freie Aminosauren p——p HILIC-MS/MS

\4

Anionen/Kationen ——» HPIC-sCD

\ 4

Organische Sauren — HPIC-sCD

\ 4

Bitterpeptide b HILIC-MS/MS

Abbildung 21. Schema zur Analyse potentieller Geschmacksstoffe in Parmesankiise.

Kohlenhydrate, Essigsdure und freie Fettsduren wurden mittels Gaschromatographie-
Flammenionisationsdetektion (GC-FID), Ameisenséure mittels Ionenchromatographie mit
unterdriickter Leitfahigkeit (HPIC-sCD), a- und y-Glutamyldipeptide mittels HPLC-MS/MS
und biogene Amine nach Derivatisierung mittels HPLC-MS/MS direkt aus dem Kise
bestimmt. Freie Aminosduren wurden anhand HILIC-MS/MS, mineralische Anionen und
Kationen sowie organische Sduren mit HPIC-sCD und bittere Caseinspaltpeptide (7Toelstede
und Hofmann, 2008a) mit Hilfe von HPLC-MS/MS-Messungen aus wissrigen Losungen von
WE-24 quantifiziert. Die Analyse von Kohlenhydraten ergab die Abwesenheit jeglicher
Zucker. Unter den bitteren Caseinspaltpeptide wurden kiirzlich identifizierten Verbindungen

LVYPFPGPIHN, YPFPGPIHN, VYPFPGPIPN, YPFPGPIPN, YQQPVLGPVRGP oder
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EIVPN (Toelstede und Hofmann, 2008a) jeweils um den Faktor >1000 unterhalb ihres
jeweiligen Schwellenwertes detektiert, so dass diese Verbindungen im Weiteren nicht

beriicksichtigt wurden (Daten nicht gezeigt).

Ein HPIC-Chromatogramm der mineralischen Anionen und Saureanionen in P-24 ist in
Abbildung 22 dargestellt. Abbildung 23 zeigt exemplarisch die LC-MS/MS-
Chromatogramme der mit Dansylchlorid derivatisierten biogenen Amine und der

isotopenmarkierten Standards Tyramin-ds und Histamin-d4 in P-24.

35 A ;
Py Chlorid
=
::,-3' 25 A
7]
c
2 15 A
£ Lactat
©
5 1 i Phosphat
_Ew Acetat | | Formiat J\p___’_\—_
w 0 ] T T T T
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0 Zeit [min]

Abbildung 22. HPIC-Chromatogramm der mineralischen Anionen und Sidureanionen in P-24.

Tyramin-d4*2DCI
m/z 608.0—170.1

Tyramin*2DCI
m/z604.2—170.1

Histamin-d,*2DCI
m/z582.2—170.1

Histamin*2DCI
m/z 578.2—170.1

Signalintensitat [-]

Putrescin*2DCI
m/z 555.2—170.1
Cadaverin*2DCI
m/z 569.2—170.1

Spermidin*3DCI
m/z 845.3—170.1
T T T T T “=1

1 ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [min]

Abbildung 23. LC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI') der Dansylchlorid-
Derivate von Tyramin, Histamin, Putrescin, Cadaverin und Spermidin sowie der isotopenmarkierten
Standards Tyramin-d, und Histamin-d,; DC] = Dansylchlorid.
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Um die Verbindungenzu identifizieren, die vornehmlich fiir das Hervorrufen der einzelnen
Geschmacksqualitdten verantwortlich sind, wurden alle quantifizierten Geschmacksstoffe in
Abhingigkeit von ihrer Geschmacksqualitit in Gruppen eingeteilt. Falls keine Literaturwerte
vorhanden waren, wurden Schwellenwerte fiir den intrinsischen Geschmack durch das
Sensorikpanel bestimmt. Basierend auf den quantitativen Daten wurde fiir jede Verbindung
der Dose-over-Threshold-Faktor (DoT) als Quotient aus Konzentration im Parmesan und
Geschmacksschwellenwert berechnet. Alle analysierten Verbindungen, ihre Konzentrationen

und korrespondierenden DoT-Faktoren sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Insgesamt wurden 65 Sensometabolite quantifiziert, von denen elf in der Gruppe der bitter
schmeckenden Verbindungen (Gruppe [) zusammengefasst wurden, darunter neun
Aminosduren und die bivalenten Kationen Calcium und Magnesium. Calcium wies mit
142653 pmol/kg die hochste Konzentration unter den bitteren Substanzen auf, gefolgt von
den Aminosduren L-Lysin (103486 pmol/kg), L-Leucin (88212 upmol/kg), L-Valin
(87377 pumol/kg) und L-Isoleucin (76479 pmol/kg). Die restlichen bitteren Aminosduren

sowie Magnesium wurden in Konzentrationen von 3378 — 24790 umol/kg gefunden.

Die umami schmeckenden Aminosduren wurden in Gruppe II zusammengefasst, wobei
L-Glutaminsdure mit einer Konzentration von 152708 umol/kg die majore Verbindung
darstellte. L-Asparaginsdure, L-Asparagin und L-Glutamin wurden mit deutlich geringeren

Gehalten von 48449, 31763 und 5956 umol/kg detektiert.

Die Kationen Natrium und Kalium sowie die Anionen Chlorid und Phosphat reprisentieren
die salzig schmeckenden Verbindungen in Gruppe III. Dabei wurden Natrium und Chlorid mit
Gehalten von 232601 und 104429 umol/kg in deutlich hoheren Konzentrationen gefunden als
Kalium (28917 pmol/kg) und Phosphat (9643 umol/kg). In der Gruppe der sauren
Sensometaboliten (Gruppe IV) wurden die S&ureanionen Lactat, Acetat und Citrat
zusammengefasst. Lactat war mit 17726 umol/kg die Hauptverbindung in dieser Gruppe und
entsteht wihrend des Herstellungsprozesses durch mikrobielle Aktivitit aus Lactose (Fox et

al., 1990).
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Tabelle 6. Geschmacksschwellenwerte [umol/l], Konzentrationen [pmol/kg] und DoT-Faktoren aller in
P-24 und WE-24 quantifizierten Geschmacksstoffe.

Gruppe I: bitter

Calcium 6200%¢ 142653 23,0
Magnesium 6400%¢ 14775 2,4
L-Leucin 11000 88212 8,0
L-Isoleucin 10000° 76479 7,6
L-Valin 30000° 87377 2,9
L-Tyrosin 4000" 9151 2,3
L-Lysin 80000" 103486 1,3
L-Tryptophan 4000° 3823 0,9
L-Histidin 45000° 21700 0,5
L-Arginin 75000° 24790 0,3
L-Phenylalanin 45000" 3378 <0,1
Gruppe II: umami

L-Glutaminsédure 1100° 152708 138.8
L-Asparaginsdure 600° 48449 80,7
L-Asparagin 50000° 31763 0,6
L-Glutamin 50000° 5956 0,1
Gruppe III: salzig

Natrium 3900%¢ 232601 59,6
Chlorid 3900™ 104429 26,8
Kalium 13000%¢ 28917 2.2
Phosphat 5000 9653 1,9
Gruppe IV: sauer

Lactat 11890&™¢/23770< 17726 1,5/0,7
Acetat 3100° 3602 1,2
Citronensaure 2600* 314 0,1
Gruppe V: siif

L-Prolin 25000™ 126621 5,1
L-Methionin 5000 22570 4,5
L-Alanin 12000™ 46486 3,9
L-Serin 25000™ 89787 3.6
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Glycin 25000™ 51781 2,1
L-Threonin 35000™ 39028 1,1
Gruppe VI: Freie Fettsiuren

Butterséure 4000%¢ 4639 1,2
Capronsdure 3400%° 1815 0,5
Caprylsdure 5200%° 1236 0,2
Caprinséure 15500%° 1720 0,1
Laurinsiure n.b. 1031 n.b.
Myristinsdure n.b. 3744 n.b.
Palmitinsdure n.b. 8576 n.b.
Stearinsédure n.b. 1611 n.b.
Olsdure 670%¢/2650"° 6447 9,8/2,5
Gruppe VII: Biogene Amine

Histamin 600™/10000"* 1170 2,0
Tyramin 500™/2000" 540 1,1
Cadaverin 130° 304 2.3
Putrescin 100°* 89 0,9
Spermidin n.b. 16 n.b.
Gruppe VIII: a-/y-Glutamylpeptide

a-Glu-Gly (1) 2500"" 27 <0,1
a-Glu-Ala (3) 10000™" 8 <0,1
a-Glu-Val (5) 5000™" 33 <0,1
a-Glu-Glu (7) 2500™" 131 <0,1
a-Glu-Asp (11) 1250"" 11 <0,1
a-Glu-Trp (12) 5000*" 3 <0,1
a-Glu-Thr (13) 2500"" 35 <0,1
a-Glu-Lys (24) 1300" 175 0,1
v-Glu-Gly (2) 1250"" 1055 0,8
v-Glu-Ala (4) 900™" 216 0,2
v-Glu-Val (6) 3300"" 1290 0,4
v-Glu-Glu (8) 5000™",10000" 3299 0,6/0,3
v-Glu-Tyr (10) 2500"", 5000™" 200 <0,1
v-Glu-Lys (14) 2000' 1156 0,6
v-Glu-Leu (15) 9400"" 1296 0,1
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v-Glu-Tle (16) 5000" 952 0,2
v-Glu-Gln (17) 2500 152 <0,1
v-Glu-Met (18) 2500 626 0,2
v-Glu-His (19) 2500™ 6204 2,4
v-Glu-Phe (20) 2500 1146 0,5
v-Glu-Asp (21) 900" 276 0,3
v-Glu-Thr (22) 300" 2538 8,5
v-Glu-Trp (23) 2000" 60 <0,1

* Geschmacksschwellenwerte [pumol/l] wurden in mineralstoffarmem Wasser bei pH 5,3 ermittelt oder aus der
Literatur iibernommen; ° Konzentration (umol/kg Frischgewicht) in Parmesankise; ¢ Dose-over-Threshold
(DoT)-Faktor: Quotient aus Konzentration im Kése und Geschmacksschwellenwert (Scharbert et al., 2004b);
4 Schwellenwert wurde fiir das korrespondierende Chlorid ermittelt; “Toelstede und Hofmann, 2008b; Wieser et
al., 1975; ¢ Schwellenwert fiir sauer; " Schwellenwert fiir das korrespondierende Natriumsalz; ' Schwellenwert fiir
umami; ' Warmke, 1997; ¥ Hufnagel und Hofmann, 2008b; ! Warendorf, 1991; ™ Wieser et al., 1977,
°Schwellenwert filir belegende Adstringenz; P Schwellenwert fiir einen fettigen Geschmackseindruck;
"Schwellenwert fiir einen brennenden Geschmackseindruck; ® Schwellenwert fiir Bitterkeit; ' Kubickova und
Grosch, 1998b; " Schwellenwert fiir unspezifischen, adstringierenden Geschmackseindruck;” Toelstede et al.,
2009. Nummerierung der Glutamylpeptide bezieht sich auf Abbildung 12 undAbbildung 17.

Gruppe V bestand aus sechs siilen Aminosduren, von denen L-Prolin (126621 pmol/kg) mit
der hochsten Konzentration detektiert wurde und die weiteren Substanzen Gehalte von 22570
— 89787 umol/kg aufwiesen. Freie Fettsduren (Gruppe VI) wurden in Konzentrationen von
1031 — 8576 umol/kg gefunden. Unter den biogenen Aminen (Gruppe VII) waren Histamin
(1170 pmol/kg) und Tyramin (540 pmol/kg) die majoren Verbindungen. Putrescin,

Cadaverin, sowie Spermidin waren in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen enthalten.

Die mit 23 Verbindungen groBte Gruppe VIII fasste die a- und y-Glutamyldipeptide
zusammen, wobei acht a- und 15 y-Peptide detektiert werden konnten. Die a-Glutamylpeptide
waren in geringen Gehalten von 3 — 175 umol/kg vorhanden, wohingegen die meisten der
v-Glutamylpeptide in deutlich hoheren Konzentrationen gefunden wurden. Die
Hauptverbindungen waren dabei y-Glu-His (19) mit 6204 pmol/kg, y-Glu-Glu (8) mit
3299 pmol/kg und y-Glu-Thr (22) mit 2538 pumol/kg. Desweiteren lagen y-Glu-Lys (14),
v-Glu-Phe (20), y-Glu-Val (6), y-Glu-Leu (15) und y-Glu-Gly (2) in Konzentrationen iiber
1000 pmol/kg vor.

Die Berechnung der DoT-Faktoren fiir die einzelnen Verbindungen als Quotient ihrer

Konzentration im Parmesan und denGeschmacksschwellenwerten, ergab fiir 28
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Sensometaboliten einen DoT-Faktor >1,0 und fiir 21 Substanzen einen DoT-Faktor von 0,1 —

1,0 (siche Tabelle 6).

In der Gruppe der bitteren Verbindungen (Gruppe 1) wurde der hochste DoT-Faktor (23,0) fiir
Calcium erhalten, wohingegen sich fiir das ebenfalls bivalente Kation Magnesium ein
geringerer Wert von 2,4 ergab. Fiir die bitter schmeckenden Aminosduren wurden fiir
L-Leucin (8,0), L-Isoleucin (7,6), L-Valin (2,9), L-Tyrosin (2,3) und L-Lysin (1,3) ebenfalls
DoT-Faktoren iiber 1,0 und somit der Hinweis auf einen direkten Beitrag zum Geschmack des
Parmesans erhalten.

In der Gruppe der umami-schmeckenden Verbindungen wiesen L-Glutaminsédure und
L-Asparaginsdure die insgesamt hochsten DoT-Faktoren von 138,8 und 80,7 auf, was ihre
Relevanz fiir den Umamigeschmack unterstrich. Im Gegensatz dazu war von L-Glutamin (0,1)
und L-Asparagin (0,6) kein direkter Beitrag zum Umamigeschmack zu erwarten.

Fiir die salzigen Substanzen wurden fiir alle in dieser Gruppe zusammengefassten
Verbindungen DoT-Faktoren grofler 1 erhalten, wobei Natrium (59,6) und Chlorid (26,8) die
mit Abstand hochsten Werte aufwiesen. Bei den sauren Sensometaboliten wiesen die DoT-
Faktoren von Lactat (1,5) und Phosphat (1,9) auf einen direkten Beitrag zum Geschmack hin
und flir die siiBen Aminosduren kann aufgrund der DoT-Faktoren bei allen detektierten
Verbindungen von einem Einfluss auf den Geschmack ausgegangen werden.

In der Gruppe der freien Fettsduren ergaben sich lediglich fiir die sauer schmeckende
Buttersiure (1,2) und fiir Olsdure (9,8/2,5), die sowohl einen adstringierenden als auch einen
fettigen Geschmackseindruck hervorruft, DoT-Faktoren tiber 1,0. Fiir die homologe Reihe
von Capron-, Capryl- und Caprinsdure wurden jeweils DoT-Faktoren <I1,0 ermittelt.
Deswegen sowie aufgrund ihrer geringen Loslichkeit wurden die freien Fettsduren fiir alle
weiteren sensorischen Experimente in wéssriger Losung nicht beriicksichtigt.

Da fiir die biogenen Amine Histamin und Tyramin, die beide einen brennenden
Geschmackseindruck hervorrufen, DoT-Faktoren iiber 1,0 erhalten wurden, konnte ein
direkter Einfluss dieser Verbindungen auf die typische, brennende Geschmacksqualitit des
Parmesans angenommen werden. Von den beiden bitter schmeckenden Aminen Putrescin und
Cadaverin wies letzteres einen DoT-Faktor iiber 1,0 auf.

In Gruppe VIII wurde lediglich fiir y-Glu-His (19) (2,4) und y-Glu-Thr (22) (8,5) ein DoT-
Faktor tliber 1,0 erhalten und somit fiir die meisten der a- und y-Glutamylpeptide ein direkter
Beitrag zum Geschmack des Parmesans ausgeschlossen. Die sensorische Relevanz der

v-Glutamylpeptide beruht auf ihrer geschmacksverstirkenden Wirkung, welche allerdings
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stark matrixabhéngig ist. So betridgt zum Beispiel der Schwellenwert von y-Glu-Leu (15) fiir
die Wahrnehmung des Kokumi-Effektes in ,,Double Boiled Chicken Broth*“ 800 pumol/l
(Dunkel et al., 2007), wohingegen in wassriger Goudamatrix eine Konzentration von 5 pmol/I
dieser Verbindung fiir eine geschmacksverstirkende Wirkung ausreicht (7oelstede et al.,
2009). Zudem konnte von Toelstede et al. (2009) eine Abhédngigkeit der Kokumi-Intensitit
vom pH-Wert gefunden werden, die bei pH 6,7 ein Maximum durchléuft. Daher war es notig,
den Umfang des Einflusses dieser Peptide auf den Geschmack des vorliegenden
Parmesankdses im Folgenden durch Rekombinations- und Omissionsexperimente zu

evaluieren.

2.1.1.4 Rekombinations- und Omissionsexperimente

Basierend auf den quantitativen Daten und den sich daraus ergebenden DoT-Faktoren wurden
im Folgenden Rekombinations- und Omissionsexperimente in wassriger Losung sowie in
Parmesanmatrix durchgefiihrt. Dadurch sollte einerseits die Vollstandigkeit und Richtigkeit
der instrumentell-analytischen Daten {iiberpriift und andererseits der Beitrag einzelner

Geschmacksstoffe und Geschmacksstoffgruppen zum Gesamtgeschmack offengelegt werden.

Rekombinations- und Omissionsexperimente in wassriger Lésung

Um zu untersuchen, ob die Gesamtheit der bisher quantifizierten Geschmacksstoffe zur
addquaten Imitation des Geschmacks von Parmesan ausreichte, wurden zunéchst alle erfassten
Verbindungen in ithren natiirlichen Konzentrationen (Tabelle 6) in mineralstoffarmem Wasser
aufgenommen und der pH-Wert der Losung mit 1 %iger Ameisensdure auf 5,3 eingestellt.
Anschliefend wurde das wissrige Rekombinat um den Faktor zwei verdiinnt und vom
Sensorikpanel einer vergleichenden Geschmacksprofilanalyse unterzogen, bei der alle
Geschmacksqualitdten auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar)
bewertet wurden. Eine gleichfalls verdiinnte wissrige Losung des WE-24 (vgl. Kapitel
2.1.1.1) diente dabei als Referenz.

Abbildung 24 zeigt deutlich, dass authentische Extrakt WE-24 und das Rekombinat rWE-24
nahezu identische Geschmacksprofile aufwiesen. Keine der bewerteten Geschmacksqualitéiten

des Rekombinates wies einen signifikanten Unterschied zur Referenz auf. Die
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Ubereinstimmung der Geschmacksprofile von Gesamtrekombinat und WE-24 zeigt die
umfassende und erfolgreiche Quantifizierung der geschmacksaktiven Verbindungen in
Parmesankise auf, weswegen im Folgenden auf eine sensorisch-orientierte Fraktionierung des
WE-24 zur Lokalisierung und Identifizierung weiterer geschmacksaktiver Verbindungen
verzichtet werden konnte. Stattdessen sollten Omissionsexperimente den Einfluss einzelner
Verbindungen oder Substanzklassen auf den Geschmack des Parmesans offenlegen. Durch
Weglassen von Verbindungen wurden hierfiir Teilrekombinate angefertigt, die dann jeweils
vom Sensorikpanel mittels vergleichender Geschmacksprofilanalyse gegen den WE-24
verkostet und bewertet wurden. Tabelle 7 gibt einen Uberblick iiber die durchgefiihrten

Omissionsexperimente und die jeweils omittierten Substanzklassen und Verbindungen.
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Abbildung 24. Geschmacksprofile von WE-24 und dessen Rekombinat rWE-24. Die Abbildung beruht auf
Daten in Tabelle 44 (Kapitel 6).
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Tabelle 7. Ubersicht iiber die mit dem rWE-24 durchgefiihrten Omissionsexperimente sowie omittierte
Geschmacksgruppen und -stoffe.

Rekombinat Omission von omittierte Substanzen
) ) L-Glutamin, L-Arginin,
rWE-24"03 Verbindungen mit DoT < 0,5 “ aml‘n . rglnln"
L-Phenylalanin, Citronensdure
L-Asparagin, L-Glutamin, L-Arginin,
) ) L-Histidin, L-Phenylalanin,
rWE-24"<10 Verbindungen mit DoT < 1,0 iSHan enyatanin

L-Tryptophan, Citronensaure,
Putrescin

a-Glu-Gly, a-Glu-Thr, a-Glu-Val,
a-Glu-Glu, a-Glu-Ala, a-Glu-Asp,
a-Glu-Trp, a-Glu-Lys, y-Glu-Glu,
v-Glu-Met, y-Glu-His, y-Glu-Gln,
v-Glu-Ala, y-Glu-Gly, y-Glu-Leu,
v-Glu-Val, y-Glu-Met, y-Glu-Phe,
v-Glu-Tyr, y-Glu-Asp, y-Glu-Thr,
v-Glu-Trp, y-Glu-lIle, y-Glu-Lys
a-Glu-Gly, a-Glu-Thr, a-Glu-Val,
rWE-24" allen o-Glutamylpeptiden a-Glu-Glu, a-Glu-Ala, a-Glu-Asp,
a-Glu-Trp, a-Glu-Lys
v-Glu-Glu, y-Glu-Met, y-Glu-His,
v-Glu-Gln, y-Glu-Ala, y-Glu-Gly,
v-Glu-Leu, y-Glu-Val, y-Glu-Met,

rWE-24" allen a- und y-Glutamylpeptiden

WE-247 llen y-Glutamylpeptid
g allen y-Glutamylpeptiden v-Glu-Phe, y-Glu-Tyr, y-Glu-Asp,
v-Glu-Thr, y-Glu-Trp, y-Glu-Ile,
v-Glu-Lys
rWE-2474 biogenen Aminen Histamin, Tyramin
rWE-247¢ L-Arginin L-Arginin

Nach Definition des Dose-Over-Threshold-Faktors leisten nur die Substanzen einen direkten
Beitrag zum Geschmack eines Lebensmittels, deren DoT-Faktoren > 1,0 sind (Scharbert et
al., 2004b). In einem ersten Experiment wurden daher zunichst alle Verbindungen, die einen
DoT-Faktor > 0,5 aufwiesen und anschlieBend alle Substanzen mit einem DoT-Faktor > 1,0
omittiert. Die o- und vy-Glutamylpeptide, von denen die vy-Formen fiir ihre
geschmacksverstiarkenden Eigenschaften bekannt sind, wurden in diesen beiden Experimenten
nicht omittiert. Im ersten Fall fehlten vier Substanzen: die umami schmeckende Aminosiure

L-Glutamin, die bitteren Verbindungen L-Arginin und L-Phenylalanin sowie Citronenséure.
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Wie in Abbildung 25 A dargestellt, hatte das Fehlen dieser Substanzen nur einen marginalen

Einfluss auf das Geschmacksprofil dieses Teilrekombinates rWE247°,

B WE-24 [OrWE-24<05 B WE-24 [OrWE-24=<10
sauer A B
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umami
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Geschmacksqualitat
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O

Abbildung 25. Geschmacksprofile von (A) rWE-24 und rWE-24"" und (B) rWE-24 und rWE-24""",
Abbildung beruht auf Daten in Tabelle 44 (Kapitel 6).

Im zweiten Experiment wurden insgesamt acht Verbindungen weggelassen, darunter die
beiden umami schmeckenden Aminosduren L-Asparagin und L-Glutamin, die bitteren
Verbindungen L-Arginin, L-Histidin, L-Phenylalanin, L-Tryptophan und Putrescin sowie
Citronensédure. Das aus der Bewertung gegen die Referenz resultierende Geschmacksprofil
des Teilrekombinates rWE24"* ist in Abbildung 25 B dargestellt und weist deutliche
Unterschiede zum Geschmacksprofil des WE-24 auf. Bis auf die Salzigkeit, die mit der
gleichen Intensitdt bewertet wurde, nahmen die Panelisten alle {ibrigen Geschmacksqualititen
im rWE24™"" mit geringeren Intensititen als im WE-24 wahr. Die Abnahme der
Bitterintensitdt konnte durch das Fehlen der bitteren Aminosduren erkldrt werden. Diese
wiesen zwar einzeln DoT-Faktoren unter 1,0 auf, konnen aber zusammen durch additive oder
synergistische Effekte einen Einfluss auf den Geschmack ausiiben. Dies wurde bereits durch
wissrige Teilrekombinate von Goudakise gezeigt (Toelstede und Hofmann, 2009b). Die
Abnahme der Intensitidten der anderen Geschmacksqualitidten, wie z.B. der Umamiqualitét

konnte nicht direkt mit der Abwesenheit bestimmter Substanzen korreliert werden, zeigte
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aber, dass bereits das Fehlen von minoren Geschmacksstoffen einen Einfluss auf das gesamte
Geschmacksprofil haben kann. Dieses Phidnomen wurde bereits 1975 von Moskowitz
beschrieben und konnte fiir verschiedene Lebensmittel, wie z.B. Rotwein, Goudakése oder
Morcheln anhand von Rekombinationsexperimenten, bei denen minore Sensometabolite
omittiert wurden, bestitigt werden (Rotzoll et al., 2006; Hufnagel und Hofmann, 2008b;
Toelstede und Hofmann, 2009).

In einer zweiten Reihe von Weglassexperimenten wurden einzelne Verbindungsklassen oder
Substanzen aus dem Rekombinat omittiert, um die Auswirkung auf einzelne
Geschmacksqualititen zu untersuchen. Zunédchst wurde die gesamte Gruppe der a- und
v-Glutamylpeptide weggelassen, was eine starke Abnahme der Kokumi-Qualitit von 2,3 auf
1,3 des resultierenden rWE24™" zur Folge hatte (Abbildung 26 A). Desweiteren wurden
bitterer Geschmack und brennender Eindruck des rWE24™' in héheren Intensititen
wahrgenommen als im WE-24. Ein Einfluss auf den bitteren Geschmack durch das Fehlen der
a- und y-Glutamylpeptide konnte in der Vergangenheit bereits fiir Goudakdse gezeigt werden
(Toelstede et al., 2009). Die Beeinflussung des brennenden Eindrucks hingegen wurde durch

die vorliegenden Sensoriken erstmals nachgewiesen.

Im Weiteren wurden entweder nur die o- Glutamylpeptide oder die y-Glutamylpeptide
omittiert, wobei das Fehlen der a- Glutamylpeptide keinen Einfluss auf die Kokumi-Intensitét
oder eine andere Geschmacksqualitit des Rekombinates rWE24™ hatte (Abbildung 26 B).
Die Abwesenheit der y-Glutamylpeptide hingegen fiihrte erneut zu einer Abnahme der
Kokumi-Intensitdit um 1,0 Einheiten (Abbildung 26 C) und bestitigte somit die

geschmacksverstidrkenden Eigenschaften dieser Substanzklasse.

In einem vierten Omissionsexperiment wurde ein Rekombinat ohne die biogenen Amine
Histamin und Tyramin hergestellt und im Vergleich zu WE-24 sensorisch beurteilt. Das
Fehlen der beiden Verbindungen hatte eine deutliche Abnahme des brennenden
Geschmackseindruckes im rWE-24" von 2,2 auf 0,5 bei gleichzeitigem Anstieg des sauren
und salzigen Geschmacks um jeweils 0,3 Einheiten zur Folge (Abbildung 26 D). Durch
dieses sensorische Experiment konnten somit Histamin und Tyramin erstmals als
hauptverantwortliche Verbindungen fiir den charakteristischen, brennenden Eindruck von

Parmesankaise identifiziert werden.
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Abbildung 26. Geschmacksprofile von (A) WE-24 und rWE-24"", (B) WE-24 und rWE-24"%, (C) WE-24
und rWE-24", (D) WE-24 und rWE-24"* und (E) WE-24 und rWE-24"""%, Abbildung beruht auf Daten in
Tabelle 44 (Kapitel 6).
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Im letzten Omissionsexperiment wurde die salzverstirkende Wirkung von L-Arginin
untersucht, die bereits von mehreren Autoren beschrieben wurde (Lee, 1992; Guerrero et al.,
1998; Stdhler et al., 2008; Toelstede und Hofmann, 2008b). Allerdings liegen keine
detaillierten Kenntnisse liber den benétigten Konzentrationsbereich sowohl von L-Arginin als
auch der salzigen Verbindungen vor. Das Fehlen dieser eigentlich bitter schmeckenden
Aminosdure flihrte nur zu einer nicht signifikanten Abnahme der Salzintensitét des
rWE-242"% um 0,1 Einheiten (Abbildung 26 E). Somit konnte eine salzverstirkende Wirkung

dieser Aminosdure im Parmesankése ausgeschlossen werden.

Anhand der Omissionsexperimente in wassriger Losung wurden die fiir den Geschmack des
Parmesans  relevanten = Substanzen  identifiziert. Neben den  Kokumi-aktiven
y-Glutamylpeptiden konnten die biogenen Amine Histamin und Tyramin als
Schliisselverbindungen fiir den charakteristischen brennenden Eindruck offengelegt werden.
Weiterhin zeigte sich der Beitrag von minoren Komponenten zum Gesamtgeschmack. Um
den Einfluss der Késematrix auf das wahrgenommene Geschmacksprofil des Rekombinates
zu untersuchen, wurden im Folgenden Rekombinationsexperimente in Parmesanmatrix

durchgefiihrt.

Rekombinationsexperimente in Parmesanmatrix

Um einerseits die Ergebnisse der quantitativen Analysen weiterhin zu verifizieren und
andererseits den Einfluss der Kédsematrix auf die Geschmackswahrnehmung zu untersuchen,

wurde ein Rekombinat des P-24 in Matrix hergestellt (rP-24).

Dazu wurden alle Geschmacksstoffe (Tabelle 6) in ihren natiirlichen Konzentrationen in der
Menge Wasser, die dem Wassergehalt des untersuchten Késes entspricht, aufgenommen und
der pH Wert der Losung auf 5,3 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung mit den bei der
Extraktion abgetrennten Protein- und Fettphasen homogenisiert und iiber Nacht bei 8 °C
physikalisch gereift. Das so erhaltene Rekombinat in Matrix wurde im Folgenden vom
Sensorikpanel verkostet und gegen den Parmesan als Referenz bewertet. Anderungen der
Textur, die sich durch das Homogenisieren der Matrix mit den Geschmacksstoffen ergaben,
wurden durch die gleiche Behandlung der Referenzprobe ausgeglichen. Das resultierende

Geschmacksprofil des rP-24 zeigte eine gute Ubereinstimmung in allen Geschmacksqualititen
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mit dem des P-24 und bestitigte somit erneut die erfolgreiche und vollstindige

Quantifizierung der Sensometaboliten in Parmesankdse (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Geschmacksprofile von P-24 und rP-24. Abbildung beruht auf Daten in Tabelle 45 (Kapitel
6).

2115 Diskussion

Die Geschmacksprofilanalyse eines 24 Monate alten Parmesankéses ergab, dass Salzigkeit,
Brennen und die als Kokumi bezeichnete langanhaltende, komplexe Mundfiille (Ueda et al.,
1990) die dominierenden Geschmacksqualitdten waren. Da zahlreiche Autoren bereits zeigen
konnten, dass die nicht-fliichtigen, geschmacksaktiven Verbindungen in Kéise wasserloslich
sind (McGugan et al., 1979; Aston und Creamer, 1984; Salles et al., 1995; McSweeney, 1997,
Engel et al., 2000b) wurde ein wéssriger Extrakt des Parmesans hergestellt und ebenfalls
sensorisch evaluiert. Dabei wurden bitterer und umami Geschmack mit deutlich stirkeren
sowie Salzigkeit und Siile mit moderat groBeren Intensititen als zuvor im Kése
wahrgenommen. Der Einfluss der Kéasematrix auf die Wahrnehmung von Aroma- und
Geschmacksstoffen wurde bereits von Delahunty und Piggot (1995), McSweeney (1997) oder
auch Piparez et al. (1998) postuliert und durch Rekombinationsexperimente fiir Goudakise
(Toelstede und Hofmann, 2008b) und Camembert (Engel et al., 2001a) bestétigt. Dabei sind
die vorliegenden Ergebnisse fiir die Wahrnehmung der Salzigkeit im Einklang mit denen der

genannten Autoren, wohingegen die intensivere Wahrnehmung der Bitterkeit kontrér ist. Die
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Ursache hierfiir ist in den in Parmesankése relativ hohen Gehalten der bitter schmeckenden
bivalenten Kationen Calcium und Magnesium zu finden, deren Geschmack durch das Fehlen

der Késematrix deutlicher wahrgenommen wird.

Ein im Folgenden durchgefiihrtes LC-MS/MS-basiertes Screening nach potentiellen
Sensometaboliten erlaubte erstmals die umfassende Identifizierung von insgesamt acht a- und
15 y-Glutamyldipeptiden in Parmesankdse. Nachdem Roudot-Algaron et al. (1994) die drei
v-Glutamyldipeptide y-Glu-Tyr (10), y-Glu-Leu (15) und y-Glu-Phe (20) aus Comté-Kise
isolieren konnten, gelang Toelstede et al. (2009) die Identifizierung weiterer acht
v-Glutamylpeptide und deren korrespondierenden a-Formen in Goudakdse und anderen
Kisesorten. Uber das Vorliegen der Kokumi-verstirkenden v-Glutamylpeptide in
Parmesankdse waren hingegen bisher nur unvollstindige Angaben zu finden. Durch die
vorliegenden Untersuchungen konnten neben den bereits in Parmesan bekannten
Verbindungen y-Glu-Val (6), y-Glu-Tyr (10), y-Glu-Leu (15), y-Glu-Ile (16), y-Glu-Met (18)
und y-Glu-Phe (20) (Sforza et al., 2009) weitere neun y-und acht o-Glutamyldipeptide
detektiert werden. Unter diesen befanden sich die vier Peptide y-Glu-Asp (21), y-Glu-Thr
(22), y-Glu-Trp (23) und a-Glu-Lys (24), die zuvor noch nicht in Kédse beschrieben wurden.
Die sensorische Charakterisierung dieser Verbindungen ergab jeweils einen unspezifisch-
adstringierenden  Geschmackseindruck mit intrinsischen Geschmacksschwellenwerten
zwischen 300 und 5000 umol/l. Dies steht im Einklang mit Daten aus der Literatur (Dunkel et
al., 2007; Toelstede et al., 2009). Die sich anschlieBende Quantifizierung fiihrte zur
mengenmaifigen Erfassung der 23 Glutamylpeptide mittels LC-MS/MS unter Verwendung
von y-Glu-Ala-["°C3] als internem Standard. Validierungsexperimente belegten die
Selektivitdt und Richtigkeit der Methode. In der Literatur ist zwar eine LC-MS-Methode unter
Verwendung von y-Glu-Met-d;, das durch Inkubation von Penicillium roquefortii mit den
entsprechenden Aminoséuren erhalten wurde, als internem Standard beschrieben, allerdings
ohne Angaben zur Validitdt der Methode (Toelstede, 2008). Im Rahmen jener Arbeit zeigte
der Vergleich der Ergebnisse, die durch externe und interne Kalibration erhalten wurden, dass
die Werte der Quantifizierung mittels internen Standards bis auf wenige Ausnahmen geringer
waren als die der externen Quantifizierung. Desweiteren ist eine massenspektrometrische
Quantifizierungsmethode unter Verwendung des Dipeptides Phe-Phe als internem Standard in
der Literatur zu finden (Sforza et al., 2009). Die in der vorliegenden Arbeit in Parmesankése
gefundenen Gehalte der geschmacksverstidrkenden y-Glutamylpeptide waren verglichen mit

Daten fur andere Késesorten sehr hoch und die Konzentration in der Summe mit
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28249 umol/kg Trockenmasse deutlich hoher, als der bisher hochste in der Literatur
beschriebene Wert fiir Blauschimmelkdse (3590 pmol/kg Trockenmasse) (7oelstede und
Hofmann, 2009). Die Ursachen dafiir werden in Kapitel 2.1.2 behandelt.

Die quantitative Analyse weiterer Sensometabolite fiihrte zur Detektion von 19 Aminosduren,
fiinf biogenen Aminen, neun freien Fettsduren, den Anionen Chlorid und Phosphat, den
Kationen Magnesium, Calcium, Natrium und Kalium sowie Essig-, Milch- und Citronenséure.
Kohlenhydrate, vor allem Lactose und bittere Caseinspaltpeptide konnten hingegen nicht bzw.
nur in Spuren gefunden werden. Unter den Aminosduren waren L-Glutaminsdure, L-Prolin,
L-Lysin, L-Serin, L-Leucin, L-Valin und L-Isoleucin die majoren Verbindungen, was Angaben
aus der Literatur (Engels und Visser, 1994; Careri et al., 1996) entspricht. Da L-
Glutaminsédure mit 23,4 % die am hdufigsten auftretende Aminosédure im Milchprotein Casein
ist (Belitz et al., 2001), und dieses wihrend der Késereifung durch Enzyme wie Proteinasen
und Peptidasen in Peptide und schlieBlich Aminoséuren gespalten wird, ist L-Glutaminsdure
in hoher Konzentration im gereiften Parmesan zu finden (Upadhyay et al., 2004). Die
quantitativen Daten fiir freie Fettsduren, organische Séuren, biogene Amine sowie
mineralische Anionen und Kationen waren ebenfalls mit publizierten Daten konform (Engels
und Visser, 1994; Virgilli et al., 1994; Careri et al., 1996; Gobetti, 2004; Custodio et al.,
2007).

Die erste Abschitzung des jeweiligen Geschmacksbeitrags aller quantifizierten Verbindungen
erfolgte durch Anwendung des Dose-over-Threshold-Konzepts (Scharbert et al., 2004b),
wobei sich fiir 28 der 65 analysierten Substanzen ein DoT-Faktor >1,0 ergab. Dies deutete auf
einen direkten Beitrag dieser Sensometaboliten zum Geschmack des Parmesankédses hin. Die
groBBten DoT-Faktoren wiesen dabei L-Glutaminsdure (138,7), L-Asparaginsdure (80,7),
Natrium (59,6), Chlorid (26,8) und Calcium (23,0) auf, aber auch z.B. L-Leucin (8,0), L-Valin
(7,6) oder Histamin (2,0) indizierten aufgrund ihrer DoT-Faktoren einen eindeutigen

Geschmacksbeitrag.

Im néchsten Schritt wurde ein biomimetisches Rekombinat in wissriger Losung angefertigt,
das mit Ausnahme der freien Fettsduren alle quantifizierten Sensometaboliten enthielt. Die
vergleichende Geschmacksprofilanalyse ergab eine sehr gute sensorische Ubereinstimmung
mit dem authentischen Wasserextrakt und zeigte somit die Vollstdndigkeit und Richtigkeit der
durchgefiihrten instrumentell-analytischen Untersuchungen. Darauf folgende Omissions-

experimente legten einerseits die Relevanz von Substanzen mit DoT-Faktoren < 1,0 offen und
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verifizierten andererseits zum ersten Mal die biogenen Amine Histamin und Tyramin als
Schliisselverbindungen des typischen brennenden Geschmackseindruckes von Parmesankése.
Ein Beitrag von freien Fettsduren, der von verschiedenen Autoren postuliert wurde (De La
Fuente, 1993; Giiler, 2005), konnte somit nicht bestdtigt werden. Weitere Omissions-
experimente zeigten den Einfluss der y-Glutamyldipeptide auf den Kokumigeschmack von
Parmesankdse und untermauerten dadurch erneut die bereits gezeigte Bedeutung dieser
Verbindungsklasse als natiirliche Geschmacksverstirker (Dunkel et al., 2007; Toelstede et al.,
2009). Im Kontrast zur Literatur stand hingegen das Resultat des Weglassversuches von
L-Arginin. Die bekannte und fiir Goudakdse gefundene salzverstirkende Wirkung dieser
Aminosédure (Guerrero et al., 1998; Stihler et al., 2008; Toelstede und Hofmann, 2008b)
konnte fiir Parmesankdse nicht bestitigt werden. Dies zeigt die Notwendigkeit weiterer

Untersuchungen tiber die Konzentrations- und Matrixabhédngigkeit dieses Synergismus.

Ein weiterer Faktor, der einen groBen Einfluss auf die sensorischen Eigenschaften eines Kises
hat, ist der Anteil und die Struktur der geschmacklosen Matrix. Daher wurde ein
abschlieBendes Rekombinationsexperiment durchgefiihrt, bei dem die Gesamtheit der
quantifizierten Sensometaboliten in ihrer natiirlichen Konzentration in der Parmesanmatrix
aus Protein- und Fettschicht aufgenommen wurde. Das Geschmacksprofil des Rekombinates
in Matrix war nahezu identisch mit dem des entsprechenden Parmesans. Dies zeigte erneut die
Richtigkeit der quantitativen Daten und bestétigte zudem die sensorische Relevanz der Matrix
(Warmke et al., 1997; Engel et al., 2001b). Diese in Rekombinationsexperimenten vollstindig
zu simulieren ist allerdings nicht mdglich, da durch die Extraktion der Geschmacksstofte die,
wihrend der Reifung entstandenen, Strukturen der Matrix irreversibel aufgebrochen werden
(Engel et al., 2001b). Warmke et al. (1996) erhielten durch Zugabe der relevanten
Geschmacksstoffe und Wasser zu gefriergetrocknetem Mozzarella ein Emmentaler-
rekombinat, das sich nur in der Textur, nicht aber im Geschmack vom originalen Kése
unterschied. Engel et al. (2001b) verwendeten fiir ein Camembertrekombinat die bei der
Extraktion erhaltene Fett- und Proteinschicht als Matrix. Dieses Rekombinat wurde allerdings
als starker salzig und weniger bitter als der naturbelassene Camembert empfunden, was von
den Autoren auf eine bessere Verfligbarkeit des Salzes, aufgrund der fehlenden typischen
Textur zuriickgefiihrt wurde. Ein addquates Goudarekombinat wurde erhalten, indem die
Geschmacksstoffe in unreifem und reifem Gouda quantifiziert und die Differenz der Gehalte
dem unreifen Kése zugegeben wurde (7Toelstede und Hofmann, 2008b). Dadurch wurde ein

komplettes Aufbrechen der Kisestruktur vermieden. Anderungen der Textur, die sich durch
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das Homogenisieren der Matrix mit den Geschmacksstoffen ergaben, wurden durch die

gleiche Behandlung einer Referenzprobe ausgeglichen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das Sensometabolom von reifem Parmesankése
umfassend  identifiziert —und  quantitativ  erfasst ~wurde. Die  gefundenen
Schliisselgeschmacksstoffe stimmten dabei qualitativ weitestgehend mit denen fiir andere
Késesorten postulierten Verbindungen tiberein (Engel et al., 2001b; Toelstede und Hofmann,
2008b). Dies macht deutlich, dass der charakteristische Geschmack eines Kédses nicht nur von
einzelnen Schliisselverbindungen sondern insbesondere von den Konzentrationen und

relativen Verhiltnissen aller Sensometabolite bestimmt wird.

2.1.2 Untersuchungen zur Bildung von Glutamylpeptiden in Parmesankase

Die quantitative Analyse der Sensometaboliten in gereiftem Parmesankése (P-24) ergab sehr
hohe Konzentrationen an y-Glutamylpeptiden. Der Gesamtgehalt der y-Glutamylpeptide in
P-24 betrug 28249 pmol/kg Trockenmasse und lag damit deutlich {iber dem hochsten bisher
publizierten Gehalt an 7y-Glutamylpeptiden in Blauschimmelkdse (3590 pmol/kg
Trockenmasse). Der Gesamtgehalt an a-Glutamylpeptiden in P-24 unterschied sich mit einem
Wert von 582 pmol/kg Trockenmasse hingegen nicht von den fiir andere Kéisesorten
gefundenen Konzentrationen (7oelstede und Hofmann, 2009). Die Bildung von a- und
v-Glutamylpeptiden in Kéise erfolgt auf unterschiedlichen Wegen. Die a-Formen entstehen
durch proteolytischen Abbau von Milchproteinen (Abbildung 28 A) und werden mit
fortschreitender Reifezeit weiter zu Aminosduren gespalten (Belitz et al., 2001; Upadhyay et
al., 2004). Die Bildung der y-Glutamylpeptide hingegen erfolgt, unter Ausbildung einer Iso-
Peptidbindung durch Ubertragung eines Glutamylrestes auf eine Akzeptor-Aminosiure oder
ein Peptid (Abbildung 28 B) (Suzuki et al., 2002). Katalysator dieser Reaktion ist das Enzym
v-Glutamyltransferase (GGT) (E.C. 2.3.2.2), das in Zellen von Saugetieren und Pflanzen
vorkommt, aber auch in Fadenpilzen wie z.B. Penicillium- oder Aspergillus-Arten (Tomita et
al., 1990) und in Bakterien wie Escherichia coli, Pseudomonas mirabilis (Suzuki et al., 1986)
oder Bacillus subtilis (Shuai et al., 2010) identifiziert wurde. Diesem Enzym werden
Beteiligungen am Aminosduretransfer durch Zellmembranen und beim Glutathion-

stoffwechsel zugeschrieben (Tate und Meister, 1981).
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Abbildung 28. Bildungswege von (A) a-Glutamylpeptiden und (B) y-Glutamylpeptiden. In Anlehnung an
Suzuki et al. (2002) und Upadhyay et al. (2004).

Obwohl das Vorkommen der GGT in Kuhmilch seit langem bekannt ist (Majumder und
Ganguli, 1972) und ein Zusammenhang zwischen Enzymaktivitit und Anwesenheit von
v-Glutamylpeptiden in Kdse vermutet wurde (Fox und Kelly, 2006), konnte diese Annahme
erst kiirzlich von Toelstede und Hofmann (2009) verifiziert werden. Die Korrelation von
quantitativen Daten der y-Glutamylpeptide in verschiedenen Késen und deren jeweiliger
GGT-Aktivitat zeigte vor allem fiir Késesorten aus Rohmilch erhohte Gehalte an
v-Glutamylpeptiden. Eine Ausnahme stellte der bereits zuvor erwdhnte Blauschimmelkése aus
pasteurisierter Milch dar, dessen hoher y-Glutamylpeptidgehalt sich jedoch eindeutig auf die
zur Herstellung verwendeten Penicillium roquefortii Kulturen zuriickfiihren lie. Somit waren
neben der Rohmilch weitere Quellen fiir das Enzym GGT in Kése nicht auszuschliefen und
auch noch nicht in vollem Umfang untersucht. Zwar wurden einige der in der Mikroflora
zahlreicher Kisesorten vorkommenden Milchsdurebakterien, darunter zwei Lactococcus und
zwei Lactobacillus-Stdmme, von Wiederholt und Steele (1994) auf ihre GGT-Aktivitit hin
analysiert, jedoch ohne eine Enzym-Aktivitit nachweisen zu konnen. Allerdings konnen diese
Ergebnisse aufgrund der taxonomischen und auch genetischen Vielfalt der zur
Késeproduktion eingesetzten Mikroorganismen, die oft unterschiedliche Eigenschaften in der
Metabolisierung der Késematrix aufweisen (Parente und Cogan, 2004), nicht als
allgemeingiiltig angenommen werden. Beispielsweise fanden Tanous et al. (2002), dass nur
die Halfte der Stimme von L. plantarum und L. paracasei das Enzym

Glutamatdehydrogenase besitzen, das durch Transaminierungsreaktionen zur Bildung von
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Aromastoffen beitrdgt. Daher sind Untersuchungen der jeweiligen Mikroflora eines Késes
notwendig, um einen mdglichen Einfluss dieser auf die Bildung von y-Glutamylpeptiden zu

verifizieren.

2.1.21 Einfluss des Reifestadiums auf die Gehalte an o¢o- und

v-Glutamylpeptiden in Parmesankase

Die im Folgenden durchgefiihrten Untersuchungen sollten die fiir die hohen Gehalte der
potent geschmacksverstirkenden y-Glutamylpeptide verantwortlichen Faktoren offenlegen.
Um zunichst einen Einblick in die Entwicklung der Gehalte an a- und y-Glutamyldipeptiden
wihrend der Reifung zu erhalten, erfolgte die Quantifizierung von acht a- und 15
v-Glutamylpeptiden sowie deren potentieller Prikursor-Aminosduren mittels LC-MS/MS in
Parmesankise verschiedener Alterungsstufen. Neben dem bereits analysierten Parmesankise
P-24 wurden ein fiir 13 Monate (P-13) und ein fiir 30 Monate (P-30) gereifter Parmesan der
gleichen Kiserei untersucht. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Glutamyldipeptide
(Tabelle 8) und die der freien Aminoséduren (Tabelle 9) sind auf die jeweilige Trockenmasse

bezogen.

In der Gruppe der a-Glutamylpeptide wurden a-Glu-Lys (24) und a-Glu-Glu (7) mit Gehalten
von 90,2 (P-13), 243,1 (P-24) und 106,9 (P-30) umol/kg Trockenmasse, bzw. 64,7 (P-13),
178,7 (P-24) und 108,2 (P-30) umol/kg Trockenmasse als die dominierenden Verbindungen
gefunden. Fiir a-Glu-Glu (7), das durch Proteolyse von Casein entsteht, war dieses Ergebnis
im Einklang mit Daten aus der Literatur (7oelstede und Hofmann, 2009). Fiir a-Glu-Lys (24)
hingegen, das erstmals in Kise detektiert wurde, gab es keine Vergleichswerte. Da die
Aminosduresequenz o-L-Glutamyl-L-Lysin in bovinem Casein und insbesondere in o-Casein
zu finden ist (Belitz et al., 2001), konnte das Vorkommen des Dipeptides aber ebenfalls durch
den proteolytischen Caseinabbau erkldart werden. Insgesamt nahm der Gehalt an
a-Glutamylpeptiden von P-13 (239 umol/kg Trockenmasse) zu P-24 (582 umol/kg
Trockenmasse) hin zu, von P-24 zu P-30 (339 umol/kg) hingegen war eine Abnahme der
Konzentrationen zu beobachten (Tabelle 8). Dieser Verlauf spiegelt den sukzessiven
proteolytischen Abbau der Milchproteine zu Dipeptiden und deren weitere Proteolyse zu

freien Aminosiuren wider (Upadhyay et al., 2004).
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Tabelle 8. Konzentrationen [umol/kg Trockenmasse] an a- und y-Glutamylpeptiden in Parmesan-Proben
P-13, P-24 und P-30.

Verhiltnis
30/24

Konzentration [umol/kg Trm.]" in

P-13 P-24 P-30 24/13

Peptid

a-Glu-Lys (24) 90,2+14,0 243,1+£30,9 106,9+£25,6 2,7 0,4
a-Glu-Glu (7) 64,7+4,7 178,7+14,9 108,3+10,4 2,8 0,6
a-Glu-Thr (13) 18,5+2.9 48,6+3,8 37,945,3 2,6 0,8
a-Glu-Val (5) 21,0+1,3 45,1+3,8 36,2+3,5 2,1 0,8
a-Glu-Gly (1) 17,4+4,4 36,9+3,5 27,6+5,1 2,1 0,7
a-Glu-Asp (11) 18,1+2,8 14,7+1,2 9,5+0,6 0,8 0,6
a-Glu-Ala (3) 6,4+1,1 11,5+1,4 10,1+1,3 1,8 0,9
a-Glu-Trp (12) 2,6+0,5 3,4+0,7 2,6+0,8 1,3 0,8
v-Glu-His (19) 2807,8+120,6  8486,9+593,2 6075,0+456,2 3,0 0,7

v-Glu-Glu (8) 1677,0£125,2 4564,9+259,5 3261,4+198,6 2,7 0,7

vy-Glu-Thr (22) 1026,8476,9  3533,04178,6  2350,7+171,2 3.4 0,6
v-Glu-Val (6) 488,5+44.4 1785241274  1196,0+84.8 3,7 0,7
v-Glu-Leu (15) 1028,8488,5  1804,24755  1336,3+119,5 1,8 0,7
vy-Glu-Lys (14) 384,3+22,9 1599,0+72,5 973,8+98,2 4,1 0,6
v-Glu-Phe (20) 526,3+39,2 1595,3466,2  1067,5+61,2 3,0 0,7
v-Glu-Gly (2) 58624488  14492+106,8  1069,8+41,9 2,5 0,7
y-Glu-Ile (16) 384,2+28,8 1325,1490,1 915,8+94,3 3,4 0,7
v-Glu-Met (18) 459,4425,9 866,2+44,1 600,7+41,2 1,9 0,7
v-Glu-Asp (21) 99,1+11,4 376,2432,4 264,2+11,5 3,8 0,7
v-Glu-Ala (4) 111,4+10,5 294,5+15,9 246,1%13,3 2,2 0,8
vy-Glu-Tyr (10) 195,9+8,7 274,7+14,5 228,9+18,4 1,4 0,8
v-Glu-Gln (17) 237,7+18,3 210,9+19,4 102,5+6,5 0,9 0,5
v-Glu-Trp (23) 26,0+1,9 83,5+3,7 52,943.,6 3,2 0,6
S 0-Glu-X 238,9 582,0 339,1 2.4 0,6
¥ v-Glu-X 10039,5 28248.9 19723,5 2,8 0,7
S o/y-Glu-X 102784 28830,9 20062,6 2,8 0,7
2 v/E o 42,0 48.5 58,2

* Konzentration bezieht sich auf die jeweilige Trockenmasse (=SD, n=3). Nummerierung der Peptide bezieht sich

auf Abbildung 12 und Abbildung 17.

75



Ergebnisse und Diskussion

Unter den vy-Glutamylpeptiden war v-Glu-His (19) in allen drei Kéiseproben mit
Konzentrationen von 2807,8 (P-13), 8486,9 (P-24) und 6075,0 (P-30) pmol/kg Trockenmasse
das majore Peptid, gefolgt von y-Glu-Glu (8), y-Glu-Thr (22) und y-Glu-Leu (15) (Tabelle 8).
Ahnlich wie fiir die a-Glutamylpeptide konnte fiir die y-Formen mit steigender Reifezeit
zunidchst eine deutliche Zunahme gefolgt von einer leichten Abnahme der
Gesamtkonzentrationen gefunden werden. Fiir P-13 ergab die quantitative Analyse einen
Gesamtgehalt an y-Glutamylpeptiden von 10039 pumol/kg fiir P-24, von 28249 umol/kg und
fiir P-30 von 19724 pmol/kg Trockenmasse (Abbildung 29).

30000 B = o-Glutamylpeptide

25000 - O =Zy-Glutamylpeptide

20000 -

15000 -

pumol/kg Trm

10000

5000 A

0 . ——

P-13 P-24 P-30
Probe

Abbildung 29. Gesamtgehalte (umol/kg Trockenmasse) an o- und y-Glutamylpeptiden in Parmesan-
Proben P-13, P-24 und P-30.

Dabei zeigten y-Glu-Lys (14), y-Glu-Asp (21), y-Glu-Val (6), y-Glu-Thr (22), y-Glu-Ile (16),
v-Glu-His (19) und y-Glu-Phe (20) mit P-24/P-13-Verhiltnissen von 4,1 — 3,0 die groften
Konzentrationssteigerungen. Die Zunahme von P-13 zu P-24 war auf die
Transpeptidaseaktivitidt der y-Glutamyltransferase zuriickzufiihren, wohingegen die spitere
Abnahme der ebenfalls beschriebenen Hydrolyseaktivitdt des Enzyms zugeschrieben werden
konnte (7Tate und Meister, 1981). Interessanterweise war y-Glu-Gln (17) das einzige Peptid,
das von P-13 zu P-24 hin in seiner Konzentration nicht zunahm, sondern konstant blieb, bevor
zu P-30 hin ebenfalls eine signifikante Abnahme stattfand. Dieser Verlauf wies auf die Rolle
von L-Glutamin als Donoraminosdure fiir die GGT hin. Obwohl sowohl die a- als auch
v-Glutamylpeptide mit  fortschreitender  Reifezeit von P-24 zu P-30 eine

Konzentrationsabnahme zeigten, stieg das Verhiltnis von y- zu a-Peptiden iiber die gesamte
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Reifezeit kontinuierlich an. So ergab sich fiir P-13 ein y/a-Verhiltnis von 42,0, fiir P-24 von
48,5 und fiir P-30 von 58,2. Dieses Resultat spiegelte die unterschiedlichen Bildungswege der

beiden Peptid-Formen wider.

Freie Aminosduren nehmen aufgrund von Proteolyse mit fortschreitendem Reifegrad eines
Kaéses in ihren Konzentrationen zu (Upadhyay et al., 2004) und sind potentielle Prékursoren
fiir die Bildung von y-Glutamylpeptiden (7ate und Meister, 1981; Suzuki et al., 1986). Daher
wurden auch diese Verbindungen im Parmesankdse der drei Alterungsstufen (P-13, P-24,
P-30) quantitativ erfasst. Die Konzentrationen, bezogen auf die Trockenmasse, sind in
Tabelle 9 zusammengefasst. Dabei wiesen die freien Aminosduren einen dhnlichen Trend wie
die Glutamylpeptide auf und zeigten von P-13 zu P-24 einen Anstieg und von P-24 zu P-30
eine leichte Abnahme in ihren jeweiligen Konzentrationen. Wéhrend der Anstieg auf die
bereits erwihnte proteolytische Degradation der Milchproteine zuriickzufiihren war, lag der
Grund fiir die spitere Abnahme in verschiedenen Metabolisierungsreaktionen der einzelnen
Aminoséuren, beispielsweise zu Aromastoffen (Curtin und McSweeney, 2004). Im Gegensatz
zu allen anderen Aminosiuren nahm L-Glutamin iiber die gesamte untersuchte Reifezeit hin
ab, was auf die Rolle dieser Verbindung als Donor fiir die GGT hinwies. In allen drei
Reifestufen waren L-Glutaminsdure, L-Lysin, L-Valin, L-Leucin sowie L-Isoleucin die
majoren Aminosauren (Tabelle 9). Die groBen Gehalte dieser Verbindungen spiegelten sich
in den ebenfalls hohen Konzentrationen an y-Glu-Glu (8), y-Glu-Lys (14), y-Glu-Val (6),
v-Glu-Leu (15) und y-Glu-Ile (16) in allen drei Kédseproben wider (Tabelle 8). Dies deutete
darauf hin, dass ein hoher Gehalt an einer Akzeptor-Aminosdure eine vermehrte Bildung des
korrespondierenden y-Glutamylpeptides zur Folge hatte. Diese These wurde bereits von
Toelstede und Hofmann (2009) fiir L-Glutaminsdure und y-Glu-Glu (8) aufgestellt und konnte
somit auf weitere Aminosduren ausgedehnt werden. Im Kontrast zu dieser Annahme stand
jedoch, dass die korrespondierenden Akzeptoraminosduren der in Parmesan in grofen
Mengen vorkommenden Peptide y-Glu-His (19) und y-Glu-Thr (22) in eher moderaten
Konzentrationen zu finden waren. Allerdings nahmen L-Histidin und L-Threonin in ihren
relativen Gehalten von P-13 zu P-24 stark zu, was auf eine Abhédngigkeit der Peptidbildung in
Bezug auf die Aminosdurefreisetzung aus Casein hindeutete. Ein dhnliches Verhalten konnte
fiir die korrespondierenden Peptid-Aminosdure-Paare y-Glu-Asp (21) und L-Asparaginsdure
sowie y-Glu-Trp (24) und L-Tryptophan beobachtet werden. Im Gegensatz zu dieser These
standen allerdings die Konzentrationsdnderungen fiir L-Phenylalanin und y-Glu-Phe (20).

Wihrend y-Glu-Phe (20) zu den am stérksten in ihrer Konzentration ansteigenden Peptiden
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gehorte (P-24/P-13-Verhéltnis: 3,0) war das korrespondierende L-Phenylalanin weder in

besonders hohen Konzentrationen im Parmesan enthalten, noch nahm der Gehalt wihrend der

Reifung in hohem Umfang zu (P-13: 69,1 mmol/kg, P-24: 90,7 mmol/kg, P-30: 82,7

mmol/kg) (Tabelle 9). In diesem Fall konnte eine hohe Substratspezifitit der im Parmesan

vorkommenden GGT fiir L-Phenylalanin als Grund fiir die starke Zunahme von y-Glu-Phe

(20) wihrend der Reifung angenommen werden.

Tabelle 9. Konzentrationen [mmol/kg Trm.] an freien Aminosiduren in Parmesan-Proben P-13, P-24 und

P-30.
Konzentration [mmol/kg Trm. £SD]* Verhiltnis
Aminosiure
P-13 P-24 P-30 24/13 30/24

L-Glutaminsaure 193,5+£5,9 282,2+6,4 273,3+8,2 1,5 0,9
L-Lysin 150,8+1,1 213,945,7 195,3+£2,7 1,4 0,8
L-Prolin 156,4+5,5 216,1+£3,8 203,5+4,2 1,4 0,9
L-Serin 110,7£3,6 172,8+£2,9 189,8+1,4 1,6 1,1
L-Valin 109,4+1,1 150,5+2,7 138,1+1,5 1,4 0,9
L-Leucin 96,4+2,1 114,9+6,4 110,2+0,3 1,2 0,9
L-Isoleucin 81,3%1,9 102,5+6,4 100,6=+1,5 1,3 1,0
L-Phenylalanin 69,1+1,0 90,7+0,9 82,7+1,3 1,3 0,9
Glycin 59,7449 83,1+0,7 68,5+1,6 1,4 0,8
L-Asparaginsdure 51,5+0,4 82,1+0,4 74,8+1,1 1,6 0,9
L-Asparagin 53,0+1,3 72,4+2.5 62,9+0,3 1,4 0,9
L-Threonin 49.4+1.5 73,1£0,7 68,1+0,9 1,5 0,9
L-Arginin 58,7£3,7 60,6+3,1 70,7+0,4 1,0 1,2
L-Histidin 31,1+0,8 47,8+0,9 40,1+0,2 1,5 0,8
L-Alanin 43,9+0,6 52,0+0,7 45,9+0,4 1,2 0,9
L-Methionin 26,7+0,2 35,1+0,3 33,5+1,2 1,3 1,0
L-Tyrosin 21,1+0,9 20,3+0,7 21,7+1,0 1,0 1,1
L-Tryptophan 4,4+0,1 6,7+0,1 6,1+0,1 1,5 0,9
L-Glutamin 11,3+0,1 7,4+0,1 3,5+0,2 0,7 0,5

)y 1378.,3 1884,2 1789,3 1.4 0,9

*Konzentration bezieht sich auf die jeweilige Trockenmasse (£SD, n = 3).
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Die erhaltenen Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die Bildung der y-Glutamylpeptide in
Parmesankise vor allem von der Verfligbarkeit der jeweiligen Prakursor-Aminosédure und nur
in zweiter Linie von der charakteristischen Substratspezifitit der vorhandenen GGT abhing.
Um diese Annahme zu bestitigen, war im Weiteren die Identifizierung der GGT-Quelle im
Parmesan, gefolgt von der Charakterisierung der Substratspezifitit des vorliegenden Enzyms

notwendig.

2.1.2.2 Untersuchungen zur Herkunft der y-Glutamyltransferase in Parmesan

Wie durch Untersuchungen an verschiedenen Késesorten bereits gezeigt wurde, kann das
Enzym y-Glutamyltransferase je nach Sorte unterschiedlicher Herkunft sein (Toelstede und
Hofmann, 2009). Auch fiir den Ursprung der GGT in Parmesankdse konnen mehrere Quellen
in Betracht gezogen werden: einerseits die zur Herstellung verwendete Rohmilch und
andererseits Bakterienstimme der wéhrend der Herstellung und spéter bei der Reifung
vorhandenen Mikroflora. Um die in Parmesankdse vorhandene GGT genauer zu
charakterisieren sowie deren Quelle zu identifizieren, wurden sowohl die vorliegenden
Parmesanproben P-13, P-24 und P-30 als auch rohe und erhitze Milchproben durch ein
photometrisches Nachweisverfahren sowie durch Inkubation mit stabilisotopenmarkiertem
L-Glutamin-["°Cs] auf ihre GGT-Aktivitit hin untersucht. Dabei diente das photometrische
Nachweisverfahren zur Quantifizierung der Enzymaktivitat, wohingegen die Inkubation mit
der Donoraminosiure L-Glutamin-["°Cs] Aufschluss iiber die Substratspezifitit geben sollte.
Desweiteren wurde die Zusammensetzung der Mikroflora des Parmesankéses analysiert und,
zusammen mit weiteren aus der Mikroflora von ungereiftem Parmesan bekannten
Bakterienstimmen, ebenfalls auf eine mogliche GGT-Aktivitdt hin untersucht. Das Vorgehen
zur umfassenden Charakterisierung der GGT in Parmesan ist in Abbildung 30

veranschaulicht.
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Abbildung 30. Vorgehensweise zur Charakterisierung der y-Glutamyltransferase in Parmesankiise.

2.1.2.3 Messung der y-Glutamyltransferase-Aktivitat in Parmesankase

Um den Umfang der GGT-Aktivitit im vorliegenden Parmesankése zunichst quantitativ zu
erfassen, wurde ein in der Literatur beschriebener Enzymassay (Blel et al., 2002) verwendet.
Dieser beruht auf der GGT-katalysierten Ubertragung eines Glutamylrestes aus der
Verbindung y-L-Glutamyl-nitroanilid auf Glycylglycin unter Bildung von y-L-Glutamyl-
glycylglycin und freiem p-Nitroanilid, dessen Konzentration im Weiteren photometrisch bei

einer Wellenldnge von 410 nm erfasst wird (Abbildung 31).

o] (o]
o GGT o
/ Gly-Gly /
HO - N N* H,N N*
: H
: No Ny
NH,
v-L-Glutamyl-nitroanilid v-Glu-Gly-Gly p-Nitroanilid

Abbildung 31. Prinzip der photometrischen Erfassung der GGT-AKktivitit nach Blel et al. (2002).

Die gemessen GGT-Aktivititen fiir P-13, P-24 und P-30 zeigten Werte von 14,6 U/g
Trockenmasse fiir P-13 und P-30 bzw. 15,3 U/g Trockenmasse fiir P-24 (Tabelle 10). Fiir

andere Késesorten, deren GGT-Aktivitit auf die gleiche Weise bestimmt wurde, sind in der
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Literatur Werte zwischen 0,12 U/g Trockenmasse fiir einen gereiften Ziegenkése (7Toelstede
und Hofmann, 2009) und 11,68 U/g Trockenmasse fiir einen aus Rohmilch hergestellten
Camembert (Blel et al., 2002) angegeben. Fiir weitere untersuchte Kaseproben, bei deren
Herstellung pasteurisierte Milch verwendet wurde, konnte groBtenteils keinerlei GGT-
Aktivitdit nachgewiesen werden. FEine Ausnahme war der zuvor schon erwéhnte
Blauschimmelkise ,,Blue Shropshire”, dessen GGT-Aktivitidt von 0,54 U/g Trockenmasse
allerdings auf die Anwesenheit von Penicillium roquefortii-Stimmen zuriickgefiihrt werden
konnte (Toelstede und Hofmann, 2009). Die somit vergleichsweise hohe GGT-Aktivitét, die
fiir die vorliegenden Parmesankése-Proben gemessen wurde, spiegelten sich in den ebenfalls
hohen Gehalten an y-Glutamylpeptiden wider, erlaubten allerdings noch keine Riickschliisse

auf die Substratspezifitit des Enzyms im Untersuchungsmaterial.

Tabelle 10. GGT- Aktivitit [U/g Trockenmasse| der Parmesanproben P-13, P-24 und P-30.

Probe GGT Aktivitit® [U/g Trm.£SD]
P-13 14,6£1,7
P-24 153+1.4
P-30 14,6+1,8

?Konzentration bezieht sich auf die jeweilige Trockenmasse (+SD, n = 3).

Um einen ersten Einblick in die Eigenschaften, wie z.B. die Substratspezifitit der im Kése
vorliegenden GGT zu erhalten, wurden im Folgenden Inkubationsexperimente mit P-24 und
isotopenmarkiertem L-Glutamin-[*Cs] als Donoraminosiure durchgefiihrt. Dazu wurde eine
genau eingewogene Menge an P-24 in einem zuvor sterilisierten Schraubdeckelgefdll mit
einer wissrigen Losung von L-Glutamin-['°Cs] versetzt und der Kise im geschlossenen Gefil
fiir 21 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Blindwert, dem nur Wasser zugesetzt wurde,
wurde parallel mitgefiihrt. Die Késeproben wurden anschlieBend wie in Kapitel 2.1.1.2

beschrieben mit internem Standard versetzt, extrahiert und analysiert.

Die Analyse auf eventuell gebildete, isotopenmarkierte y-[13C5]-Glutamylpeptide erfolgte
mittels LC-MS/MS im MRM-Modus, wobei die spezifischen Masseniiberginge fiir die

einzelnen Peptide entsprechend der durch die Isotopenmarkierung entstehenden
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Massendifferenz modifiziert wurden. Wie in Abbildung 32 dargestellt, wurde das
m/z-Verhéltnis der Pseudomolekiilionen um 5 amu und das m/z-Verhiltnis des durch den
Glutamyl-Rest entstehenden b;-CO,-Fragments entsprechend um 4 amu erhoht. Das
yi-Fragment, das sich aus der jeweiligen N-terminalen Aminosédure eines y-Glutamylpeptids
ergibt, wies zwar keine Isotopenmarkierung auf, wurde aufgrund der hoheren Spezifitit (vgl.
Kapitel 2.1.1.2) im Weiteren allerdings zur Quantifizierung verwendet. Tabelle 11 gibt einen
Uberblick iiber die modifizierten MRM-Uberginge, anhand derer die isotopenmarkierten

v-Glutamylpeptide in inkubiertem Parmesankise detektiert wurden.

(o) (o] (o)
/L-/.\-/ﬁ\ JK/R
HO y NH, 4 HO -
NH, NH,
lGGT
Y1
o) OH
o o
Ho/ﬁ\l/.\-/ﬂE\N R
H : H
NH,
b4

*HaN R
NH
bi— CO, Y1

Abbildung 32. Schema zur Berechnung der modifizierten Masseniiberginge fiir die
massenspektrometrische Detektion der isotopenmarkierten y-Glutamylpeptide, die durch Inkubation von
Parmesankise mit L-Glutamin-[°Cs] entstehen. B = 3C_Kohlenstoff-Atom.
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Tabelle 11. Verwendete Masseniiberginge (Q1/Q3) zur Detektion der unmarkierten und “C-markierten

v-Glutamylpeptide in Parmesankiise.

Peptid

QI/QS-ﬁbergang,

unmarkiertes Peptid [m/z]*

QI/QS-I“Jbergang,

[“C®]-markiertes Peptid [m/z]"

y-Glu-[°Cs]-Gly
y-Glu-[*Cs]-Ala
y-Glu-[Cs]-Val
y-Glu-[*Cs]-Thr
y-Glu-["*Cs]-Asp
y-Glu-[*Cs]-Lys
y-Glu-[°Cs]-Glu
v-Glu-[°Cs]-Trp
y—Glu—[13C5]—Leu/Ile
y-Glu-[°Cs]-Gln
y-Glu-Gln-[*C)]
y-Glu-[*Cs]-Met
y-Glu-["*Cs]-His
y-Glu-[*Cs]-Phe
v-Glu-[°Cs]-Tyr

205—-76°% 205—84

219—90°% 219—84
247—118%; 247—84
249—119%; 249—84
263—134%; 263—84
276—130°% 276—84
277—130% 277—84
334—188%; 334—145

261—86°%; 261 —84
276—130°% 276—84
276—130°% 276—84
279—150% 279—84
285—156°% 285—110
295—166°%; 295—84
311—-165% 31184

210—-76°% 210—88

224—90°; 224—88

252—118% 252—88
254—119% 249—88
268—134%; 268—88
281—130% 276—88
282—130°% 282—88
339—188% 33988
266—86°; 266—88

281—130% 281—88
286—135°% 286—88
284—150% 284—88
290—156°; 290—88
300—166°%; 300—88
316—165°% 316—88

optimierte Masseniiberginge zur Detektion der unmarkierten y-Glutamylpeptide; ° berechnete
Masseniiberginge zur Detektion der isotopenmarkierten y-Glutamylpeptide; © zur Quantifizierung verwendeter
Masseniibergang.

Wie in Abbildung 33 exemplarisch fiir das korrespondierende Paar y-Glu-Val (6) und y-Glu-
[°Cs]-Val dargestellt, ermdglichte die massenspektrometrische Analyse des mit
L-Glutamin-["°Cs] inkubierten Parmesans die deutliche Detektion eines Peaks bei dem
entsprechend modifizierten Masseniibergang (B), dessen Retentionszeit mit dem der
unmarkierten Referenzsubstanz (A) iibereinstimmte. Im Blindwert (C) hingegen war kein
Signal bei dem entsprechenden Ubergang zu sehen. Desweiteren konnte fiir a-Glu-Val (5)
kein Peak im Inkubationsansatz detektiert werden, was die unterschiedlichen Bildungswege

der a- und y-Peptide erneut bestétigte.
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v-Glu-Val (6) A
a-Glu-Val (5) m/z 247.1—84 .1
1-Glu-["3C]-Val B

m/z 252.2—88.1

2, a

Signalintensitat [-]

Cc

I m/z 252.2—88.1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [min]

Abbildung 33. HPLC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") der entsprechenden
MRM-Ubergiinge von (A) a-Glu-Val (5) und y-Glu-Val (6) in wissriger Referenzlosung, (B) von y-Glu-
[*Cs]-Val im L-Glutamin-["*Cs]-dotierten Parmesankise und (C) von y-Glu-[*Cs]-Val im Blindwert.

Weitere HPLC-MS/MS Chromatogramme von y-Glu-Gly (2), y-Glu-Glu (8), y-Glu-Met (18),
y-Glu-His (19) und y-Glu-Phe (20) sowie deren korrespondierenden y-Glu-[*Cs]-Peptiden
sind in Abbildung 34 dargestellt.

Insgesamt wurden dreizehn y-["*Cs]-Glutamylpeptide, sowie das 10-fach markierte y-Glu-
GIn-[°Cy¢], das durch die Verkniipfung zweier L-Glutamin-[">Cs]-Molekiile entsteht,
detektiert. Somit konnte die GGT-Aktivitdt des Parmesans nicht nur durch das photometrische
Assay, sondern auch durch die in-situ Bildung der entsprechenden Peptide nachgewiesen
werden. Nicht detektiert wurden y-Glu-["°Cs]-Ala und y-Glu-["’Cs]-Ile, was einen ersten
Hinweis auf eine geringe Substratspezifitit der vorhandenen GGT gegeniiber L-Alanin und

L-Isoleucin als Akzeptoraminosduren gab.
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-—

) A
m/z 205.2—84.1
7-Glu-["3Cs]-Gly B

m/z 210.2—88.1

7 8 C

" n m/z 277.2—84.0

v-Glu-[13C5]-Glu D

A m/z 282.2—88.0

::‘.g. 18 E

g m/z 279.1—84.0
9

.‘_% v-Glu-['3Cs]-Met F

E” m/z 284.1—88.0
(/7]
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v-Glu-[13Cs]-His H
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Abbildung 34. HPLC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") von (A) a-Glu-Gly (1)
und y-Glu-Gly (2), (C) a-Glu-Glu (7) und y-Glu-Glu (8), (E) y-Glu-Met (18), (G) y-Glu-His (19) und (I)
v-Glu-Phe (20) in wissriger Referenzlosung sowie (B) y-Glu-[Cs]-Gly, (D) y-Glu-[Cs]-Glu, (F) y-Glu-
[*Cs]-Met, (H) y-Glu-["Cs]-His und (K) y-Glu-[°Cs]-Phe in mit L-Glutamin-["Cs] fiir 21 Tage
inkubierten Parmesankise P-24. Nummerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 12.

Die quantitative Analyse der isotopenmarkierten Peptide in inkubiertem P-24 ergab ein
teilweise dhnliches Verteilungsmuster wie die Quantifizierung der natiirlich vorkommenden
Verbindungen. Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, waren y-Glu-[">Cs]-Lys und y-Glu-["*Cs]-His
mit 37,35 und 10,30 umol/kg Trockenmasse die konzentriertesten Peptide, was das
Vorkommen bzw. die Konzentrationszunahme ihrer natiirlichen Formen im Parmesan
widerspiegelte (vgl. Tabelle 8). Auch y-Glu-[°Cs]-Phe und y-Glu-["°Cs]-Glu, deren
korrespondierende '*C-Formen mit fortschreitender Reifezeit stark in ihren Konzentrationen

zunahmen bzw. in hoheren Mengen vorkamen, waren mit Gehalten von 3,36 und
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2,04 pmol/kg Trockenmasse unter den majoren y-Glu-[">Cs]-X Peptiden. Im Kontrast zu den
quantitativen Daten der natiirlich vorkommenden y-Glutamylpeptide, bei denen y-Glu-Gln
(17) nur in geringen Gehalten gefunden wurde, stand die vergleichsweise hohe Konzentration
von v-Glu-[°Cs]-Gln. Dieses wies mit 5,20 pmol/kg Trockenmasse die dritthdchste
Konzentration unter den y-Glu-[">Cs]-X Peptiden auf. Dieses Resultat konnte durch die in der
Literatur bereits beschriebene, allgemein hohe Priferenz von GGT fiir L-Glutamin als
Akzeptor erklart werden (Sobiech et al., 1974; Karkowsky und Orlowski, 1978), wobei von
einer gleichzeitigen Hydrolyse des gebildeten Dipeptides ausgegangen werden konnte, um
L-Glutamin als Donoraminosidure zur Umsetzung mit anderen Akzeptoren verfligbar zu
machen. Ebenfalls gegensitzlich ist der Gehalt an y-Glu-[">Cs]-Asp, der mit 0,63 pmol/kg
Trockenmasse als drittgeringster gefunden wurde und auf eine limitierte Substratspezifitét der

prasenten GGT gegeniiber L-Asparaginsdure hindeutete.

Tabelle 12. Konzentrationen und Standardabweichungen an y-Glu-[l3C5]-X Peptiden in Parmesanprobe
P-24, die fiir 21 Tage bei Raumtemperatur mit L-Gln-[13C5] (20 mmol/l) inkubiert wurde.

Konzentration Konzentration
Peptid " b
[umol/kg Trm. £SD]* [umol/mmol L-GIn-[“Cs] £SD]
y-Glu-[*Cs]-Lys 37,35+3,45 2,67+0,24
y-Glu-[°Cs]-His 10,30+0,97 0,73+0,07
y-Glu-[°Cs]-Gln 5,20+0,22 0,24+0,02
y-Glu-Gln-[*C] 0,07+0,02 0,005+0,001
y-Glu-["*Cs]-Phe 3,36+0,29 0,24+0,02
y-Glu-["*Cs]-Glu 2,04+0,02 0,140,001
y-Glu-["*Cs]-Met 1,67+0,12 0,12+0,01
y-Glu-[°Cs]-Thr 1,53+0,10 0,11+0,01
y-Glu-["*Cs]-Gly 1,16+0,04 0,08+0,003
y-Glu-[°Cs]-Val 0,92+0,08 0,07+0,01
y-Glu-[°Cs]-Leu 0,79+0,07 0,06+0,005
y-Glu-[°Cs]-Asp 0,63+0,05 0,040,003
y-Glu-["*Cs]-Trp 0,42+0,03 0,030,002
y-Glu-[Cs]-Tyr 0,38+0,05 0,03+0,004
) 65,82 4,67

? Konzentrationen beziehen sich auf die Trockenmasse (=SD, n = 3). ® Konzentrationen bezichen sich auf mmol
L-GIn-[Cs] (£SD, n = 3).
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Die vorliegenden Resultate implizierten eine hohe GGT-Aktivitdt in Parmesankése und gaben
erste Hinweise auf die Substratspezifitit des Enzyms, erlaubten allerdings noch keine
Riickschliisse auf die Quelle des Enzyms im Untersuchungsmaterial. Daher wurden im
Folgenden die Mikroflora des Kidses sowie Rohmilch als potentielle GGT-Quellen auf ihre
Enzymaktivitit hin untersucht

2.1.2.4 Analyse der Mikroflora in Parmesankase

Im Folgenden war die Identifizierung der im untersuchten Parmesankise vorliegenden
Mikroorganismen notwendig, um diese als potentielle Quelle fiir die GGT in Parmesankése
genauer untersuchen zu konnen. Hierzu wurde von allen drei Reifestufen des Parmesans
mittels eines Stomachers Pepton-Extrakte hergestellt, die jeweils in seriellen
Verdiinnungsreihen auf zwei verschiedenen Kulturmedien, M-17 und MRS-Agar,
ausgestrichen wurden (Abbildung 35). Alle Ausstriche wurden in Triplikaten angefertigt, um

eine Inkubation fiir fiinf Tage bei Raumtemperatur, 30 °C und 37 °C durchzufiihren.

Proben P-13 P-24 P-30
I |

Extraktion mit Peptonwasser

v v v

Verdiinnungen 102 103 104 105 106
I [ [ I

Ausstreichen

v v

Kulturmedium | mMRS-Agar |
| |

Inkubation

v v v

Temperatur RT 30°C 37°C

Abbildung 35. Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Isolierung der Mikroflora aus
Parmesankiise.

Nach fiinftagiger Inkubationszeit konnte ausschlielich bei den am hochsten konzentrierten

Verdiinnungsstufen des P-13, die bei 30 °C und 37 °C belassen wurden, ein mikrobielles
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Wachstum beobachtet werden. Dabei ergaben sich fiir die Inkubationsansitze auf M17
Medium 80 koloniebildende Einheiten (KBE) bei einer Temperatur von 30 °C und 91 KBE
bei 37 °C, wohingegen bei den Inkubationsansidtzen auf mMRS-Agar 98 KBE bei 30 °C und
65 KBE bei 37 °C gezédhlt wurden. Aus diesen insgesamt 334 KBE wurden von sieben
Kolonien aufgrund ihrer unterschiedlichen Koloniemorphologie (Tabelle 13)
Vereinzelungsausstriche angefertigt. Die lichtmikroskopische Analyse der Kolonien zeigte die
Ausbildung von rauen, ausgefransten Kolonien fiir K1, K3 und K6, wohingegen fiir K2, K4,
K5 und K7 ein glattes, rundes Koloniewachstum gefunden wurde. Eine weitere Vergrof3erung
der Vereinzelungsausstriche im Lichtmikroskop fiihrte zur Sichtbarkeit der Bakterienform,

die bei allen Kolonien stdbchenartig war.

Tabelle 13. Morphologie, Kulturbedingungen (Medium, Temperatur) sowie taxonomische Identitit der
aus Parmesanprobe P-13 isolierten Kolonien K1 — K7.

Kolonie . . Temperatur Identifizierte
N2 Morphologie Medium [°C] Speziesb
raue, ausgefranste Kolonien; . .
K1 Stibchen MRS 37 Lb. harbinensis
K2 glatte, r;ggg}i glonlen; MRS 37 Lb. casei
raue, ausgefranste Kolonien; . .
K3 Stibchen MRS 30 Lb. harbinensis
ke g rundeKolonien: g 3 Ib. casei
K5 glatte, rsutgggliglomen; M17 37 Lb. casei
raue, ausgefranste Kolonien; . .
K6 Stibchen MRS 37 Lb. harbinensis
K7 glatte, rsutr.;g;i glonlen; M17 30 Lb. casei

? Codierung der Kolonien erfolgte zufillig. b Identifizierung der isolierten Kolonien erfolgte mittels 16S- rRNA-
Amplifizierung und -Sequenzierung, mit anschlieBendem Multiplen-Sequenzabgleich iiber die CLUSTALW
Software.

Die Evaluation von phéinotypischen, also zellmorphologischen und biochemischen
Eigenschaften sind zwar grundlegende Methoden zur taxonomischen Beurteilung von
Mikroorganismen, fithren aber nicht immer zu eindeutigen Ergebnissen (Clarridge, 2004;

Rosetti und Giraffa, 2005). Daher wurde im Weiteren auf mittlerweile ebenfalls etablierte
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molekularbiologische Verfahren, wie die RAPD- und 16S-PCR zur Identifizierung der
isolierten Bakterienstimme zuriickgegriffen (Medlin et al., 1988; Williams et al., 1990).

Im néchsten Schritt wurde die DNA jeder Kolonie isoliert (siche Kapitel 3.4.3.2), mittels
M13-PCR partiell vervielfiltigt und die amplifizierten Segmente anschliefend
elektrophoretisch in einem Agarose-Gel getrennt. Um einen ersten Hinweis auf die Identitét
zu erhalten, wurden die resultierenden DNA-Banden mit denen verschiedener Lactobacillen
verglichen. Bei dieser sogenannten RAPD-Methode (randomly amplified polymorphic
DNA = zufillig vervielfiltige polymorphe DNA), die erstmals von Williams et al. (1990)
beschrieben wurde, werden polymorphe Abschnitte der genomischen DNA durch
Verwendung kurzer, unspezifischer Primer vervielfiltigt. Die polymorphen Segmente dienen
dann als genetische Marker, die elektrophoretisch mit auf gleiche Weise erhaltenen DNA-
Segmenten anderer Bakterienstimme auf identische Proteinbanden hin untersucht werden.
Vorteile dieser Methode sind unter anderem der Einsatz von universellen Primern fiir eine
grole Bandbreite an Spezies, das Wegfallen aufwindiger DNA-Isolierungsschritte sowie
keine Notwendigkeit der genauen Kenntnis liber die DNA der zu untersuchenden Spezies
(Williams et al., 1990). Da die RADP-Analyse jedoch keine eindeutige Identifizierung der
isolierten Kolonien zulieB (Daten nicht gezeigt), wurde im Folgenden eine 16S-rRNA-

Sequenzierung unter Verwendung von 616V und 630R Primern durchgefiihrt.

Die 16S-rRNA ist eine Untereinheit der 30S-rRNA und somit Teil der nicht-kodierenden
Ribonukleinsduren prokaryotischer Ribosomen. Sie ist unter anderem am Aufbau und der
enzymatischen Aktivitit des Ribosoms beteiligt und besitzt eine Linge von ca. 1550
Basenpaaren (Clarridge, 2004). Aufgrund von sowohl stark konservierten als auch
hypervariablen Regionen, von denen letztere fiir verschiedene Spezies sehr unterschiedlich
sind, wird die am Ende der 1980er Jahre etablierte 16S-rRNA Gensequenzierung (z.B.
Medlinet al., 1988; Boettger, 1989) heutzutage als schnelle, robuste, reproduzierbare und
objektive Methode zur Identifizierung von Bakterien eingesetzt (Clarridge, 2004). Die
erhaltenen PCR-Amplifikate wurden mittels Elektrophorese auf ihre Linge hin liberpriift (ca.
1200 Basenpaare) und anschliefend zu einem kommerziellen Anbieter zur Sequenzierung
gegeben. Die Basenpaarabfolge der einzelnen Kolonien (siehe Kapitel 6, Tabelle 48) wurde
mit Hilfe des Programms Blast Search gegen die GenBank Datenbank sowie durch multiplen
Sequenzenvergleich iiber die Software ClustalW mit Sequenzen anderer Spezies abgeglichen

(Abbildung 36).

89



Ergebnisse und Diskussion

Dies fiihrte zur Identifizierung von K2, K4, K5 und K7 als Lactobacillus casei und von K1,
K3 und K7 als Lactobacillus harbinensis (Abbildung 36). Wihrend ersterer in der Mikroflora
zahlreicher Késesorten, darunter auch der von Parmesankise wihrend der frithen und auch
fortgeschrittenen Reifeperiode beschrieben ist (Coppola et al., 1997, 2000), ist Lb.
harbinensis bisher nicht in Parmesan bekannt. Hingegen wurde Lb. harbinensis in jiingerer
Vergangenheit in asiatischen Lebensmitteln wie z.B. fermentiertem Chinakohl (Suan chai)

(Miyamoto et al., 2006) oder koreanischem Reiswein (Jianbo et al., 2008) nachgewiesen.

Nachdem die Mikroflora des vorliegenden Parmesankéses identifiziert wurde, erfolgten im

nichsten Schritt Analysen zur potentiellen GGT-Aktivitit der Mikroorganismen.

Sequenzielle Ubereinstimmung [%] Spezies Herkunft
. .8|6. . .8|8. . I9|0I . .9|2. . .9|4. . .9|6. . .9|8. . .1?0

Lb. casei K2

Lb. casei K4

Lb. casei K7

Lb. casei DSM 20011T#?
Lb. casei K5

M —— Lb. casei ATCC 393

Lb. brevis ATCC 14869T°

Lb. harbinensis K3

Lb. harbinensis K1

Lb. harbinensis DSM 1699172

Lb. harbinensis DSM 16991T2

Lb harbinensis. K6

Lb. harbinensis L534¢
— Lb. perolens DSM 12744T2
Lb. acidophilus DSM 20079T=

Abbildung 36. Neighbor-Joining-Dendogramm fiir die aus Parmesanprobe P-13 isolierten Kolonien K1 —
K7. * Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ® American Type Culture Collection;
“Stammsammlung Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei I, Prof. Dr. W. Back, TU Miinchen. Die
Abbildung wurde in Kooperation mit Dr. Jiirgen Behr und Dr. Matthias Ehrmann (Lehrstuhl fiir
Technische Mikrobiologie, TU Miinchen) erstellt und beruht auf Daten in Tabelle 48 (Kapitel 6).
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2.1.2.5 Analyse der y-Glutamyltransferase-Aktivitat der Mikroflora und von
Milch

Um die GGT-Aktivitdt in den aus P-13 isolierten Lactobacillen sowie in weiteren aus der
Mikroflora von Parmesan bekannten Bakterienstimmen zu messen, wurden die Kolonien
K1 — K7 sowie das in den Starterkulturen vorhandene Lb. delbrueckii und die wihrend der
frilhen Reifezeit prasenten Stimme Lb. paracasei ssp. paracasei, Lb. paracasei ssp. tolerans
und Lb. rhamnosus (Coppola et al., 1997, 2000) in fliissigem mMRS-Medium kultiviert. Die
GGT-Aktivitdt sollte zum einen mittels des unter 2.1.2.3 beschriebenen photometrischen
Nachweisverfahrens und zum anderen durch Inkubation mit L-Glutamin-[°Cs] und
verschiedenen  Akzeptoraminosduren und anschlieBendem massenspektrometrischen

Nachweis der gebildeten y-Glutamylpeptide analysiert werden (vgl. Kapitel 2.1.2.2).

Fir den photometrischen Assay wurden die kultivierten und anschlieBend lyophilisierten
Bakterienstimme einerseits mit Essigsdure behandelt und andererseits mittels Lysozym- und
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Allerdings konnte auf diesem Weg bei keinem der
beiden  Aufschlussverfahren eine GGT-Aktivitit fiir einen der identifizierten
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis sollte durch das Inkubations-

experiment mit L-Glutamin-[°Cs]verifiziert werden.

Fiir die Inkubationsexperimente wurden die Bakterienstimme nach Kultivierung in mMRS
Medium mit Phosphatpuffer (pH 6,5) gewaschen und anschlieend im gleichen Puffer mit
einer Losung von L—Glutamin—[13C5], L-Histidin, L-Methionin, L-Leucin, L-Glutaminsdure und
L-Alanin suspendiert. Gleichzeitig wurden zwei Blindwerte, von denen der eine keine
Aminosdurelosung und der zweite keine Mikroorganismen enthielt, mitgefiihrt. Die
Suspensionen wurden fiir 21 Tage bei Raumtemperatur belassen und in regelméfigen
Abstdanden (0, 1, 3, 7, 14 und 21 Tage), Aliquote entnommen. Diese wurden mittels LC-
MS/MS, wie in Kapitel 2.1.2.3 beschrieben, auf die Anwesenheit von y-Glu-[">Cs]-X-
Peptiden und y-Glu-Gln-[BClo] hin untersucht. Allerdings konnte in keinem
Inkubationsansatz eine Bildung der markierten y-Glutamylpeptide nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Die Experimente bestdtigten die Ergebnisse des photometrischen
Assays und schlossen die Mikroflora des Parmesans als potentielle Quelle fiir die

v-Glutamyltransferase aus.

Deswegen konzentrierten sich die nachfolgenden Arbeiten auf eine ndhere Untersuchung von

Rohmilch als potentielle GGT-Quelle. Auch hier sollte sowohl der photometrische Nachweis
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als auch die Inkubation mit L-Glutamin-[’Cs] mit anchlieBender LC-MS/MS-Analyse
durchgefiihrt werden.

Die Messung der GGT-Aktivitdt iiber die photometrische Erfassung von freigesetztem
p-Nitroanilid erfolgte fiir verschiedene Milchproben. Untersucht wurden frische Rohmilch
sowie Rohmilch-Proben, die fiir jeweils 10 Minuten bei verschiedenen Temperaturen
zwischen 55 °C und 75 °C behandelt wurden (Tabelle 14). Zudem wurde eine Rohmilchprobe
analysiert, die fiir 60 Minuten bei 55 °C belassen wurde und somit den Parametern bei der
Parmesanherstellung entspricht sowie eine Milchprobe, die fiir 1 Minute bei 100 °C behandelt
wurde. Fiir Rohmilch wurde eine Enzymaktivitit von 5,3 U/ml gefunden, was mit Daten aus
der Literatur libereinstimmte (z.B. Toelstede und Hofmann, 2009; Stanciuc et al., 2011). Die
Milchprobe, die wie der Kdsebruch wéhrend der Parmesanherstellung fiir 60 Minuten bei
55 °C gehalten wurde, zeigte mit 4,5 U/ml eine nur marginal geringere GGT-Aktivitét als die
Rohmilch. Die Enzymaktivitidt der Milch-GGT wihrend der Parmesanherstellung bleibt also
nahezu vollstindig erhalten. Ein Erhitzen der Rohmilch bei hoheren Temperaturen fiihrte zur
bestidndigen Abnahme der GGT-Aktivitdt und betrug nach Behandlung bei 75 °C nur noch
0,2 U/ml. In bei 100 °C fir 1 Minute erhitzter Milch war keinerlei GGT-Aktivitdt mehr
detektierbar.

Tabelle 14. GGT-Aktivitit (U/ml) von Rohmilch und erhitzten Milchproben.

Probe GGT-AKktivitit" [U/ml+£SD]
Rohmilch 5,3+0,5
Milch (55 °C, 60 min) 4,5+0,2
Milch (55 °C, 10 min) 4,8+0,04
Milch (60 °C, 10 min) 4,8+0,05
Milch (65 °C, 10 min) 3,4+0,1
Milch (70 °C, 10 min) 1,4+0,03
Milch (75 °C, 10 min) 0,2+0,07
Milch (100 °C, 1 min) n.n.

* Die GGT Aktivitit (+SD; n = 3) wurde mittels photometrischem Nachweis bestimmt (Blel et al., 2002); n.n.
nicht nachweisbar.
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Im Weiteren wurden ebenfalls Inkubationsexperimente mit L-Glutamin—[13C5] und
verschiedenen Aminosduren durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.1.2.3), die eine funktionelle
Charakterisierung der Milch-GGT ermdglichen sollten. Da bereits 1978 von Karkowsky und
Orlowski die Relevanz von in-vivo Bedingungen zur Untersuchung des spezifischen
Verhaltens der GGT postuliert und auch bestitigt werden konnte, wurden die Inkubationen
nicht in einem gepufferten, optimierten System durchgefiihrt. Stattdessen wurden die
jeweiligen Milchproben mit einem moglichst geringen Volumen einer Aminosdurelosung
versetzt und fiir 30 Minuten bei 37 °C geriihrt (Tabelle 15). Nach Abkiihlen in Eiswasser
wurde eine genau definierte Menge des internen Standards y-Glu-Ala-[°C;] (25) zugesetzt
und nach angemessener Equilibrierung erfolgte die Prizipitation der Milchproteine durch
Zugabe von Acetonitril. Die ausgefallenen Proteine wurden mittels Zentrifugation vom
wissrigen Uberstand abgetrennt und dieser nach Auffiillen auf ein definiertes Volumen fiir

die LC-MS/MS-Analyse verwendet.

Tabelle 15. Ubersicht iiber die durchgefiihrten Inkubationen verschiedener Milchproben mit
L-Glutamin-["Cs] und weiteren L-Aminosiuren.

Experiment

Nr Verwendete Proben Inkubation mit
1 Rohmilch, erhitzte Milch ~ Bindrer Losung von L-Gln-[°Cs] (5 mmol/l)
(55-100 °C) und L-Glu (5 mmol/l)
Binédren Losungen von L-GIn-[°Cs]
) Rohmilch (5 mmol/l) und L-Glu, L-His, L-Met, L-Phe,

L-Lys, L-Leu, L-Asp oder L-Thr
(je 5 mmol/l)

Losung von L-Gln—[13C5] (40 mmol/l) und
3 Rohmilch allen in Experiment 2 aufgefiihrten
Aminoséduren (je 5 mmol/l)

4 Rohmilch keiner Aminosaure

In einer ersten Reihe von Versuchen wurden sowohl Rohmilch als auch Milchproben, die wie
im vorherigen Abschnitt angegeben erhitzt worden waren, mit einer dquimolaren, bindren
Mischung (5 mmol/l) von L-Glutamin-[*Cs] und L-Glutaminséure inkubiert und anschlieBend
auf die Anwesenheit von y-Glu-[°Cs]-Glu und y-Glu-GIn-[*Cyo] hin analysiert. Die
resultierenden LC-MS/MS-Chromatogramme der entsprechenden Masseniibergéingen im

wissrigen Standard (A), in einer inkubierten Rohmilch-Probe (B) sowie im Blindwert, der
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durch nicht inkubierte Rohmilch reprasentiert wird (C), sind in Abbildung 37 dargestellt und
zeigen deutlich die in situ-Bildung der '*C-markierten y-Glutamylpeptide. Die daraufhin
durchgefiihrte Quantifizierung der beiden Dipeptide in allen Proben der Versuchsreihe ergab
eine Abnahme der Iso-Peptidbildung mit zunehmender Erhitzungstemperatur, die gut mit der
gemessenen Abnahme der GGT-Aktivitdt korrelierte (Abbildung 38). Desweiteren zeigte
sich, dass die Menge an gebildetem y-Glu-Gln-[*Cyo], bei dem L-Glutamin-[ *Cs] gleichzeitig
als Akzeptor- und als Donoraminosdure fiir die GGT fungiert, stets hoher war als die an
y-Glu-[°Cs]-Glu. Diese Ergebnisse indizierten deutlich, dass die Milch-GGT gegeniiber
L-Glutamin eine hohere Spezifitit als gegeniiber L-Glutaminsdure aufwies. Dies bestitigte
Angaben aus der Literatur fiir sowohl Milch-GGT (Sobiech et al., 1974; Baumrucker, 1979)

als auch fiir GGT aus anderen Quellen, wie z.B. Fadenpilzen (Tomita et al., 1990).
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Abbildung 37. LC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") von (A) einer wissrigen
Losung der Referenzsubstanzen o-Glu-Lys (24), y-Glu-Lys (25) und 7-Glu-Gln (17), (B) dem
entsprechenden Masseniibergang der Korrespondierenden BC-markierten Form y-Glu-Gln-[”ClO] in
inkubierter Rohmilch und (C) in nicht inkubierter Rohmilch (Blindwert), von (D) einer wéssrigen Losung
der Referenzsubstanzen a-Glu-Glu (7) und y-Glu-Glu (8), (E) dem entsprechenden Masseniibergang der
korrespondierenden BC-markierten Form y-Glu-[13C5]-Glu in inkubierter Rohmilch und (F) in nicht
inkubierter Rohmilch (Blindwert). Nummerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 12 und
Abbildung 17.
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Abbildung 38. Gebildete Mengen [nmol/ml Milch + SD] (n = 3) an y-Glu-["*Cs]-Glu und y-Glu-GlIn-["C ]
sowie der im photometrischen Assay gemessen GGT-Aktivitit in Abhingigkeit von der
Erhitzungstemperatur.

Um die Substratspezifitit von L-Glutamin-['’Cs] gegeniiber anderen Aminosduren im
Vergleich zu untersuchen, wurden in einer zweiten Reihe von Experimenten verschiedene
bindre, dquimolare Losungen (5 mmol/l) von L-Glutamin-[°Cs] und L-Glutaminsaure,
L-Histidin, L-Methionin, L-Phenylalanin, L-Lysin, L-Leucin, L-Asparaginsdure oder
L-Threonin zur Inkubation mit Rohmilch verwendet. Die anschlieBende quantitative Analyse
der gebildeten, korrespondierenden y—Glu—[13C5]—X Peptide (A — H in Abbildung 39) ergab,
dass y—Glu—[13C5]—Met und y—Glu—[13C5]—Phe in Gehalten von 1437 nmol/ml bzw.
1433 nmol/ml Milch im jeweiligen Inkubationsansatz gebildet wurden, wohingegen das
Homotranspeptidationsprodukt y-Glu-Gln-["°C}¢] in beiden Proben in deutlich geringeren
Konzentrationen von 201,8 nmol/ml und 45,0 nmol/ml Milch zu finden war. Auch fiir die
Inkubationsansdtze mit L-Lysin bzw. L-Histidin konnte eine bevorzugte Bildung der
Heterotranspeptidationsprodukte  gegeniiber y-Glu-Gln-[°Cjg] gefunden werden. Im
Gegensatz dazu zeigten die Inkubationsansétze mit L-Leucin, L-Asparaginsidure, L-Threonin
und L-Glutaminsiure eine vermehrte Bildung von y-Glu-Gln-["°Co] im Vergleich zu den
jeweiligen y-Glu-["*Cs]-X Peptiden. Diese wurden nur in geringen Konzentrationen zwischen
6,1 und 28,1 nmol/ml Milch gefunden. Diese Ergebnisse implizierten eine gute
Substratspezifitit der Milch-GGT gegeniiber L-Methionin und L-Phenylalanin und eine

moderate Spezifitdt fiir L-Lysin und L-Histidin. L-Leucin, L-Asparaginsdure, L-Threonin und
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L-Glutaminsdure hingegen erschienen als weniger geeignete Akzeptoren. L-Methionin ist
unabhéngig von der Herkunft der GGT als guter Akzeptor beschrieben (Karkowski und
Orlowsky, 1978; Tate und Meister, 1981; Tomita, 1990), was durch die vorliegenden
Ergebnisse untermauert wurde. In Kontrast dazu wurde L-Phenylalanin von Baumrucker
(1979) als weniger guter Akzeptor fiir Milch-GGT gefunden, da es nur etwas weniger als die
Halfte an Reaktivitdt im Vergleich zu L-Methionin aufwies. Auch die bessere Umsetzung von
L-Lysin und L-Histidin im Vergleich zu L-Leucin, L-Asparaginsdure, L-Threonin und
L-Glutaminsdure ist kontrdr zu den Resultaten von Baumrucker (1979), der vergleichbare

geringe Umsatzraten fiir die genannten Substrate durch die Milch-GGT feststellen konnte.
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Abbildung 39. Gehalte und Standardabweichungen [nmol/ml Milch = SD] (n = 3) an y-Glu-['3C5]-X und
v-Glu-GlIn-[*Cy]-Peptiden, die durch Inkubation von Rohmilch mit biniren, iquimolaren Lésungen von
L-Glutamin-">Cs (5 mmol/l) und einer der entsprechenden L-Aminosiuren (je 5 mmol/l gebildet wurden:

(A) mit L-Methionin; (B) mit L-Phenylalanin; (C) mit L-Lysin; (D) mit L-Histidin; (E) mit L-Leucin; (F)
mit L-Asparaginsiure; (G) mit L-Threonin; (H) mit L-Glutaminsiure.

Dass die Reaktivitdt der y-Glutamyltransferase nicht ausschlieSlich von den vorhandenen
Substraten, sondern auch von im Medium anwesenden Kationen und dessen pH-Wert
abhingt, wurde bereits 1978 von Karkowski und Orlowski gezeigt. Die Autoren fanden eine

Verschiebung der relativen Reaktivitit gegeniiber dem Akzeptorpaar L-Methionin/L-Alanin,
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wenn die Inkubationen mit GGT und y-Glutamyl-Donor nicht in einem optimierten
Puffersystem sondern unter in-vivo Bedingungen durchgefiihrt wurden. Da die vom
Baumrucker (1979) durchgefiihrten Inkubationen ebenfalls im optimierten Puffersystem und
nicht unter in-vivo Bedingungen stattfanden, ist das Vorliegen der unterschiedlichen Medien

als Grund fiir die abweichenden Resultate wahrscheinlich.

Desweiteren lieB3 sich ein Einfluss der verschiedenen Akzeptoraminosiuren auf die Bildung
des Homotranspeptidationsproduktes y-Glu-GIn-[">C;o] beobachten. Wihrend z.B. im
Inkubationsansatz von L-Glutamin-[*Cs] und L-Methionin neben der groBen Menge an y-Glu-
[°Cs]-Met (1437,4 nmol/ml) y-Glu-Gln-["°C o] in einer Konzentration von 201,8 nmol/ml
gefunden wurde, war der Gehalt dieses Peptids im Ansatz mit L-Phenylalanin, das mit
1433,1 nmol/ml ebenfalls einen gro3en Anteil des entsprechenden
Heterotranspeptidationsproduktes aufwies, mit einem Wert von 45,1 nmol/ml um den Faktor
vier kleiner (A und B in Abbildung 39). Im Inkubationsansatz mit L-Histidin zeigte sich ein
wiederum ein anderes Verhalten. Der Gehalt an y-Glu-Gln-[°C o] war in diesem Ansatz mit
80,8 nmol/ml Milch fast doppelt so hoch, wie im Ansatz mit L-Phenylalanin. Gleichzeitig war
die Bildung von y-Glu-["*Cs]-His im Vergleich zu y-Glu-["*Cs]-Phe um den Faktor zehn
geringer (132 nmol/ml) (D in Abbildung 39). Auch im Ansatz mit L-Threonin wurde ein
Gehalt von 80,6 nmol/ml an y-Glu-Gln-[l3 Cio] gefunden, allerdings fiihrte hier die Umsetzung
mit L-Threonin nur zur Bildung von 15,5 nmol/ml vy-Glu-[’Cs]-Thr. Im Fall von
L-Glutaminsdure ging die geringe Bildung des korrespondierenden Dipeptides (6,1 nmol/ml)
mit einer ebenfalls vergleichsweise geringen Bildung von y-Glu-Gln-[">C o] (32,4 nmol/ml)
einher (G und H in Abbildung 39). Somit schien neben der Substratspezifitit auch die
Aktivitdt der GGT im Allgemeinen von den anwesenden Akzeptormolekiilen abzuhéngen.
L-Methionin, L-Lysin oder auch L-Histidin waren gute Akzeptoren und beeinflussen
gleichzeitig auch die Bildung des Homotranspeptidationsproduktes positiv. Hingegen war
z.B. L-Threonin selbst ein schlechter Akzeptor, inhibierte aber nicht die Bildung von y-Glu-
GlIn-["*C)¢]. Im Gegensatz dazu schien sich L-Glutaminsdure im Allgemeinen inhibierend auf
die Aktivitit der GGT auszuwirken. Ein bekannter kompetitiver Inhibitor der GGT ist die
dquimolare Mischung von L-Serin und Borat (Revel und Ball, 1959). Anhand von
Experimenten, bei denen Milch-GGT vor Inkubation mit dem Donor y-Glutamyl-a-
naphtylamid mit verschiedenen Effektoren, darunter Glutathion, L-Methionin, D-Methionin,
L-Alanin und v-Glu-Gly-Gly, versetzt wurde, postulierten Sobiech et al. (1974) eine

aktivierende oder auch inhibierende Wirkung der jeweiligen Substanzen. Dabei wurde fiir
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Glutathion und y-Glu-Gly-Gly eine starke Inhibition und fiir Gly-Gly und L-Methionin eine
deutliche Aktivierung gefunden, wohingegen die anderen verwendeten Aminosduren
L-Glutamin, L-Alanin und Glycin kaum Einfluss auf die GGT-Aktivitdt hatten. Die Wirkung
der in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Aminoséuren auf die GGT-Aktivitét ist

bisher nicht beschrieben.

In einem dritten Experiment wurde Rohmilch mit einer Losung von L-Glutamin—[l3C5]
(40 mmol/l) und allen anderen bereits im vorherigen Experiment verwendeten Aminosduren
(e 5 mmol/l) inkubiert, um einen Einfluss der Mehrkomponentenmischung auf die
Substratspezifitit zu analysieren. Die erhaltenen quantitativen Daten (Abbildung 40) zeigten,
dass y-Glu-[*Cs]-Phe und y-Glu-["*Cs]-Met mit Konzentrationen von 797 und 653 nmol/ml
auch in diesem Experiment die dominierenden Peptide waren. Die geringen Mengen an
generiertem y—Glu—[13C5]—Leu, y—Glu—[13C5]—Asp, y—Glu—[13C5]—Thr und y—Glu—[13C5]—Glu
standen ebenfalls im Einklang mit den Ergebnissen der vorherigen Versuche. Im Gegensatz
dazu wurden y-Glu-["°Cs]-Lys und y-Glu-[*Cs]-His in deutlich geringeren Mengen als y-Glu-
GlIn-[°Cg] gefunden. Bei Inkubation mit den biniren Mischungen erschien die Bildung
dieser beiden Heterotranspeptidationsprodukte gegeniiber y-Glu-Gln-["*C o] bevorzugt. Der
Grund fiir dieses kontrare Ergebnis kann darin angenommen werden, dass die Umsetzung
durch die GGT nicht nur von der Spezifitit gegeniiber einem Substrat sondern auch von

dessen vorliegender Konzentration abhingt (Karkowsky und Orlowski, 1978).
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Abbildung 40. Gehalte und Standardabweichungen [nmol/ml Milch] an y-Glu-[lsCs]-X und y-Glu-GlIn-
[13C10]-Peptiden, die durch Inkubation von Rohmilch mit einer Losung von L-Glutamin-["*Cs] (40 mmol/l)
und den entsprechenden L-Aminosiuren gebildet wurden (je S mmol/l) (n = 3).
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Die Ergebnisse der Inkubationsexperimente mit Rohmilch spiegelten die der Inkubation mit
dem Parmesankdse P-24 (vgl. Kapitel 2.1.2.2) nur bedingt wider. Die Peptide, die im
starksten Umfang gebildet wurden, waren in beiden Versuchsreihen zwar die gleichen,
allerdings wurden bei letzterer L-Lysin, L-Histidin und L-Glutamin in stirkerem Malle
umgesetzt als L-Phenylalanin und L-Methionin. Diese Umsetzungen korrelierten mit den im
P-24 gefundenen Gehalten der Aminosduren, die fiir L-Lysin und L-Histidin deutlich héher
waren als fiir L-Phenylalanin und L-Methionin (vgl. Kapitel 2.1.2.1). Bei den Inkubationen in
Rohmilch hingegen, bei denen die Substrate in dquimolaren Konzentrationen vorlagen, war
ein genau gegensitzlicher Trend zu beobachten. Dadurch wurde neben der Substratspezifitét
der GGT, die Verfiigbarkeit der jeweiligen Akzeptoren als relevanter Faktor zur in-vivo
Bildung der y-Glutamylpeptide deutlich. Dies wurde bereits von anderen Autoren postuliert
(Toelstede und Hofmann, 2009) und konnte durch die vorliegenden Resultate untermauert

werden.

Unter Berlicksichtigung aller zur Identifizierung der GGT-Quelle in Parmesan sowie zur
Charakterisierung des Enzyms durchgefiihrten Experimente, konnte die zur Herstellung des
Kises verwendete Rohmilch als Ursprung des Enzyms identifiziert werden.
Erhitzungsexperimente, die die Behandlung der Milch wihrend des Produktionsprozesses
simulierten, zeigten keinen negativen FEinfluss auf die GGT-Aktivitit der Milch. Die
Substratspezifitit der Milch-GGT, die neben L-Methionin oder L-Glutamin auch
L-Phenylalanin als guten Akzeptor offenbarte, scheint zusammen mit der Verfligbarkeit der
verschiedenen Akzeptoraminosduren wie L-Glutaminsdure, L-Lysin, L-Leucin oder L-Histidin
die Bildung der geschmacksverstiarkenden y-Glutamylpeptide zu beeinflussen. Daneben tragt
die lange Reifezeit dieser Késesorte zur Bildung der auBergewohnlich hohen Mengen an
v-Glutamylpeptiden sowie zur Umsetzung von eigentlich weniger bevorzugten

Akzeptormolekiilen wie L-Glutaminsdure, L-Asparaginsdure oder L-Threonin bei.

21.2.6 Diskussion

Die quantitative Analyse der geschmacksverstirkenden y-Glutamylpeptide in gereiftem
Parmesankise (P-24) mittels LC-MS/MS ergab einen auBBergewohnlich hohen Gesamtgehalt
dieser Verbindungen, wohingegen die Konzentrationen der korrespondierenden o-Formen

denen anderer Késesorten entsprachen (7oelstede und Hofmann, 2009).
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Zur Klarung der Ursachen fiir die hohen Gehalte an y-Glutamylpeptiden in Parmesankise
wurde zunichst eine umfassende Quantifizierung der o- und y-Peptide sowie freien
Aminosduren in diesem Kédse verschiedener Reifestufen (P-13, P-24, P-30) durchgefiihrt. Der
gefundene Anstieg der Gesamtkonzentration an y-Peptiden um den Faktor drei von P-13 zu
P-24 hin indizierte eine vermehrte Bildung der Verbindungen mit zunehmender Reife, die mit
weiter fortschreitendem Alter jedoch riicklaufig war. Dieses Ergebnis korrelierte gut mit den
quantitativen Daten fiir die potentiellen Prakursoren der Substanzen, den freien Aminosduren,
die durch die proteolytische Spaltung aus Casein freigesetzt werden. Weiterhin deuteten die
Resultate der Analysen darauf hin, dass der Umfang der Bildung eines y-Peptides in direktem
Zusammenhang mit der Menge der entsprechenden Prékursor-Aminoséure steht. Dies zeigte
sich beispielsweise besonders deutlich fiir die korrespondierenden Aminoséure-Peptid-Paare
L-Glutaminsdure und y-Glu-Glu (8), L-Lysin und y-Glu-Lys (14) oder L-Valin und y-Glu-Val
(6), die jeweils einen starken Anstieg in der Konzentration von P-13 zu P-24 hin aufwiesen.
Ein dhnliches Ergebnis wurde bereits 2009 von Toelstede und Hofmann fiir L-Glutaminséure
und y-Glu-Glu in Goudakise gefunden. Zudem wurde aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
eine Korrelation von Peptidbildung und relativer Zunahme der Prékursor-Aminosédure

postuliert, die unter anderem fiir L-Histidin und y-Glu-His gefunden wurde.

Die durchgefiihrte photometrische Analyse der y-Glutamyltransferase-Aktivitit (GGT) in den
drei Parmesan-Proben (P-13, P-24 und P-30) legte jeweils eine hohe GGT-Aktivitit mit
Werten zwischen 14,6 und 15,3 U/g Trockenmasse offen. Dieses Ergebnis spiegelte die zuvor
erhaltenen quantitativen Daten der y-Glutamylpeptide wider. Fiir andere Késesorten aus
Rohmilch sind geringere Werte zwischen 3,9 U/g Trockenmasse (Gouda aus Rohmilch) und
11,7 U/g Trockenmasse (Camembert aus Rohmilch) publiziert (Blel et al., 2002; Toelstede
und Hofmann, 2009).

Weiterhin konnte durch Inkubation von Parmesankdse mit der isotopenmarkierten
Donoraminoséure L-Glutamin-[>Cs] und anschlieBender massenspektrometrischer Detektion
der gebildeten Peptide erstmals die in-situ-Generation von y-Glutamylpeptiden in Kése
gezeigt werden, die parallel einen ersten Eindruck der bevorzugt gebildeten Peptide
vermittelte. Die Detektion der mengenmiBig dominierenden Verbindungen y-Glu-["*Cs]-Lys,
y-Glu-[°Cs]-His, y-Glu-["*Cs]-Phe und y-Glu-[°Cs]-Glu spiegelten die Ergebnisse der
quantitativen Analyse der natiirlich vorkommenden '*C-Formen wider und untermauerten

somit einen Einfluss der Verfligbarkeit der jeweiligen Prikursor-Aminoséure.
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Zur Offenlegung der GGT-Quelle in Parmesankdse wurden Untersuchungen mit der
Mikroflora des vorliegenden Kédses sowie mit Rohmilch und verschieden erhitzten
Milchproben durchgefiihrt. Die Charakterisierung der Mikroflora der vorliegenden
Késeproben mittels Extraktion, Vereinzelung und taxonomischer Einordnung anhand des
M13- und 16S-Genoms fiihrte zur Identifizierung von Lactobacillus casei und Lactobacillus
harbinensis in P-13, wohingegen in den reiferen Proben P-24 und P-30 keine vitalen
Mikroorganismen mehr nachgewiesen werden konnten. Allerdings zeigten weder die
isolierten Lactobacillen noch weitere aus der frilhen Mikroflora von Parmesan bekannten
Stimme, wie z.B. Lb. delbrueckii, Lb. paracasei oder Lb. rhamnosus (Coppola et al., 1997,
2000) eine nachweisbare GGT-Aktivitdt. Dieses Resultat ist mit Angaben aus der Literatur
konform (Wiederholt und Steele, 1994) und schlieft die Mikroflora als GGT-Quelle in
Parmesankése aus. Konsequenterweise wurde die zur Herstellung verwendete Rohmilch als
GGT-Quelle angenommen, was im Folgenden durch Messung der GGT-Aktivitit sowie

Nachweis der in-situ Bildung von y-Glutamylpeptiden bestitigt werden sollte.

Die Analyse der GGT-Aktivitdt anhand des photometrischen Assays zeigte, dass die GGT-
Aktivitdt einer Milchprobe, die unter produktionsspezifischen Parametern fiir Parmesankése
behandelt wurde (55 °C fiir 60 min) nur eine geringfligig schwichere Enzymaktivitit als
Rohmilch aufwies, wohingegen hohere Temperaturen (60 — 75 °C) zu einer sukzessiven
Abnahme der GGT-Aktivitit fithrten. Die Daten bestitigten bereits publizierte Ergebnisse
(Blel et al., 2002; Toelstede und Hofmann, 2009; Stanciuc et al., 2011). Inkubationen der
gleichen Milchproben mit biniren Losungen von L-Glutamin-[°Cs] und L-Glutaminséure, die
in der Bildung der entsprechenden isotopenmarkierten Peptide resultierten, spiegelten die
Ergebnisse des photometrischen Nachweises wider und bestétigten den Erhalt der GGT-
Aktivitdit wahrend des Herstellungsprozesses von Parmesankdse. Weitere Inkubationen von
Rohmilch mit bindren Ldsungen von L-Glutamin-[°Cs] und  verschiedenen
Akzeptoraminosduren legten eine gute Substratspezifitit der GGT gegeniiber L-Methionin,
L-Phenylalanin, L-Lysin und L-Histidin unter natiirlichen Bedingungen offen. Wahrend eine
gute Spezifitit der Milch-GGT gegeniiber L-Methionin bereits von Baumrucker (1979)
beschrieben wurde, sind L-Phenylalanin und L-Histidin eher als gute Akzeptoren fiir das
Enzym aus Penicillium roquefortii und Bacillus subtilis bekannt (Tomita et al., 1990; Shuai et
al., 2011). Die zusidtzlich detektierten unterschiedlichen Umsatzraten der verschiedenen
bindren Losungen untermauerten die bereits postulierte inhibierende oder aktivierende

Wirkung verschiedener Substrate auf die GGT (Sobiech et al., 1974).
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Die Inkubation von Rohmilch mit L-Glutamin-[">Cs] und einer Lsung von acht weiteren
Aminosduren zeigte eine leicht verdnderte Reihenfolge der Substratspezifitit, bei der L-Lysin
und L-Histidin im Vergleich mit L-Glutamin-["°Cs] weniger bevorzugt umgesetzt wurden.
Dieses Ergebnis machte den Einfluss der vorliegenden Substrate aufeinander deutlich und

bestdtigte bereits publizierte Daten (Karkowsky und Orlowski, 1978).

Die dargestellten Ergebnisse zeigten die fiir die Herstellung von Parmesankidse verwendete
Rohmilch als GGT-Quelle auf. Die Umsetzung verschiedener Akzeptoraminosduren mit dem
Donor L-Glutamin zu den y-Glutamylpeptiden héngt dabei einerseits von der
Substratspezifitit aber auch von der Verfiigbarkeit der einzelnen Substrate ab. Weiterhin ist
die lange Reifezeit dieser Kisesorte ein entscheidender Faktor, der zur Bildung der
aullergewohnlich hohen Mengen an y-Glutamylpeptiden sowie zur Umsetzung von eigentlich
weniger bevorzugten Akzeptormolekiillen wie z.B. L-Glutaminsdure, L-Asparaginsdure oder

L-Threonin beitragt.
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2.2 Schlusselgeschmacksstoffe in Balsamico Essig

2.2.1 Entschlusselung des Sensometaboloms von Aceto Balsamico
Tradizionale di Modena (ABTM)

Die Literaturiibersicht zeigt, dass der Fokus quantitativ-analytischer Untersuchungen von
Traditionellem Balsamico Essig vor allem auf der Identifizierung von Authentizitits- und
Alterungsmarkern lag. Umfassende Kenntnisse tliber die Verbindungen, die fiir den
charakteristischen Geschmack des Lebensmittels verantwortlich sind liegen hingegen nicht
vor. Daher wurden im Folgenden humansensorische und instrumentell-analytische Methoden

zur Offenlegung des Sensometaboloms von Traditionellem Balsamico Essig eingesetzt.

2.2.1.1 Sensorische Analyse von ABTM

Um einen ersten Einblick in das sensorische Profil von Traditionellem Balsamico Essig di
Modena (ABTM) zu erhalten, wurde eine Geschmacksprofilanalyse durchgefiihrt. Aufgrund
des sehr intensiven Gesamtgeschmackseindruckes des Essigs war eine vorherige Verdiinnung
mit Sensorikwasser um den Faktor drei notwendig. AnschlieBend wurden die einzelnen
Geschmacksqualititen Sii3, Sauer, Bitter, Adstringierend, Salzig, Umami sowie der Eindruck
der viskosen Mundfiille vom Sensorikpanel auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5
(stark wahrnehmbar) bewertet. Das resultierende Geschmacksprofil ist in Abbildung 41
dargestellt. Mit einer Intensitdt von 3,6 war Sauer der dominierende Geschmack des ABTM,
wobei die Sauerqualitit vom Panel als rund und fruchtig beschrieben wurde. Ebenfalls
deutlich wahrgenommen wurden die Siile (2,3), die Adstringenz (2,2) und die Mundfiille
(1,7), wohingegen der bittere Geschmack sehr moderat (0,6) und die Salzigkeit sowie der

Umamigeschmack nur marginal (je 0,2) detektiert wurden.
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bitter mundfille

Abbildung 41. Geschmacksprofil von ABTM.

Zur Lokalisierung der geschmacksaktiven Verbindungen wurde der ABTM im nichsten
Schritt einer molekulargewichtsorientierten Fraktionierung mittels Ultrafiltration unterzogen.
Durch Verwendung einer Ultrafiltrationszelle mit einer Polyethersulfonmembran
(Molekulargewichts-Cut-Off: 5 kDa) wurde der ABTM in ein niedermolekulares Filtrat
(NMF, < 5 kDa) und ein hochmolekulares Retentat (HMF, > 5 kDa) getrennt. Die Ausbeuten
an niedermolekularer und hochmolekularer Fraktion nach Gefriertrocknung betrugen 65,63

bzw. 0,87 g/100 ml Essig (Tabelle 16).

Tabelle 16. Ausbeuten (g/100 ml) der durch Ultrafiltration von ABTM erhaltenen Niedermolekularen
Fraktion (NMF) und Hochmolekularen Fraktion (HMF).

Fraktion Ausbeute (g/100 ml)
NMF (< 5 kDa) 65,63
HMF (> 5 kDa) 0,87

Um ihren Beitrag zum Geschmack des ABTM zu evaluieren, wurden beide Fraktionen jeweils
in ihrer natiirlichen Konzentration in mineralstoffarmem Sensorikwasser aufgenommen, der
pH-Wert mit HCI (1 M) auf den des ABTM eingestellt und die Losungen um den Faktor drei
verdiinnt. Die anschlieend durchgefiihrte vergleichende Geschmacksprofilanalyse gegen den
ebenfalls verdiinnten ABTM als Referenz deutete darauf hin, dass der majore Anteil der

geschmacksaktiven Substanzen in der Fraktion NMF lokalisiert war (Tabelle 17).
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Tabelle 17. Geschmacksprofile der Niedermolekularen Fraktion (NMF) und Hochmolekularen Fraktion
(HMF) im Vergleich zum ABTM.

Intensititen (=SD) der einzelnen Geschmacksqualitiiten in

Geschmacksqualitit ABTM NMF HMF
stf3 2,3 2,4 (£0,3) 0,2 (£0,2)
sauer 3,6 1,8 (£0,3) 0,3 (£0,3)
adstringierend 2,2 1,4 (£0,3) 0,9 (£0,3)
mundfiille 1,7 1,1 (£0,3) 0,2 (£0,2)
bitter 0,6 0,5 (£0,1) 0,0 (+0,0)
umami 0,2 0,2 (£0,1) 0,0 (£0,0)
salzig 0,2 0,2 (£0,1) 0,0 (+0,2)

Geschmacksprofile der NMF und HMF wurden gegen den ABTM als Referenz ermittelt, wobei die erhaltenen
Werte aller Panelisten gemittelt wurden (+SD; n = 12).

Die Siile der NMF sowie die weniger bedeutenden Geschmacksqualitdten bitter, salzig und
umami wurden mit den gleichen Intensititen bewertet wie die des ABTM. Auch saurer (1,8)
und adstringierender (1,4) Geschmackseindruck sowie die Mundfiille (1,1) wurden deutlich
wahrgenommen, wenn auch in geringerem Mafe als beim ABTM. Wihrend fiir den
Sauergeschmack diese Diskrepanz durch den Verlust von Essigsdure wihrend der
Gefriertrocknung zu erkliren war, schien bei der Adstringenz das Fehlen der
Hochmolekularen Fraktion (HMF) fiir die geringere Intensitit verantwortlich zu sein. Diese
wies mit einem Wert von 0,9 ebenfalls einen deutlich wahrnehmbaren adstringierenden
Eindruck auf. Die geringere Mundfiille (1,1) der NMF hingegen lie sich nicht direkt durch
die Abwesenheit der HMF erklédren, da diese selber keine Mundfiille aufwies (Tabelle 17).
Diese Ergebnisse zeigten, dass die meisten geschmacksaktiven Verbindungen des ABTM ein
geringes Molekulargewicht aufweisen. Nur einige adstringierende Substanzen besal3en
Molekulargewichte iiber 5 kDa. Ahnliche Resultate wurden bereits fiir die hochmolekulare

Fraktion von Amarone-Rotwein gefunden (Hufnagel und Hofmann, 2008b).

Um den Fokus der nachfolgenden Untersuchungen auf noch unbekannte Verbindungen
konzentrieren zu kénnen, wurden zunichst aus der Literatur bekannte Basisgeschmacksstoffe

qualitativ und quantitativ erfasst und ihr Beitrag zum Geschmack von ABTM evaluiert.
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2.2.1.2 Identifizierung und quantitative Analyse von Sensometaboliten aus

der Fasslagerung

Das Vorkommen von Glucose, Fructose, organischen Sduren oder auch phenolischen
Verbindungen in Traditionellen Balsamico Essigen sowie Balsamico Essig di Modena wurde
bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (z.B. Plessi et al., 1988, 1989, 2006; Theobald
et al., 1998; Chinnici et al., 2003; Sanarico et al., 2003; Cocchi et al., 2006D).
Literaturangaben {iber Inhaltsstoffe anderer Essigsorten oder Spirituosen, die einer
Fasslagerung unterzogen werden, lassen jedoch die Anwesenheit weiterer geschmacksaktiver
Verbindungen wie z.B. Ellagtannine oder Flavonole, vermuten (Glabasnia und Hofmann,
2006; Cerezo et al., 2009; Stark et al., 2010). Aufgrund dieser Kenntnisse wurde vor der
quantitativen Analyse zundchst eine Screening nach potentiellen, literaturbekannten

Sensometaboliten durchgefiihrt.

Screening nach Vescalagin, Castalagin und (+)-Dihydrorobinetin

Die Ellagtannine Vescalagin (27) und Castalagin (28) (Abbildung 42) wurden 2006 von
Glabasnia und Hofmann als adstringierende Verbindungen in Whiskey beschrieben. Sie
gehen durch Eichenfasslagerung in die Spirituose tlber und weisen beide einen
Geschmacksschwellenwert von 1,1 pmol/l auf. Das Dihydroflavonol (+)-Dihydrorobinetin
(29) (Abbildung 42) hingegen wurde als Marker fiir die Lagerung von Essig in
Akazienfissern postuliert (Cerezo et al., 2009; Sanz et al., 2011). Uber die sensorischen
Eigenschaften dieser Substanz liegen bisher keine Angaben vor, strukturdhnliche
Verbindungen wie Quercetin oder Catechin und Epicatechin rufen allerdings einen

adstringierenden Geschmack hervor (Stark et al., 2005).
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Abbildung 42. Strukturformeln von Vescalagin (27), Castalagin (28) und (+)-Dihydrorobinetin (29).

Da Traditioneller Balsamico Essig ebenfalls in Féassern aus Eichenholz und teilweise auch
Akazienholz gelagert wird, wurde zunéchst eine qualitative Analyse dieser Verbindungen in
den vorliegenden Essigproben mittels LC-MS/MS im negativen MRM-Modus durchgefiihrt.
Zur Abtrennung polarer Inhaltsstoffe wie Zuckern oder organischer Sduren sowie zur
Aufkonzentrierung der Analyten wurden sowohl der traditionelle ABTM als auch der
konventionelle ABM {iber eine RP-18-Festphasen-Kartusche fraktioniert. Nach

Konditionierung der Kartusche mit Methanol und Wasser wurde je ein Aliquot der
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Essigproben aufgegeben und diese im Folgenden zunédchst mit reinem Wasser, dann mit
reinem Methanol eluiert. Die zuerst erhaltenen wissrigen Phasen wurde verworfen, die
Methanolphasen bis zur Trockene eingeengt, die Riickstdnde in einem definierten Volumen
von 20 %igem Methanol aufgenommen und die Losungen zur LC-MS/MS-Analyse
verwendet. Durch den Vergleich mit den spezifischen, optimierten Masseniibergéingen und
Retentionszeiten der entsprechenden Referenzsubstanzen in wéssriger Losung erfolgte die

Identifizierung von 27, 28 und 29 in den Essigproben.

Abbildung 43 zeigt die extrahierten Massenspuren von Vescalagin (27), Castalagin (28)
(m/z 933.1—301.0) und (+)-Dihydrorobinetin (29) (m/z 303.0—174.9) im Methanolextrakt
des ABM (A und B), im Methanolextrakt des ABTM (C und D) und in wéssriger
Referenzlosung (E und F). Dabei ist deutlich zu erkennen, dass keiner der Analyten im ABM
detektiert wurde, wohingegen beide Ellagtannine sowie (+)-Dihydrorobinetin im ABTM
vorkamen. Somit konnten diese Verbindungen erstmals in Traditionellem Balsamico Essig
nachgewiesen werden. Die Abwesenheit der Analyten im herkdmmlichen Balsamico Essig di
Modena war auf dessen fehlende Fasslagerung zuriickzufiihrenund zeigte somit den ABM als
geeignete Matrix fiir einematrixkalibrierte Quantifizierung der Verbindungen auf. Die
quantitativen = Daten = der  Analyten sowie die  Korrelation  mit  deren
Geschmacksschwellenwerten sind in Kapitel 2.1.1.3 aufgefiihrt (Tabelle 18) und werden dort
diskutiert.
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Abbildung 43. LC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI') von Vescalagin (27) und
Castalagin (28) im Methanolextrakt des ABM (A), ABTM (C) und in wissriger Referenzlosung (E) sowie
von (+)-Dihydrorobinetin (29) im Methanolextrakt des ABM (B), ABTM (D) und in wissriger
Referenzlosung (F). Die Nummerierung der Peaks bezieht sich auf die Strukturen in Abbildung 42.

Nach der erfolgreichen Identifizierung von 27 — 29 im ABTM wurde im Folgenden die
Quantifizierung der Analyten sowie weiterer potentieller Geschmacksstoffe angestrebt, um
auf Basis der instrumentell-analytischen Daten ein biomimetisches Geschmacksrekombinat

erstellen zu konnen.

2.21.3 Quantifizierung von Geschmacksstoffen und Berechnung von DoT-

Faktoren

Die quantitative Analyse potentieller Sensometaboliten des ABTM erfolgte entweder direkt
aus wissrigen Verdiinnungen der Proben oder aus deren methanolischen Festphasenextrakten.

Abbildung 44 gibt eine Ubersicht iiber die erfassten Analyten und verwendeten Methoden.
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Die Monosaccharide Glucose und Fructose sowie Gluconsdure wurden enzymatisch
bestimmt. Die Quantifizierung der mineralische Anionen und Kationen sowie organischen
Sauren erfolgte mittels lonenchromatographie und unterdriickter Leitfahigkeitsdetektion, die
Zuckeralkohole wurden nach Ionenaustauschromatographie durch gepulste amperometrische
Detektion erfasst. Freie Aminosduren wurden unter Verwendung einer SIVA-HILIC-MS/MS-
Methode im positiven Elektrospray-lonisationsmodus ebenfalls in wissrigen Verdiinnungen
der Proben quantifiziert. Die Bestimmung der Phenolcarbonsduren, der Ellagtannine 27 und
28 sowie (+)-Dihydrorobinetin (29) erfolgte nach SPE-Fraktionierung jeweils mittels HPLC-
MS/MS.

ABTM

\4

Monosaccharide ———— Enzymatisch

\4

Gluconsaure » Enzymatisch

\ 4

Zuckeralkohole |———» HPAE-PAD

v

Freie Aminosauren f———> HILIC-MS/MS

\ 4

Anionen/Kationen |=—— HPIC-sCD

\ 4

Organische Sauren ——HPICE-sCD

\J
SPE-Methanol-Phase

Phenolcarbonsauren —— HPLC-MS/MS

\4

\ 4

Ellagtannine » HPLC-MS/MS

\ 4

Dihydrorobinetin ——»HPLC-MS/MS

Abbildung 44. Schema zum Vorgehen bei der Quantifizierung von potentiellen Geschmacksstoffen in
ABTM.

Abbildung 45 zeigt das HPIC-Chromatogramm der organischen Séduren in verdiinntem
ABTM, das zur quantitativen Erfassung von Oxalsdure, Weinsdure, Citronensdure,
Apfelsiure, Glykolsiure, Essigsiure und Bernsteinsiure fiihrte. Exemplarisch sind die

extrahierten MRM-Spuren der phenolischen Verbindungen Gallussdure, Vanillinséure,
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Kaffeesdure, Vanillin, Syringinsdure, Syringinaldehyd, Methylgallat und Ferulasdure, die in
der SPE-Methanolphase des ABTM detektiert wurden, in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 45. HPIC-Chromatogramm der organischen Siuren in verdiinntem ABTM
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Abbildung 46. HPLC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") einiger phenolischer
Verbindungen aus der SPE-Methanolphase von ABTM.
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Insgesamt wurden zwei Monosaccharide, acht Zuckeralkohole, acht organische Sduren, zwei
Anionen, vier Kationen, 15 Aminosduren, 17 Phenolcarbonsduren und -aldehyde sowie die
Ellagtannine Vescalagin (27) und Castalagin (28) und das Flavonol (+)-Dihydrorobinetin (29)
quantitativ. im vorliegenden ABTM erfasst. Tabelle 18 gibt, unterteilt nach
Geschmacksqualititen, eine Ubersicht iiber die in ABTM ermittelten Gehalte,
Geschmacksschwellenwerte und sich daraus ergebenden DoT-Faktoren der einzelnen

Sensometaboliten.

Tabelle 18. Geschmacksschwellenwerte [umol/l], Konzentrationen [pmol/l] und DoT-Faktoren aller in
ABTM quantifizierten Geschmacksstoffe.

Substanz Sch[:lvle;:)el;ll;:ert KO;‘:;‘::/‘S?OH DoT*

Gruppe I: siif}

D-Fructose 10200° 1601111 157,0
D-Glucose 18000° 1818333 101,0
Glycerin 81100° 134377 1,7
L-Prolin 250001 10830 0,4
Inositol 17700° 5372 0,3
Sorbitol 33800 10534 0,3
Erythritol 36300 6612 0,2
Xylitol 12500¢ 1766 0,1
Mannitol 40000 2900 <0,1
Arabitol 43100 2200 <0,1
Ribitol 45300 1400 <0,1
L-Methionin 5000° 17 <0,1
L-Alanin 120008 563 <0,1
L-Serin 250008 575 <0,1
Glycin 250002 268 <0,1
L-Threonin 350008 19 <0,1
Gruppe II: sauer

Weinséure 2924 31450 107,7
Gluconséiure 900 60302 67,0
Glykolsiure 600 23946 39,9
Apfelsiure 3690¢ 107315 29,0
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Essigsdure 19900¢ 371161 18,7
Citronenséure 2600¢ 11929 4,6
Bernsteinsiure 900 2420 2,7
Milchsiure 15480° 7302 0,5
Gruppe II1: bitter

Calcium 6200™ 24578 4,0
Magnesium 6400™ 20024 3,1
L-Arginin 75000° 7691 0,1
L-Leucin 11000" 143 <0,1
L-Tyrosin 4000" 77 <0,1
L-Isoleucin 10000 193 <0,1
L-Valin 30000" 226 <0,1
L-Phenylalanin 45000° 88 <0,1
L-Histidin 45000° 29 <0,1
Gruppe IV: adstringierend

Vescalagin (27) 1,1 38 34,5
Castalagin (28) 1,1 51 46,4
(+)-Dihydrorobinetin (29) 23 1,1 <0,1
trans-Kaffeesaure 72! 29 0.4
Gentisinsdure 122! 38 0,3
p-Coumarsiure 139' 35 0,2
Gallussiure 292! 32 0,1
p-Hydroxybenzoesiure 665" 17 <0,1
Chinasdure 579 15 <0,1
Protocatechusiure 206 10 <0,1
Vanillinsure 315' 20 <0,1
Ferulasdure 67" 2.4 <0,1
Vanillin 829! 7,2 <0,1
Gallussduremethylester 232! 3,3 <0,1
Gallusséureethylester 185' 2.9 <0,1
Syringaldehyd 330' 8,7 <0,1
Gruppe V: salzig

Kalium 13000 58025 3,1
Phosphat 5000* 12230 2,4
Natrium 3900™ 7608 2,0
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Chlorid 3900™* 6025 1,5
Gruppe VI: umami

L-Asparaginsiure 600" 528 0,9
L-Glutaminsiure 1100" 179 0,1

Gruppe VII: adstringierende Polymere
HMF (> 5 kDa) n.d. 8,7 g/l n.b.

* Geschmacksschwellenwerte [umol/l] wurden in Sensorik-Wasser bei pH 3,0 ermittelt oder aus der Literatur
{ibernommen; * Konzentration [pmol/l] in ABTM, RSD jeweils < 10 %; ¢ Dose-over-Threshold (DoT)-Faktor:
Quotient aus Konzentration im Essig und Geschmacksschwellenwert; dScharbert und Hofmann, 2005; “Wieser et
al., 1977, fWarena’orf, 1991; Warmke, 1997; “Toelstede und Hofmann, 2008b; ! Schwellenwert fiir das
korrespondierende Chlorid; ¥ Schwellenwert fiir das korrespondierende Natriumsalz; ' Glabasnia und Hofimann,
2006.

16 Substanzen wurden in der Gruppe der siill schmeckenden Verbindungen zusammengefasst
(Gruppe I), darunter Glucose und Fructose, acht Zuckeralkohole und sechs Aminosduren,
wobei Glucose und Fructose mit 1818333 und 1601111 pmol/l mengenméBig deutlich
dominierten. Unter den Zuckeralkoholen war Glycerin mit einem Gehalt von 134377 pmol/l
die majore Substanz. Die anderen Verbindungen dieser Substanzklasse wurden mit Gehalten
zwischen 1400 und 10534 pumol/l detektiert. Unter den siiBen Aminosduren wurde L-Prolin
mit 10830 umol/l als Hauptverbindung gefunden, die anderen fiinf Aminoséuren wiesen

deutlich geringere Gehalte auf (Tabelle 18).

Unter den acht sauer schmeckenden Substanzen der Gruppe II war Essigsdure mit
371161 umol/l die am hochsten konzentrierte, gefolgt von Apfelsidure (107315 pmol/l),
Gluconsdure (60301 pmol/l) und Weinsdure (31450 pmol/l). Glykol- und Citronensiure
wiesen moderate Gehalte von 23946 bzw. 1192 umol/l auf, wihrend fiir Milchsdure
(7302 pmol/l) und Bernsteinsdure (2420 pmol/l) die geringsten Konzentrationen gefunden

wurden.

Die Gruppe der bitteren Sensometaboliten (Gruppe III) umfasste neun Verbindungen,
darunter die beiden bivalenten Kationen Calcium und Magnesium sowie sieben freie
Aminosduren. Die Konzentrationen an Calcium und Magnesium betrugen fiir den ABTM
24578 bzw. 20024 pmol/l und waren damit die dominierenden Substanzen in dieser Gruppe.
Mit 7691 pmol/l war L-Arginin die dominierende Aminosdure. Die anderen bitteren

Aminosduren wurden jeweils im geringen umol/I-Bereich detektiert (Tabelle 18).
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Die groBite Gruppe (Gruppe IV) war die der adstringierenden Substanzen, die 16
Verbindungen umfasste, darunter die Ellagtannine Vescalagin (27) und Castalagin (28),
(+)-Dihydrorobinetin (29) sowie 12 Phenolcarbonsduren und ein Phenolcarbonaldehyd. Die
erstmals in ABTM detektierten Ellagtannine (vgl. Kapitel 2.2.1.2) wurden mittels LC-
MS/MS-Analyse unter Anwendung externer Matrixkalibration in Gehalten von 38 pmol/l (27)
und 51 pmol/l (28) gefunden. (+)-Dihydrorobinetin (29) wies eine Konzentration von
1,1 umol/l auf. Die weiteren phenolischen Verbindungen wurden mit Werten von 2,9 —

38 umol/l in eher geringen Gehalten detektiert.

Gruppe V enthielt die salzig schmeckenden Substanzen Kalium, Natrium, Chlorid und
Phosphat. Dabei war Kalium mit 58025 pmol/l die majore Verbindung, gefolgt von Natrium
(7608 pmol/l). Die beiden mineralischen Anionen Phosphat und Chlorid wiesen Gehalte von
12330 bzw. 6025 pumol/l auf.

Die Gruppe der umami-schmeckenden Substanzen (Gruppe VI) bestand aus den Aminoséduren
L-Asparaginsdure und L-Glutaminsdure, die mit Konzentrationen von 179 und 528 pumol/l
detektiert wurden (Tabelle 18). Desweiteren wurde unter Gruppe VII die adstringierende,
polymere Ultrafiltrationsfraktion HMF des ABTM aufgefiihrt, fiir die ein Gehalt von 8,7 g/l

gefunden wurde.

Zur Beurteilung des Geschmacksbeitrags der einzelnen Verbindungen im ABTM wurden
Dose-over-Threshold-Faktoren (DoT-Faktoren) fiir alle Substanzen als Quotient aus
Konzentration und Geschmacksschwellenwert berechnet (Tabelle 18). Dabei ergab sich fiir
18 Verbindungen ein DoT-Faktor > 1,0, fiir 13 ein DoT-Faktor zwischen 0,1 — 1,0 und fiir 24
Substanzen ein DoT-Faktor < 0,1. Die Verbindungen mit den hochsten DoT-Faktoren waren

Fructose (157,0) und Weinséure (107,7), gefolgt von Glucose (101,0).

Unterteilt nach Geschmacksqualitidten wies in Gruppe I (siil) neben Glucose und Fructose, fiir
die aufgrund der hohen DoT-Faktoren ein deutlicher Beitrag zum Siilgeschmack zu erwarten
war, nur der Zuckeralkohol Glycerin einen DoT-Faktor > 1,0 auf. Fiir alle anderen Polyole
ergaben sich DoT-Faktoren < 1,0, fiir die Aminosduren mit Ausnahme von L-Prolin (0,4)
sogar nur DoT-Faktoren < 0,1. Somit konnte ein direkter Beitrag der meisten siiflen
Verbindungen zum Geschmack des ABTM ausgeschlossen werden.

In der Gruppe der sauren Verbindungen (Gruppe II) wies Weinsdure den hdéchsten DoT-

Faktor auf (107,7). Mit Ausnahme von Milchsdure (DoT: 0,5) konnte von allen anderen
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organischen Sduren aufgrund ihrer hohen DoT-Faktoren ein direkter Beitrag zum sauren

Geschmack des ABTM erwartet werden. (Tabelle 18).

Unter den bitter schmeckenden Substanzen (Gruppe III) wiesen nur die Kationen Calcium
(4,0) und Magnesium (3,1) aufgrund ihrer DoT-Faktoren auf einen direkten
Geschmacksbeitrag hin. Fiir L-Arginin ergab sich ein geringer DoT-Faktor von 0,1. Fiir alle
weiteren bitteren Aminosduren, die DoT-Faktoren < 0,1 aufwiesen, konnte ein unmittelbarer
Einfluss auf die Bitterkeit ebenfalls ausgeschlossen werden.

Der adstringierende Eindruck des ABTM konnte vor allem den Ellagtanninen Vescalagin (27)
und Castalagin (28) zugeschrieben werden, fiir die DoT-Faktoren von 34,3 und 36,4 kalkuliert
wurden. (+)-Dihydrorobinetin (29), fiir das ein Geschmacksschwellenwert von 23 pmol/l
ermittelt wurde, leistete hingegen keinen direkten Beitrag (DoT: 0,1). Auch alle weiteren
Verbindungen der Gruppe IV wiesen mit ihren geringen DoT-Faktoren auf eine
untergeordnete Rolle im Geschmacksbeitrag hin. Hier waren hdchstens additive oder

synergistische Effekte anzunehmen.

Unter den in Gruppe V zusammengefassten salzigen lonen ergab sich fiir Kalium der hochste
DoT-Faktor (3,1), gefolgt von Phosphat (2,4) und Natrium (2,0). Aufgrund dieser Werte war
ein direkter Beitrag zum Geschmack zu erwarten.

Bei den Umami schmeckenden Aminoséduren der Gruppe VI implizierten die geringen DoT-
Faktoren keinen direkten sensorischer Einfluss.

Fiir die in Gruppe VII eingeordnete hochmolekulare Ultrafiltrationsfraktion des ABTM wurde
kein Schwellenwert aufgenommen. Der sensorische Einfluss dieser Fraktion sollte anhand

von Rekombinations- und Omissionsexperimenten evaluiert werden.

Zur Uberpriifung der quantitativen Daten auf Richtigkeit und Vollstindigkeit sowie zur
Identifizierung der Schliisselgeschmacksstoffe wurden im néchsten Schritt Rekombinations-

und Omissionsexperimente durchgefiihrt.
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2214 Rekombinations- und Omissionsexperimente

Rekombinationsexperimente

Im Folgenden wurde ein biomimetisches Rekombinat des ABTM angefertigt, das der
Uberpriifung der instrumentell-quantitativen Analysen auf Vollstindigkeit und Richtigkeit
dienen sollte. Zwar sollten theoretisch nur Geschmacksstoffe mit einem DoT-Faktor > 1,0
einen direkten Beitrag zum Geschmack leisten, dennoch konnen minore Verbindungen
aufgrund von additiven oder synergistischen Effekten das Gesamtgeschmacksprofil eines
Lebensmittels beeinflussen. Dies wurde in der Vergangenheit bereits mehrfach, z.B. fiir
Rotwein oder Goudakése, gezeigt (Hufnagel und Hofmann, 2008b; Toelstede und Hofmann,
2008D).

Daher wurden alle 55 in ABTM quantifizierten, in den Gruppen I — VII zusammengefassten
Verbindungen (Tabelle 18) jeweils in ihrer natiirlichen Konzentration in Wasser geldst und
der pH-Wert auf den des authentischen Essigs korrigiert. AnschlieBend wurde das
Rekombinat nach Verdinnung wum den Faktor drei mittels vergleichender
Geschmacksprofilanalyse gegen den authentischen Essig auf einer Skala von 0 (nicht
wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) sensorisch beurteilt.

Das resultierende Geschmacksprofil ist in Abbildung 47 dargestellt. Die sensorischen Profile
von ABTM und dessen Rekombinat Rek*®™ zeigten sehr gute Ubereinstimmungen fiir alle
Geschmacksqualititen. Allerdings wurde die Wahrnehmung des SiiBgeschmacks fiir den

ABTM im Vergleich zum Rekombinat als langer anhaltend beschrieben.

Die sensorische Beurteilung des Rekombinates des vorliegenden ABTM zeigte, dass die
geschmacksaktiven Verbindungen, die zum typischen sensorischen Profil von Traditionellem
Balsamico Essig beitragen, erfolgreich identifiziert und quantifiziert wurden. Die einzige
Diskrepanz stellte die ldnger anhaltende SiiBe des authentischen Essigs im Vergleich zum
Rekombinat dar. Die Identifizierung und Charakterisierung der fiir diesen sensorischen

Eindruck verantwortlichen Verbindungen im ABTM wird in Kapitel 2.2.1.5 behandelt.
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Abbildung 47. Geschmacksprofile von ABTM und dessen Rekombinat Rek**™. Die Abbildung beruht
auf Daten in Tabelle 49 (Kapitel 6)

Um die fiir den charakteristischen Geschmack des ABTM relevanten von den weniger
wichtigen Verbindungen unterscheiden zu kdnnen, erfolgten im nichsten Schritt verschiedene

Omissionsexperimente.

Omissionsexperimente

Im Weiteren wurden Omissionsexperimente mit dem Rekombinat des ABTM durchgefiihrt,
um die Schliisselgeschmacksstoffe sowie additive, synergistische oder auch unterdriickende
Effekte zwischen verschiedenen Sensometaboliten offenzulegen. Dabei wurden einzelne
Verbindungen oder Substanzklassen aus dem Rekombinat Rek®™ omittiert und die so

erhaltenen Teilrekombinate sensorisch gegen Rek”®™

im Triangeltest evaluiert. Fiir den Fall,
dass die Panelisten die abweichende Probe erkannten, bewerteten sie den Unterschied zum
Geschmacksprofil der Referenzlosung. Tabelle 19 gibt eine Ubersicht iiber die
durchgefiihrten Omissionsexperimente sowie den detektierten sensorischen Einfluss der

omittierten Verbindungen.
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Aus der Gruppe der siiBen Verbindungen wurden zunéchst alle Substanzen, die einen DoT-
Faktor < 0,1 aufwiesen omittiert, was keinen Einfluss auf die Siiintensitdt oder -qualitit des
erhaltenen Teilrekombinates hatte. Das gleiche Ergebnis wurde auch durch zusitzliches
Weglassen der siifl schmeckenden Verbindungen mit DoT-Faktoren < 1,0 erhalten. Dies zeigt,
dass weder die siil schmeckenden Aminosduren noch die Mehrheit der Zuckeralkohole einen
Beitrag zum intensiv siilen Geschmack des ABTM leisteten, sondern dieser ausschlieBlich

durch die majoren Inhaltsstoffe Glucose, Fructose und Glycerin hervorgerufen wurde.

Tabelle 19. Ubersicht iiber die durchgefiihrten Omissionsexperimente, omittierten Geschmacksgruppen
und -stoffe sowie des sensorischen Einflusses auf das Geschmacksprofil des jeweiligen Teilrekombinates
des ABTM.

Omission von

sensorischer Unterschied

allen siilen Verbindungen mit DoT < 0,1

allen siilen Verbindungen mit DoT < 1,0

Vescalagin (27) und Castalagin (28)

allen Phenolcarbonsduren und -aldehyden

allen bitteren Aminoséduren

allen salzigen Verbindungen

Hochmolekularer Fraktion

allen Verbindungen mit DoT <1,0

kein Unterschied

kein Unterschied
Abnahme der Adstringenz (2,2—1,8)

kein Unterschied

kein Unterschied

Zunahme der Sauerintensitdt (3,6 — 3,9),

Anderung der Sauerqualitiit
(fruchtig-rund — stechend)

Abnahme der Mundfiille (1,7 — 1,1),
Abnahme der Adstringenz (2,2 — 2,0)

kein Unterschied

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde der Beitrag verschiedener Substanzklassen
zum adstringierenden Geschmackseindruck untersucht. Die Omission der Ellagtannine
Vescalagin (27) und Castalagin (28), die beide einen DoT-Faktor > 1,0 aufwiesen, fiihrte zu
einer um 0,4 Einheiten geringeren Intensitdt der Adstringenz im Teilrekombinat, was den
Beitrag dieser beiden Verbindungen deutlich machte. Im Gegensatz dazu hatte das Weglassen
der ebenfalls adstringierenden Phenolcarbonsduren und -aldehyde sowie von

(+)-Dihydrorobinetin (29) keinen Einfluss auf die Adstringenz.
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Ebenfalls keinen Einfluss auf den Geschmack des ABTM hatten die bitteren Aminoséduren.
Ihre Omission verdnderte die Bitterkeit des Teilrekombinates nicht, die daher der
Anwesenheit der oberhalb ihres Geschmacksschwellenwertes vorliegenden bitteren Kationen

Calcium und Magnesium zugeschrieben werden konnte.

In einem weiteren Experiment wurden die salzigen Ionen Natrium, Kalium, Chlorid und
Phosphat aus dem Rekombinat omittiert. Zwar konnte kein Einfluss auf den marginalen
Salzgeschmack detektiert werden, allerdings beschrieb das Sensorikpanel den
Sauergeschmack dieses Teilrekombinates als intensiver (3,6 — 3.,9), bei gleichzeitiger
Verianderung der Sauerqualitit von fruchtig-rund hin zu stechend. Somit schienen die salzigen
Ionen im Essig weniger einen Beitrag durch ihren Eigengeschmack zu leisten, sondern
vielmehr anhand ihrer puffernden Eigenschaften einen Einfluss auf die Wahrnehmung anderer

Geschmacksstoffe, vor allem der organischen Sduren, auszuiiben.

Das Weglassen der durch Ultrafiltration erhaltenen Hochmolekularen Fraktion (HMF) hatte
neben einer Abnahme des adstringierenden sensorischen Eindrucks auch einen deutlichen
Verlust der Mundfiille zur Folge (1,7 — 1,1). Wéhrend die Adstringenz der Hochmolekularen
Fraktion in wéssriger Losung bereits detektiert wurde (vgl. Kapitel 2.2.1.1), zeigte sich in
ABTM-Matrix erstmals der Einfluss dieser Fraktion auf die Mundfiille. Ein Beitrag von
Polymeren zum sensorischen Profil wurde fiir ABTM zwar postuliert (Giudici et al., 2009),

aber durch die vorliegenden Untersuchungen erstmals bestétigt.

In einem abschlieBenden Omissionsexperiment wurde ein sogenanntes Basisrekombinat
(bRek*®™) angefertigt, aus dem alle Verbindungen mit einem DoT-Faktor < 1,0 weggelassen
wurden. In diesem fehlten alle Aminosduren, alle Polyole auBler Glycerin, die
Phenolcarbonséuren und -aldehyde sowie Milchsdure, so dass die Zahl der eingesetzten
Verbindungen im Vergleich zum Gesamtrekombinat (Rek™®™) von 55 auf 18 reduziert
wurde. Die sensorische Evaluierung des Basisrekombinates gegen das Gesamtrekombinat als
Referenz ergab keinen signifikanten Unterschied im Geschmacksprofil. Dadurch wurde
deutlich, dass der charakteristische Geschmack von ABTM, der sich vor allem durch einen
intensiven siilen sowie fruchtig-sauren Geschmack und eine viskose Mundfiille auszeichnet,
durch die hoch konzentrierten, majoren Sensometaboliten sowie die hochmolekularen
Inhaltsstoffe adiquat imitiert werden konnte. Ahnliche Ergebnisse wurden auch schon bei
Omissionsexperimenten mit Whiskey oder auch Rotwein erhalten (Glabasnia und Hofmann,

2006; Hufnagel und Hofmann, 2008b).
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass anhand der durchgefiihrten instrumentell-
analytischen und human-sensorischen Experimente die Schliisselgeschmacksstoffe von
ABTM erfolgreich identifiziert wurden. Die Verbindungen, die fiir eine verldngerte
StBwahrnehmung des ABTM verantwortlich sind, konnten durch Analyse von
Basisgeschmacksstoffen allerdings nicht offengelegt werden. Weiterfiihrende Untersuchungen

(Kapitel 2.2.1.5) sollten zur Identifizierung des SiiBmodulators fiihren.

2.2.1.5 Aktivitatsorientierte Identifizierung von SiiRgeschmacks-modulatoren
in ABTM

Glucose und Fructose sowie Glycerin konnten zwar als Schliisselverbindungen des siiflen
Geschmacks von ABTM identifiziert werden (vgl. Kapitel 2.2.1.4), allerdings zeigte die
Geschmacksprofilanalyse des Rekombinates Rek™®™ im Vergleich zum authentischen Essig
eine Diskrepanz in der Liange der SiiBwahrnehmung auf. Daher wurden im Folgenden weitere
Experimente zur Lokalisierung und Identifizierung von noch unbekannten, siif3-

modulierenden Verbindungen im vorliegenden ABTM durchgefiihrt.

Die durch Ultrafiltration erhaltene Niedermolekulare Fraktion (NMF) (siehe Kapitel 2.2.1.1)
wurde mittels Gel-Absorptionschromatographie (GAC) fraktioniert und die resultierenden
Fraktionen wurden im Weiteren anhand von Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) sowie

vergleichender Geschmacksprofilanalyse sensorisch-orientiert analysiert.

2.2.1.5.1 Gelabsorptionschromatographie der Niedermolekularen Fraktion

Die niedermolekulare Fraktion (NMF), die in ihrem Geschmacksprofil groBe Ahnlichkeit mit
dem ABTM aufwies (vgl. Kapitel 2.2.1.1), wurde zundchst mittels Gel-
Absorptionschromatographie (GAC) an LH-20-Material und unter Verwendung eines
Wasser-Methanol-Gradienten mit steigendem Methanolanteil fraktioniert. Das bei einer
Detektionswellenldnge von 220 nm erhaltene UV-Chromatogramm ist in Abbildung 48
dargestellt und fiihrte zu einer Trennung des Eluates in zehn Fraktionen. Die Ausbeuten der
einzelnen Fraktionen wurden nach Gefriertrocknung gravimetrisch bestimmt und sind

zusammen mit ihrer jeweiligen optischen Erscheinung in Tabelle 20 aufgefiihrt.
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Abbildung 48. Resultierendes GAC-Chromatogramm (A = 220 nm) der durch Ultrafiltration von ABTM
erhaltenen Niedermolekularen Fraktion (NMF).

Zur Lokalisierung von siil schmeckenden und vor allem stilmodulierenden Verbindungen
wurden die erhaltenen GAC-Fraktionen im ndchsten Schritt einer sensorischen Analyse

mittels Geschmacksverdiinnungsanalyse und vergleichender Geschmacksprofilanalyse

unterzogen.
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Tabelle 20. Ausbeuten und optische Erscheinung der durch Fraktionierung von 1 g NMF erhaltenen
GAC-Fraktionen I — X.

Anteil an

Fraktion Ausbeute [mg] Gesamtauswaage [%] Optische Erscheinung
I — — -

II 0,3 <0,1 hellbraun, kristallin
111 4.8 0,5 gelb-braun, kristallin
1A 7.9 0,7 gelb-braun, amorph
\% 150,5 14,1 hellbraun, kristallin
VI 847,4 79,6 hellbraun, sirupds
VII 25,2 2,4 hellbraun, kristallin
VIII 15,5 1,5 braun, kristallin
IX 11,8 1,1 braun, kristallin

X 1,1 0,1 braun, kristallin

2.2.1.5.2 Lokalisierung von Geschmacksstoffen/Geschmacksmodulatoren in GAC-

Fraktionen

Um siiB schmeckende bzw. siilmodulierende Verbindungen in den erhaltenen GAC-
Fraktionen der niedermolekularen Fraktion des ABTM zu lokalisieren, wurden diese zunéchst
einer Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) (Frank et al., 2001) unterzogen. Dazu wurde
das Lyophilisat jeder Fraktion in seiner ,,natlirlichen” Konzentration in mineralstoffarmem
Wasser gelost und der pH-Wert auf 3,0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung jeder
Fraktion sukzessive 1:1 bis zum Erreichen eines Faktors von 512 verdiinnt. Alle
Verdiinnungsstufen der einzelnen Fraktionen wurden vom Sensorikpanel in aufsteigenden
Konzentrationen im Triangeltest gegen Wasser (pH 3,0) als Blindwert verkostet, wobei die
Detektion eines sensorischen Unterschiedes zwischen Blindwert und Fraktion angegeben
werden sollte. Dabei gilt per Definition die Verdiinnungsstufe, bei der gerade noch ein
Unterschied  zwischen = Probe und  Blindwert = wahrgenommen  wurde, als
Geschmacksverdiinnungsfaktor dieser Fraktion. Die so erhaltenen GV-Faktoren sind
zusammen mit den jeweils wahrgenommenen Geschmacksqualititen in Tabelle 21

zusammengefasst.
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Tabelle 21. Ergebnisse der Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) der GAC-Fraktionen II — X in Wasser
und der vergleichenden Geschmacksprofilanalyse (vGPA) der GAC Fraktionen II — X in Basisrekombinat
(bRek*®™),

Fraktion GVA in Wasser” vGPA in bRek*?™"
Nr.” GV Faktor Geschmacksqualitit Anderungen im Geschmack
II 16 sauer n.d.
16 adstringierend
1 bitter
1 64 sauer n.d.
2 bitter
v 32 adstringierend n.d.
16 sauer
16 bitter
\Y 32 adstringierend n.d.
16 sauer
16 bitter
VI 16 sauer n.d.
4 bitter
2 adstringierend
1 sif3
VI 256 siif erhohte Siife
16 sauer
VIII 16 sauer erhéhte Sauerkeit?
8 adstringierend
2 bitter
1 sif3
IX 128 s} erhohte Sauerkeit und
64 adstringierend Adstringenz*
X 16 sauer langer anhaltende Siifie’
8 adstringierend
4 bitter

* Nummerierung der GAC Fraktionen bezicht sich auf Abbildung 48. ° Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA)
der Fraktionen wurde in mineralstoffarmem Wasser (pH 3,0) durchgefiihrt. © Die GAC-Fraktionen wurden
jeweils in verdiinntem Basisrekombinat (1+2) aufgenommenen. Die Angaben aller Panelisten wurden
ausgewertet und nur diejenigen beriicksichtigt, die von mindestens 9 der 12 Panelisten angegeben wurden. Das
Basisrekombinat diente dabei als Referenz. n.d. nicht detektiert. ¢ p<0,05.
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Der hochste GV-Faktor von 256 wurde dabei in Fraktion VII fiir die Geschmacksqualitét Siif3
ermittelt, gefolgt von einem ebenfalls fiir die Siile erhaltenen GV-Faktor von 128 in Fraktion
IX. Weitere Fraktionen, die einen siiBen Geschmack aufwiesen waren VI und VIII, allerdings
nur mit einem geringen GV-Faktor von jeweils 1 (Tabelle 21). Ein saurer Geschmack wurde
mit Ausnahme der Fraktionen I und IX in allen Fraktionen detektiert, wobei dieser mit einem
GV-Faktor von 64 am intensivsten in Fraktion III wahrgenommen wurde. Fiir die iibrigen
Fraktionen ergab sich fiir die Geschmacksqualitit Sauer jeweils ein moderater GV-Faktor von
16. In sieben der insgesamt neun evaluierten Fraktionen war ein adstringierender
Geschmackseindruck vorhanden, der in Fraktion IX am intensivsten war (GV-Faktor 64). Fiir
alle anderen Fraktionen wurden GV-Faktoren zwischen 2 und 32 ermittelt. Ebenfalls wurde in
sieben Fraktionen eine bittere Geschmacksqualitit detektiert. Dabei lagen die GV-Faktoren
mit Werten zwischen 1 — 16 im unteren Bereich. Ein salziger oder umami Geschmack wurde

in keiner Fraktion wahrgenommen.

Im zweiten Schritt erfolgte die sensorische Evaluierung der GAC-Fraktionen mittels
vergleichender Geschmacksprofilanalyse (VGPA) (Dunkel et al., 2007). Dazu wurden die
Fraktionen jeweils in ihrer natiirlichen Konzentration im Basisrekombinat des ABTM
(bRek*®™) (siche Kapitel 2.2.1.4) aufgenommen und das Geschmacksprofil dieser Losung
gegen das Basisrekombinat als Referenz bewertet. Dieses diente der Lokalisierung von
geschmacksverstarkenden und geschmacksmodulierenden Verbindungen, die in wéssriger
Losung nicht oder kaum detektiert werden konnen. Die Ergebnisse der vergleichenden
Geschmacksprofilanalyse sind ebenfalls in Tabelle 21 dargestellt. Nur vier der neun
analysierten GAC-Fraktionen zeigten einen modulierenden Effekt auf das Geschmacksprofil
von bRek**™. Dabei fiihrte die Zugabe von Fraktion VIII zu einer intensiveren Sauerkeit und
die von Fraktion IX neben erhohter Sauerkeit zu einer stirkeren Adstringenz. Lediglich die
Fraktionen VII und X beeinflussten den siilen Geschmack des Basisrekombinates, wobei
Fraktion X interessanterweise in wissriger Losung keinen siilen Eigengeschmack aufwies.
Da die Geschmacksprofilanalyse des Gesamtrekombinates im Vergleich zum ABTM eine
langere Wahrnehmung der Siile aufwies (siehe Kapitel 2.2.1.4), konzentrierten sich die

weiteren Untersuchungen auf die siiBmodulierenden GAC-Fraktionen VII und X.
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2.2.1.5.3 Identifizierung der sufRen bzw. suBmodulierenden Sensometaboliten in
GAC-Fraktion VII

Die vergleichenden Geschmacksprofilanalysen der GAC-Fraktionen II — X im Basis-
rekombinat (bRek“®™) ergaben fiir die Fraktionen VII und X siiBverstirkende bzw.
stiBmodulierende Effekte, weswegen diese beiden Fraktionen im Folgenden weiter

chromatographisch aufgetrennt und analysiert wurden.

Chromatoqraphische Fraktionierunqg und Analyse von GAC-Fraktion VI

Zunidchst wurde GAC-Fraktion VII, die in wéssriger Losung einen siilen Eigengeschmack
aufwies und auch die Siiintensitdt des ABTM Basisrekombinates deutlich steigerte, durch
Hydrophile-Liquid-Interaction-Chromatographie (HILIC) an einer semipriparativen Séule
weiter fraktioniert. Die Detektion mittels Lichtstreudetektor (ELSD) fiihrte zur Unterteilung
des Eluates in fiinf Fraktionen (Abbildung 49), die nach Gefriertrocknung weiter analysiert

wurden.
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Abbildung 49. HILIC-ELSD-Chromatogramm der GAC-Fraktion VII.

Die ionenchromatographische Untersuchung von Fraktion VII-5 sowie Cochromatographie an
einer HILIC-Sdule fiihrte zur Identifizierung von D-Glucose und D-Fructose (Daten nicht
gezeigt). Die massenspektrometrische Analyse der frither eluierenden Fraktionen VII-1 bis
VII-4 im positiven Elektrospray-lonisationsmodus fiihrte jeweils zur Detektion eines

Pseudomolekiilions mit m/z 223 Da und des korrespondierenden Ammoniumadduktes mit
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m/z 240, was einen Hinweis auf die Anwesenheit von isobaren Verbindungen mit dem
gleichen Molekulargewicht von 222 Da gab. Die Masse/Ladungsverhiltnisse der isolierten
Verbindungen waren um 42 amu hoher als die von reiner Glucose und Fructose und wiesen
auf die Anwesenheit eines Acetatrestes hin. Zudem zeigten sie im Vergleich zu den
Monosacchariden kleinere Retentionszeiten auf einer HILIC-Saule, was zusitzlich auf die
Anwesenheit von kiirzlich in ABTM und ABM beschriebenen Glucose- und Fructose-

Monoacetaten hindeutete (Cirlini et al., 2009).

Synthese und Strukturverifizierung von Referenzsubstanzen

Die Bestitigung dieser Hypothese erfolgte durch synthesegestiitzte Methoden. Um die
entsprechenden Referenzsubstanzen zu erhalten, wurde D-Glucose und D-Fructose jeweils mit
Acetanhydrid in THF bei 0 °C umgesetzt. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe von
Wasser erfolgte die chromatographische Aufreinigung des Syntheseansatzes an einer RP-18-
Phase. Die Verifizierung der Strukturen der Syntheseprodukte wurde anhand von
Massenspektrometrie, sowie 1- und 2D-NMR-Experimenten erbracht und ist im Folgenden

am Beispiel von 6-O-Acetyl-a/3-glucopyranose (30) dargestellt.

Das 'H-NMR-Spektrum der aus dem Syntheseansatz von D-Glucose und Acetanhydrid
isolierten Verbindung zeigte 20 Resonanzsignale, die eine Intensitit von 10 Protonen
aufwiesen, was das Vorliegen eines doppelten Spektrensatzes vermuten lie. Dieses wurde
durch die Detektion zweier Dubletts bei 4.54 und 5.10 ppm mit Kopplungskonstanten von 8,0
bzw. 4,0 Hz, die charakteristisch fiir das /- und a-Glucose-Anomer sind (Hesse et al., 2005),
bestitigt. Ein Signal im 'H-NMR-Spektrum bei 2.03 ppm, das eine Intensitit von sechs
Protonen aufwies und im HMQC- und HMBC-Spektrum mit 13C-Signalen bei 20.1 und
174.1 ppm koppelte, deutete auf die Verkniipfung jedes Glucose-Anomers mit einem
Acetylrestes hin (Daten nicht gezeigt). Dies wurde anhand des HMBC-Spektrums
(Abbildung 50) verifiziert, das fiir beide Anomere eine deutliche Kopplung der
Methylengruppe an Position C(6) des Glucosekorpers mit dem Carbonylkohlenstoffes C(7)
des Acetylrestes zeigte. Somit konnte die aus dem Reaktionsansatz von Glucose und
Acetanhydrid isolierte Substanz als das Isomerengemisch 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose
(30) (Abbildung 51) identifiziert werden.
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Fiir den analog zur Synthese von 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30) durchgefiihrten und
aufgereinigten Reaktionsansatz von D-Fructose und Acetanhydrid ergaben sich aufgrund der
hoheren  Reaktivitit der Fructose mehrere Reaktionsprodukte. Anhand von
Massenspektrometriec und NMR-Experimenten konnte aus der Vielzahl von entstandenen
Verbindungen 1-O-Acetyl-f-D-fructopyranose (31) (Abbildung 51) als majores
Reaktionsprodukt (70 %) isoliert und identifiziert werden (vgl. Spektroskopische Daten,
Kapitel 3.5.6.3).
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Abbildung 50. HMBC-Spektrum (500 MHz, D,0) von 6-0-Acetyl-a/f}-D-glucopyranose (30).

Verifizierung der Verbindungen in den Fraktionen VII-2 bis VII-4

Durch Vergleich von NMR-Daten sowie Cochromatographie an einer HILIC-Phase mit der
synthetisch hergestellten Referenz 30 konnte im Folgenden das von Cirlini et al. (2006)
beschriebene Anomerengemisch 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30) in den Fraktionen
VII-3 und VII-4 identifiziert werden. 1-O-Acetyl-f#-D-fructopyranose (31) wurde auf
gleichem Weg in Fraktion VII-2 lokalisiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 51. Strukturformeln von der Fraktion VII-3 und VII-4 identifizierten 6-O-Acetyl-a-/-D-
glucopyranose (30) und der in Fraktion VII-II identifizierten 1-O-Acetyl-f-D-fructopyranose (31).

Sensorische Charakterisierung der identifizierten Verbindungen

Im nidchsten Schritt wurden zur sensorischen Charakterisierung von 30 und 31
Geschmacksschwellenwerte mittels Triangeltest in wassriger Losung aufgenommen. Dabei
ergab sich fiir das Isomerengemisch 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30) ein Wert von
12300 pmol/l fiir das Hervorrufen eines siilen sowie bitteren Geschmacks. Fiir 1-O-Acetyl-B-
D-fructopyranose (31) wurde ein Schwellenwert von 16900 umol/l fiir einen siiBen und von

21200 pmol/1 fiir einen bitteren Geschmackseindruck ermittelt (Tabelle 22).

Tabelle 22. Geschmacksschwellenwerte [umol/l], Konzentrationen [pmol/l] in ABTM und DoT-Faktoren
von 6-0-Acetyl-a-/B-D-glucopyranose (30) und 1-O-Acetyl-3-D-fructopyranose (31).

Schwellenwert Konzentration

Substanz [wmol/I]* umol ssp)* 20T
6-0-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30) 12300%¢ 8329 (+40,0) 0,7
16900 0,8
1-O-Acetyl-3-D-fructopyranose (31) 21200° 13823 (+102,8) 0.7

* Geschmacksschwellenwerte [umol/I] wurden in Sensorik-Wasser bei pH 3,0 ermittelt. ® Konzentration [ pmol/1]
in ABTM; SD = Standardabweichung (n = 3). © Dose-over-Threshold (DoT)-Faktor: Quotient aus Konzentration
und Geschmacksschwellenwert. ¢ Schwellenwert fiir SiiBe; ¢ Schwellenwert fiir Bitterkeit; Nummerierung der
Substanzen bezieht sich auf Abbildung 51.
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Quantifizierunq der identifizierten Verbindungen

Um die ermittelten Geschmacksschwellenwerte der Verbindungen 30 und 31 mit den in
ABTM vorliegenden Konzentrationen zu korrelieren sowie die Zucker-Acetate in ihren
natiirlichen Konzentrationen in einer vergleichenden Geschmacksprofilanalyse evaluieren zu
konnen, erfolgte abschlieBend die Quantifizierung von 6-O-Acetyl-a-//3-D-glucopyranose (30)
und 1-O-Acetyl-5-D-fructopyranose (31). Dazu wurde eine LC-MS/MS Methode im MRM-
Modus unter Verwendung des synthetisierten internen Standards 6-O-Acetyl-a-/3-['>Ce]-D-
glucopyranose (32) entwickelt. Um eine adiquate Empfindlichkeit der Methode zu
gewihrleisten wurden die spezifischen lonisierungs- und Fragmentierungsparameter der
Analyten 30 und 31 und des internen Standards (32) softwaregestiitzt optimiert. Die jeweils
optimalen Parameter sind in Kapitel 3.5.3.2.4 (Tabelle 41) zusammengefasst. Die beste
chromatographische Trennung der Analyten ergab sich auf einer Amino-Phase bei
isokratischer Elution mit Ammoniumacetatpuffer und Ameisensdure in Wasser (89 %) und

Acetonitril (11 %) (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse sowie die Korrelation mit den intrinsischen
Geschmacksschwellenwerten sind in Tabelle 22 zusammengefasst und zeigen dass beide
Verbindungen mit Konzentrationen von 8329 pmol/l (30) und 13823 umol/l (31) unterhalb
threr Schwellenwertskonzentrationen vorlagen. Ein direkter FEinfluss auf den siilen

Geschmack des ABTM war daher nicht zu erwarten.

Die vergleichende Geschmacksprofilanalyse, bei der 30 und 31 in ihren jeweils natiirlichen
Konzentrationen dem Basisrekombinat zugegeben wurden, ergab keinen sensorischen

Unterschied zur Referenz (bRek*®™

) (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt, dass die
identifizierten Zucker-Acetate zwar einen intrinsischen Geschmackseindruck aufwiesen, aber
in den vorliegenden Konzentrationen weder direkt noch durch Modulation zur Siile des
ABTM beitrugen. Die erhohte Siie, die die Zugabe von GAC-Fraktion VII zum
Basisrekombinat zur Folge hatte (vgl. Kapitel 2.2.1.5.2), war somit auf einen additiven Effekt

der groflen Mengen an Glucose und Fructose in dieser Fraktion zuriickzufiihren.
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2.21.5.4 Identifizierung eines SuRBmodulators und sensorische Studien zu

5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

Da die aus GAC-Fraktion VII isolierten und identifizierten 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose
(30) und 1-O-Acetyl-s-D-fructopyranose (31) keine siiBmodulierenden Eigenschaften
aufwiesen, wurde im Folgenden GAC-Fraktion X auf siiBmodulierende Verbindungen hin
analysiert. Die Fraktion zeigte in wéassriger Losung keinen siilen Eigengeschmack, fiihrte in
einer Losung des Basisrekombinates allerdings zu einer ldnger anhaltenden Wahrnehmung

der SiiBe. Daher wurde diese Fraktion ebenfalls weiter chromatographisch aufgetrennt und

untersucht.

Chromatoqraphische Fraktionierunqg und Analyse von GAC-Fraktion X

Die Fraktionierung von GAC-Fraktion X an einer préparativen RP-18-Phase unter
Verwendung eines Wasser/Methanolgradienten fiihrte bei einer Wellenldnge von 280 nm zur

Detektion von zwei Peaks (Abbildung 52).
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Abbildung 52. RP-HPLC-UV-Chromatogramm von GAC-Fraktion X.

Die massenspektrometrische Analyse von Fraktion X-1 fiihrte im positiven Elekrospray-
Ionisations-Modus zu Detektion eines Pseudomolekiilions mit m/z 126,9 und Fragmentionen
mit m/z 109,0 und 81,0 (Daten nicht gezeigt). Dies deutete auf das Vorliegen des bereits
mehrfach in ABTM beschriebenen 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyds 33)
(Hydroxymethylfurfural) hin (Theobald et al., 1998; Chinnici et al., 2003; Masino et al.,
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2005) (Abbildung 53). Cochromatographie und Vergleich mit NMR-Daten einer
kommerziell erhéltlichen Referenz bestétigten die Identitét des literaturbekannten Maillard-
Reaktionsproduktes. Wihrend ein Beitrag der Verbindung zum Aroma postuliert wurde
(Ugliano et al., 2003), sind iber einen Einfluss auf den Geschmack von ABTM keine

Angaben in der Literatur zu finden.

(o)

HO \ / H

Abbildung 53. Strukturformel von 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33), isoliert aus Fraktion X-1.

Die massenspektrometrische Analyse von Fraktion X-2 ergab im positiven Elektrospray-
Ionisations-Modus ein Pseudomolekiilion mit m/z 168,9 und wies auf ein Molekulargewicht
von 168 Da hin. Die majoren Fragmentionen von m/z 109 und m/z 81 stimmten mit denen der
Verbindung aus Fraktion X-1 tiberein und deutete somit das Vorliegen einer Methylfurfural-
Struktur hin. Die im Vergleich zu 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) um 42 Da hdhere

Masse des Pseudomolekiilions wies auf die Anwesenheit eines Acetylrestes hin (Daten nicht

gezeigt).

Die endgiiltige Verifizierung der Struktur wurde mittels 1D- und 2D-NMR-Experimenten
erbracht. Dabei zeigte das 'H-NMR-Spektrum fiinf Resonanzsignale, die eine Intensitit von
acht Protonen aufwiesen. Das Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 2.02 ppm
besal} eine Intensitidt von drei Protonen und zeigte somit die Anwesenheit einer Methylgruppe
an. Die Protonen-Signale, die bei chemischen Verschiebungen von 5.17, 6.71, 7.39 und

9.59 ppm detektiert wurden, konnten dem Furan-Koérper zugeordnet werden (Abbildung 54).

Im "*C-NMR-Spektrum wurde neben dem Signal bei 178.2 ppm, das der Aldehydgruppe des
Furankorpers zugeordnet wurde, ein weiteres tieffeldverschobenes Signal bei 170.5 ppm
detektiert, das auf einen weiteren Carbonyl-Kohlenstoff deutete. Das in Abbildung 54
dargestellte HMBC-Spektrum zeigt deutlich die heteronukleare Kopplung der Protonen der
Methylgruppe H-C(8) sowie der zum Methylfurfural-Korper gehdrigen Methylengruppe
H-C(6) mit dem Carbonyl-Kohlenstoff C(7) bei 170.5 ppm und erlaubte somit die
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Verifizierung von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) in Fraktion X-2. Diese Verbindung
wurde bereits in Traditionellem Balsamico Essig identifiziert und als Authentizitéts- sowie
Alterungsmarker in ABTM vorgeschlagen (Del Signore, 2001). Zudem wurde fiir 34 eine
Aromaaktivitit mit einer Kriutertee-dhnlichen Note beschrieben (Ugliano et al., 2003). Uber

eine siiBmodulierende Wirkung dieser Substanz sind hingegen keine Angaben zu finden.
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Abbildung 54. HMBC-Spektrum (500 MHz; MeOD) von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34), isoliert aus
GAC-Fraktion X-2; s.s = Losungsmittelsignal; Spektroskopische Daten der Verbindung sind in Tabelle 51
(Kapitel 6) zusammengefasst.

Sensorische Charakterisierunq der isolierten Furanderivate

Zur weiteren Charakterisierung der identifizierten Verbindungen 33 und 34 wurden zunéchst
intrinsische Geschmacksschwellenwerte aufgenommen. FEine bessere Loslichkeit der
Analyten wurde durch Versetzen des Sensorikwassers (pH 3,0) mit 1 % Ethanol erreicht. Die
Schwellenwertbestimmung zeigte, dass 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) ab einer

Konzentration von 10000 pmol/l einen unspezifischen, adstringierenden Geschmackseindruck
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hervorrief, wihrend 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) auch in der hochsten, noch 16slichen
Konzentration (2000 pmol/l) sensorisch nicht vom Blindwert zu unterscheiden war (Tabelle

23).

Tabelle 23. Gehalte [pmol/l] an 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34) in ABTM.

Schwellenwert Gehalt
Substanz N DoT¢
[umol/1]* [umol/l (£SD)]
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) 10000° 29419 (+518.9) 2,9
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) n.d. 314,7 (£9,1) n.b.

* Geschmacksschwellenwerte [umol/l] wurden in Sensorik-Wasser (1% Ethanol) bei pH 3,0 ermittelt
®Konzentration [pmol/l] in ABTM; SD = Standardabweichung (n = 3);° Dose-over-Threshold (DoT)-Faktor:
Quotient aus Konzentration und Geschmacksschwellenwert; ¢ Schwellenwert fiir unspezifischen,
adstringierenden Geschmackseindruck; n.d. nicht detektierbar; n.b. nicht bestimmt; Nummerierung der
Substanzen bezieht sich auf Abbildung 53 und Abbildung 54.

Quantifizierunq der isolierten Furanderivate in ABTM

Die nachfolgende Quantifizierung der beiden Verbindungen erfolgte mittels LC-MS/MS im
MRM-Modus unter Trennung an einer PFP-Phase. Als isotopenmarkierter interner Standard
wurde 5—[13C2]—Acetoxymethyl—Z—furaldehyd (35) synthetisiert und verwendet (vgl. Kapitel
3.5.6.3.1). Die resultierenden LC-MS-Chromatogramme der beiden Analyten sowie des
internen Standards sind in Abbildung 55 dargestellt.

Die in ABTM gefundenen Gehalte an 33 betrugen 29419 pumol/l und an 34 314,7 umol/l
(Tabelle 23). Fiir 33 konnte aufgrund des resultierenden DoT-Faktors ein Beitrag zum

adstringierenden Geschmack des Essigs angenommen werden.
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Abbildung 55. LC-MS/MS-Chromatogramme: Extrahierte Massenspuren (ESI") von (A)
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33), (B) S5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) und (C) 5-[8C,)-
Acetoxymethyl-2-furaldehyd (35). Nummerierung der Substanzen bezieht sich auf Abbildung 53 und
Abbildung 54; B BC_Kohlenstoff-Atom.

Die Evaluierung einer moglichen siiBmodulierenden Wirkung der Verbindungen 33 und 34
erfolgte wiederum mittels vergleichender Geschmacksprofilanalyse im Basisrekombinat
(bRek™®™). Dabei zeigte das Basisrekombinat, dem die natiirliche Konzentration an
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) zugegeben wurde (bRek*B™) " im Gegensatz zum
reinen Basisrekombinat, die auch im authentischen ABTM beschriebene, ldnger
wahrnehmbare SiiBe. Die Siiiintensitit von bRek”®™"* dnderte sich dabei nicht signifikant.
Die Zugabe von 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) hatte hingegen keinen Einfluss auf die
Linge des Siifgeschmacks von bRek*®™ (Tabelle 24). Die Ergebnisse der durchgefiihrten
analytischen und sensorischen Experimente legten erstmals 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

(34) als eine natiirliche, stiBmodulierende Verbindung offen.
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Tabelle 24. Geschmacksprofile des ABTM, des Basisrekombinates (bRek**™), des Basisrekombinates mit
natiirlicher Konzentration an 33 (bRek**™"*) und des Basisrekombinates mit natiirlicher Konzentration
an 34 (bRek*8™*%),

Intensititen (£SD) der einzelnen Geschmacksqualititen in

Geschmacksqualitiit ABTM bRek*®*™  pRek*®™*  pRekAP™*!
siif 2,3 2,4 (£0,3) 2,4 (£0,3) 2,4 (£0,1)*
sauer 3,6 3,5 (+0,4) 3,5 (£0,3) 3,5 (£0,2)
adstringierend 2,2 2,2 (£0,2) 2,3 (£0,1) 2,3 (£0,1)
mundfiille 1,7 1,6 (x0,1) 1,5 (0,2) 1,7 (£0,1)
bitter 0,6 0,5 (+0,0) 0,5 (+0,0) 0,5 (+0,0)
umami 0,2 0,2 (+0,0) 0,2 (+0,0) 0,2 (+0,0)
salzig 0,2 0,2 (+0,0) 0,2 (+0,0) 0,2 (+0,0)

* langere Wahrnehmung der SiiBe. Die Reinsubstanzen 33 und 34 wurden jeweils in verdiinntem
Basisrekombinat (1+2) aufgenommenen. Die Angaben aller Panelisten wurden ausgewertet und nur diejenigen
beriicksichtigt, die von mindestens 9 der 12 Panelisten angegeben wurden. Das Basisrekombinat diente dabei als
Referenz; Nummerierung der Substanzen bezieht sich auf Abbildung 53 und Abbildung 54.

Im Folgenden durchgefiihrte 3-Alternative Forced Choice (3-AFC)-Tests in einer
vereinfachten Matrix aus 4 % Saccharose/l % Ethanol (pH 3,0) untermauerten die zuvor
erhaltenen Resultate der vergleichenden Geschmacksprofilanalysen. Wahrend 33 in keiner der
eingesetzten Konzentrationen (1000 — 10000 pmol/l) den SiiBgeschmack der Matrixlosung
beeinflusste, rief 34 ab einer Konzentration von 1000 pumol/l eine verlangerte Wahrnehmung
des SiiBgeschmacks sowie eine Verdanderung der Qualitdt hin zu einer stiBstoffahnlichen Siifle

hervor (Tabelle 25).

Interessanterweise war die in vereinfachter Matrix zu SiiBmodulation notwendige
Konzentration an 34 um den Faktor drei h6her, als der in ABTM-Matrix ausreichende Gehalt.
Als Ursache fiir diese Diskrepanz kann die hohere Komplexitit der ABTM-Matrix
angenommen werden. Diese wies zum einen deutlich hhere Konzentrationen an Agonisten,
die mit dem SiiBmodulator interagieren konnten, auf und besitzt zum anderen einen bereits
sehr intensiven SiiBgeschmack, der eine Detektion von Anderungen der Geschmacksqualitiit
erschwerte. Die Relevanz der vorliegenden Matrix fiir die Wahrnehmung einer
Geschmacksmodulation wurde bereits fiir die Kokumi-modulierenden y-Glutamylpeptide
gezeigt. So lag beispielsweise der Kokumi-Schwellenwert des potenten Peptids y-Glu-Leu
(16) in einer Modell-Hiithnerbrithe bei 800 umol/l (Dunkel et al., 2007), wéahrend er in
komplexerer Gouda-Matrix nur noch 5 pmol/l betrug (Toelstede und Hofmann, 2009).
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Tabelle 25. Einfluss von 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) auf
die Siiqualitiit einer 4 % Saccharoselésung (pH 3.0, 1 % EtOH).

Konzentration
Unterschied im SiiBgeschmack in 4 % Saccharose®
[pmol/l]
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33)
1000 n.d.
5000 n.d.
10000 n.d.
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34)
200 n.d.
1000 langer anhaltend, stiBstoffartig*
1500 langer anhaltend, siilstoffartig**
2000 langer anhaltend, stilstoffartig*

* Bestimmung des Einflusses auf den SiiBgeschmack wurde mittels 3-AFC-Test gegen 4 % Saccharose (pH 3.0;
1 % EtOH) durchgefiihrt; “a-level: 0,05; “a-level: 0,1; n.d. nicht detektierbar.

Um die Verldngerung des Siilgeschmacks durch 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) nicht
nur qualitativ sondern auch quantitativ erfassen und beurteilen zu konnen, wurden im

Folgenden sensorische Time-Intensity Experimente durchgefiihrt.

Sensorische Time-Intensity-Experimente mit 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

Die Durchfithrung von 3-AFC-Tests mit 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) in einer
wassrigen Losung von 4 % Saccharose und 1 % Ethanol resultierte in einer lédnger
wahrnehmbaren Siile, wihrend die Siilintensitédt nicht signifikant beeinflusst wurde. Dieses
Resultat untermauerte die FErgebnisse der zuvor durchgefiihrten vergleichenden
Geschmacksprofilanalyse in ABTM-Matrix, die ebenfalls eine SitiBmodulation durch 34
offenlegte. Triangeltests wie der 3AFC-Test sind allerdings nicht das geeignete Verfahren, um
die Verldngerung des SiiBgeschmacks ausreichend zu evaluieren (Cliff und Heymann, 1993).
Im Gegensatz dazu erlauben die 1979 eingefiihrtenTime-Intensity-Experimente (TI) die
Erfassung sowohl des zeitlichen Verlaufes als auch der Intensitit eines sensorischen
Eindrucks (Larson-Powers und Pangborn). Aus den erhaltenen TI-Kurven kdnnen neben den
Basisinformationen (maximale Intensitdt, Gesamtdauer der Wahrnehmung, Gesamtfldche

unter der Kurve) auch weitere Parameter extrahiert und verglichen werden. Darunter sind z.B.
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die Onset-Zeit (Dauer vom Beginn der Wahrnehmung bis zum Erreichen der maximalen
Intensitét), die Flache unter ansteigendem und abfallendem Teil der Kurve oder die Dauer der
maximalen Intensitit (Cliff und Heymann, 1993). Tabelle 26 gibt eine Ubersicht iiber die am
haufigsten evaluierten Parameter, die anhand einer Beispielkurve in Abbildung 56

veranschaulicht sind.

Durch Extraktion der verschiedenen Parameter konnen detaillierte Informationen iiber das
Time-Intensity-Profil eines Geschmacksstoffes erhalten und mit denen anderer Verbindungen
verglichen werden. Vor allem fiir die sensorische Bewertung von sii3-schmeckenden
Substanzen hat sich die Anwendung von TI-Experimenten als sinnvoll herausgestellt. So
ergaben sich beispielsweise fiir die nichtkalorischen SiiBstoffe Aspartam, Acesulfam K und
Neotam TI-Profile, die sich deutlich von dem der Saccharose unterschieden. Dabei wurde die
SiiBe von Aspartam und Neotam als deutlich ldanger anhaltend und die anféngliche
Intensitdtszunahme von Acesulfam K als schneller ansteigend gegentiber der von Saccharose
evaluiert (Ott et al., 1991; Schiffman und Gatlin, 1993; Schiffman et al., 2007; Cjmelova et
al., 2009).

Tabelle 26. Hiufig aus TI-Kurven extrahierte Parameter und deren Abkiirzungen, in Anlehnung an Cliff
und Heymann (1993).

Parameter Abkiirzung
maximale Intensitit Linax
90 % der maximalen Intensitit Logos

5 % der maximalen Intensitit Iso,
Gesamtfliache unter der Kurve AreaTotal
Flache unter ansteigendem Teil der Kurve Areay,
Flache unter Plateau der Kurve Areapia
Flache unter abfallendem Teil der Kurve Areape.
Gesamtdauer der sensorischen Wahrnehmung TTotal
Dauer der Wahrnehmung vom Anfang bis zum Plateau Tine
Dauer der Wahrnehmung unter dem Plateau Triateau
Dauer der Wahrnehmung nach dem Plateau bis zum Ende Thec
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a = ansteigende Phase
b = Plateau Phase
c = abfallende Phase
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Abbildung 56. Beispiel einer TI-Kurve und daraus extrahierte Parameter, in Anlehnung an Lallemand et
al. (1999).

Um die siiBmodulierenden Eigenschaften von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) genauer
charakterisieren zu konnen, erfolgte zunichst die Etablierung einer computergestiitzten TI-
Methode mittels der FIZZ-Sensorik-Software. Die Schulung des Panels in Hinsicht auf den
Umgang mit der Software und die Wahrnehmung von Unterschieden im TI-Profil wurde mit
Losungen von Saccharose (4 %) und Saccharose (4 %) mit Zusatz von Natrium-Saccharin (5

oder 10 mg/1) durchgefiihrt.

Fiir die Evaluation des TI-Profils von 34 wurden im Folgenden Ldsungen von Saccharose
(4 %)/Ethanol (1 %) (= Referenz) und Saccharose (4 %)/Ethanol (1 %) mit Zusatz von
verschiedenen Konzentrationen an 34 (= Probe) verwendet. Die untersuchten Gehalte an 34
betrugen dabei 200, 1000, 1500, 2000 oder 2500 umol/l. Jeder Panelist erhielt jeweils ein
definiertes Volumen (10 ml) der Referenz und der Probenldsung. Diese waren je durch einen
Zahlencode verschliisselt und wurden in zufdlliger, durch die Software vorgegebener
Reihenfolge verkostet. Nach Aufnahme des gesamten Probenvolumens begann die Bewertung
der wahrgenommenen Siiflintensitdt durch Beriihrung und Abfahren einer vertikalen Skala
(0 — 10) mit dem Finger auf dem Bildschirm. Sobald der Panelist auf den Nullpunkt der Skala
zuriickgekehrt war, galt die Bewertung als beendet. Nach einer Pause von 30 Sekunden wurde
die zweite Losung in gleicher Weise verkostet und bewertet. Jede Konzentration von 34
wurde in zwei Sensoriken an verschiedenen Tagen evaluiert. Die Auswertung mittels FIZZ-
Software zeigte, dass ab einer Konzentration von 1000 pmol/l 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

(34) Unterschiede in den resultierenden Mittelwertskurven von Referenz und Probe detektiert
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werden konnten (Abbildung 57). Dies gab einen ersten Hinweis auf die siiBmodulierenden

Eigenschaften der Verbindung.

10
9 - — 4 % Saccharose/1 % EtOH
8 - = = 4 % Saccharose/1 % EtOH + 34 (1000 umol/l)
7 -
6 -
5 -
4 -
3 -
2 -
1 -
0 T T T
0 2 4 6

sliBintensitat

Zeit [s]

Abbildung 57. Resultierende TI-Kurven (Mittelwerte aller Panelisten) von Referenzlosung gegen
Probenlosung (Konzentration (34) = 1000 pmol/l).

Allerdings ergeben sich haufig starke, individuelle, aber fiir einzelne Panelisten
reproduzierbare Unterschiede im Kurvenverlauf, die als ,,Signatur® eines Panelisten
bezeichnet wird (Van Buuren, 1992). Diese flihren dazu, dass allein aufgrund von kalkulierten
Mittelwerten und Standardabweichungen fiir einzelne Parameter keine Aussagen iiber die
Signifikanz von Unterschieden im TI-Verhalten getroffen werden kdnnen. Daher ist eine
statistische Auswertung von extrahierten Parametern durch z.B. Varianzanalyse (ANOVA)
oder Prinzipielle Komponentenanalyse (PCA) notwendig. Desweiteren konnten in der
Vergangenheit wiederholt UnregelméBigkeiten (,,Artefakte®) fiir einzelne TI-Kurven, wie z.B.
ein plotzliches, kurzes Hochschnellen der Intensitdt, beobachtet werden. Die Griinde fiir
solche Artefakte sind zumeist unbeabsichtigte Probleme bei der fiir die Bewertung
notwendigen Bedienung einer Maus oder eines Touchscreens und repriasentieren nicht den in
dem Augenblick vom Panelisten wahrgenommenen Geschmackseindruck (Lawless und
Heymann, 2010). Um einen verfilschenden Einfluss von Artefakten auf die erhaltenen Daten
zu vermeiden, fithrten Lallemand et al. (1999) die sogenannte Trapezmethode zur
Auswertung von TI-Kurven ein. Bei dieser geometrischen Anndherung wird fiir jede TI-
Kurve aus den vier Datenpunkten, die sich aus dem Zeitpunkten bei 5 % und 90 % der
maximalen Intensitét ergeben, ein Trapez konstruiert, anhand dessen alle weiteren Parameter

elegant kalkuliert werden konnen (vgl. Abbildung 56). Die Reduzierung der fiir die

140



Ergebnisse und Diskussion

Auswertung notwendigen Datenpunkte ist vor allem bei umfangreichen Studien ein weiterer
Vorteil.

Da sich die o.g. Phdnomene auch bei den vorliegenden Untersuchungen detektieren lieen
(Daten nicht gezeigt), wurden zur addquaten Auswertung des TI-Verhaltens von
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) mittels FIZZ die Datenpunkte (Zeit [s] und Intensitdt) aus
allen individuellen TI-Kurven extrahiert, die sich bei 5 % und 90 % der jeweiligen maximalen
Intensitdt ergaben. Anhand dieser Datenpunkte wurden software-gestiitzt Trapeze konstruiert,
aus denen durch entsprechende Kalkulation die Parameter Gesamtdauer der Wahrnehmung,
Dauer der ansteigenden Phase, Dauer der Plateauphase, Dauer der abfallenden Phase,
Gesamtflache unter der Kurve, Fliche unter ansteigender Phase, Fliche unter Plateauphase,
und Flache unter abfallender Phase erhalten wurden (Abbildung 56). Zur Verifizierung eines
signifikanten Unterschiedes zwischen Referenz- und Probenlésung wurde jeder Datensatz
einer zweifaktoriellen ANOVA unterzogen. Die prozentualen Anstiege der einzelnen
Parameter fiir alle Probenlosungen im Vergleich zur Referenz (= 100 %) sowie das jeweils

erhaltene Signifikanzniveau sind in Abbildung 58 dargestellt.

Die jeweils fiir die Probenldsungen erhaltenen maximalen Intensititen zeigten mit
zunehmender Konzentration von 34 einen leichten, aber signifikanten, Anstieg im Vergleich
zur Referenz. In Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Sensoriken war lediglich fiir die
Probenldsung, die 200 umol/l von 34 enthielt, kein Unterschied zur Referenz zu erkennen Der
grofite Unterschied in der maximalen Intensitét ergab sich durch den Zusatz von 2500 pmol/l

5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (20,3 %).

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich beim Vergleich der Gesamtfldchen unter den Kurven. Fiir
die Probenlosung mit 200 pmol/l 34 war erneut kein Unterschied detektierbar, wihrend fiir
die anderen Probelosungen ein sukzessiver Anstieg der Gesamtflichen von 46,9 %
(1000 pmol/T) bis 79,8 % (2500 pumol/l) beobachtet wurde. Als logische Konsequenz aus
dieser deutlichen Zunahme der Fliche, bei gleichzeitiger nur leicht ansteigender Intensitét,
stieg vor allem die Gesamtdauer der Wahrnehmung mit hoéherer Konzentration an
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) an. Die grof3te Zunahme der Wahrnehmungslédnge wurde
dabei mit 34,8 % Steigerung filir die Probenlésung mit 1500 umol/l an 34 erhalten, was einer
Verldngerung der Wahrnehmung um 5,5 Sekunden entsprach (vgl. Kapitel 6, Tabelle 53). Bei
den hoheren Konzentrationen von 2000 und 2500 pmol/l nahm die Dauer der Wahrnehmung

im Vergleich zu 1500 pmol/l in geringem Umfang wieder ab. Diese Resultate zeigten deutlich
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die Verldngerung der StiBwahrnehmung durch den Zusatz von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34), wobei der Effekt bei 1500 pmol/l ein Maximum durchlief.

Die individuelle Evaluierung der Flachen unter den Kurven sowie der Wahrnehmungsdauer in
ansteigender Phase, Plateau-Phase und abfallender Phase belegten zusitzlich die
Konzentrierung des modulierenden Effekts auf den hinteren Teil der Kurve (Abbildung 58).
Fiir die Probenlosungen zeigten sowohl Fliche als auch Dauer der ansteigenden Phase (bis
90 % der maximalen Intensitdt) kein eindeutiges Verhalten im Vergleich zur Referenz, was
im Kontrast zur Auswertung von Gesamtfliche und Dauer stand. Zwar waren fiir alle
Probenlosungen leichte Zunahmen in den Flidchen unter dem ansteigenden Kurventeil zu
beobachten, diese zeigten jedoch keinen eindeutigen Trend. Fiir die Dauer der ansteigenden
Phase indizierten die Proben mit 200, 1000, 1500 und 2000 pmol/l an 34 durch Zunahmen um
bis zu 20 % ein leicht verzogertes Erreichen der Iogy,, wihrend die Anwesenheit von
2500 pmol/l 34 zu einer marginal verkiirzten Anfangsphase fiihrte. Im Gegensatz dazu gaben
die Flachen unter der Plateau- und abfallenden Phase sowie die Wahrnehmungsdauer dieser
Kurvenabschnitte den Gesamteindruck addquat wider. Die Flichen nahmen mit steigender
Konzentration an 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) kontinuierlich zu, wihrend die
Wahrnehmungsdauer der Plateau- und abfallenden Phase die gleichen relativen Zunahmen
wie die Gesamtwahrnehmungslidnge zeigten. Auch hier durchlief der Effekt bei 1500 pmol/I
34 ein Maximum (Abbildung 58).

Die dargestellten Ergebnisse belegten eindeutig den siiBmodulierenden Effekt von
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34), der sich vor allem in einer Verldngerung der
Wahrnehmung und nur bei héheren Konzentrationen in einer leichten Zunahme der
StiBintensitit auszeichnete. Um den Grund fiir den siiBmodulierenden Effekt auf molekularer
Ebene zu evaluieren, wurden nachfolgend Zellexperimente zur Aktivierung des humanen

StiBrezeptors durchgefiihrt (Kapitel 2.2.4).
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Abbildung 58. Vergleich des prozentualen Anstiegs der einzelnen, extrahierten Parameter fiir alle
Probelosungen von (34) im Vergleich zur Referenzlosung. Die angegeben Signifikanzniveaus wurden
mittels zweifaktorieller ANOVA erhalten. Die Daten auf denen die Abbildung beruht, sind in Tabelle 53
(Kapitel 6) zusammengefasst.
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2.21.6 Diskussion

Die Geschmacksprofilanalyse von zwolf Jahre gereiftem Traditionellem Balsamico Essig aus
Modena (ABTM) zeigte, dass ein fruchtig-runder Sauergeschmack und der SiiBgeschmack die
intensivsten sensorischen Eindriicke waren. Adstringenz und viskose Mundfiille wurden
ebenfalls deutlich wahrgenommen. Die erhaltene Beurteilung entsprach Angaben aus der
Literatur, laut derer sich der charakteristische Geschmack von ABTM vor allem durch eine
»dichte Textur mit fliissig-sirupdser Konsistenz* und ,,eine unnachahmliche Siile und Saure
in ausgewogener Balance: [...] intensiv und langanhaltend* auszeichnet (Giudici et al., 2009).
Die im Folgenden durchgefiihrte Ultrafiltration und sensorische Analyse der daraus
resultierenden niedermolekularen (< 5 kDa) und hochmolekularen Fraktion (> 5 kDa) zeigte,
dass der majore Anteil der geschmacksaktiven Verbindungen des ABTM in der
niedermolekularen Fraktion lokalisiert war. Im Gegensatz dazu wies die hochmolekulare
Fraktion nur einen adstringierenden sensorischen Eindruck auf, was im Einklang mit Angaben

aus der Literatur zur Polymer-Fraktion von Rotwein war (Hufnagel und Hofmann, 2008b).

Zur Korrelation der sensorischen Eigenschaften des ABTM mit instrumentell-analytischen
Daten erfolgte im néchsten Schritt eine umfassende Analyse von potentiellen, aus der

Literatur bereits bekannten Geschmacksstoffen.

Ein zunidchst durchgefiihrtes, gezieltes LC-MS/MS-Screening nach den Ellagtanninen
Vescalagin (27) und Castalagin (28) und dem Dihydroflavonol (+)-Dihydrorobinetin (29)
erlaubte die erstmalige Detektion dieser aus verschiedenen Holzarten stammenden
Verbindungen in ABTM. Erstere rufen einen adstringierenden Geschmackseindruck hervor,
stammen aus Eichen- oder Kastanienholz und kénnen durch Lagerung in entsprechenden
Féassern in ein Lebens- oder Genussmittel wie z.B. Whiskey iibergehen (Glabasnia und
Hofmann, 2007; Sanz et al., 2010). Fiir letzteres, das im Rahmen dieser Arbeit erstmals
sensorisch charakterisiert und als adstringierend evaluiert wurde, ist Akazienholz als Quelle
bekannt (Cerezo et al., 2009; Sanz et al., 2011). Die quantitativen Daten fiir die Ellagtannine
27 und 28 lagen mit Werten von 38 bzw. 51 umol/l im gleichen Konzentrationsbereich, der,

ebenfalls mittels externer Matrixkalibration, fiir Rotwein ermittelt wurde (Stark et al., 2010).

Weitere Basisgeschmacksstoffe, die im ABTM quantitativ erfasst wurden waren die
Monosaccharide Glucose und Fructose, verschiedene Polyole, organische Sauren und

Phenolcarbonsduren, freie Aminosiduren sowie mineralische Anionen und Kationen. Die
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gefundenen Gehalte der verschiedenen Verbindungen lagen dabei jeweils in dhnlichen
Konzentrationsbereichen, die schon fiir andere Traditionelle Balsamico Essige publiziert
wurden (z.B. Plessi et al., 1987, 1989, 2006; Cocchi et al., 2002, 2006; Sanarico et al., 2003;
Masino et al., 2008).

Die Abschitzung des Geschmacksbeitrages aller 55 quantifizierten Sensometabolite durch
Kalkulation von DoT-Faktoren ergab, dass 18 Verbindungen einen DoT-Faktor > 1,0
aufwiesen und somit direkt zum Geschmack des ABTM beitrugen. Die hochsten DoT-
Faktoren wurden dabei fiir Fructose (157,0), Weinsdure (107,7) und Glucose (101,0) ermittelt.
Auch die Fruchtsduren Gluconsiure, Glykolsiure und Apfelsiure indizierten aufgrund ihrer
deutlich tiber 1,0 liegenden DoT-Faktoren einen unmittelbaren Beitrag zum charakteristischen
Sauergeschmack. Weiterhin ergab sich fiir 13 Verbindungen DoT-Faktoren > 0,1 und fiir 24

von <0,1.

Das anschlieBend zur Verifizierung der analytischen Daten angefertigte biomimetische
Rekombinat des ABTM zeigte ein zum authentischen Essig nahezu identisches
Geschmacksprofil, das sich nur in der Lénge, nicht aber in der Intensitit der

StiBwahrnehmung unterschied.

Im néchsten Schritt durchgefiihrte Omissionsexperimente identifizierten die Monosaccharide
Glucose und Fructose und den Zuckeralkohol Glycerin als Schliisselverbindungen des siiflien
Geschmacks. Auch ein deutlicher Beitrag der Ellagtannine 27 und 28 zur Adstringenz des
ABTM wurde erstmals offengelegt. Ein sensorischer Einfluss von Verbindungen, die ihren
Ursprung im Holz der Fassbatterie haben, wurde zwar schon von mehreren Autoren postuliert
(Plessi et al., 2006; Caligiani et al., 2007; Giudici et al., 2009), konnte aber im Rahmen
dieser Arbeit erstmalig verifiziert werden. Ebenfalls einen Beitrag zur Adstringenz sowie zur
Mundfiille leistete die Polymer-Fraktion, die Verbindungen mit einem Molekulargewicht
> 5 kDa enthielt. Dieses Ergebnis war im Einklang mit publizierten Daten zur sensorischen
Relevanz der Polymer-Fraktion von Rotwein (Hufnagel und Hofmann, 2008b). Als
hochmolekulare Verbindungen in Traditionellem Balsamico Essig, die im im Laufe der
Herstellung und Reifezeit enstehen, werden Melanoidine mit Molekulargewichten von bis zu
2000 kDa angenommen (Falcone und Giudici, 2008). Diese Biopolymere entstehen als
Nebenprodukte der nicht-enzymatischen Briaunung wihrend des FEinkochens des
Traubenmostes bei der Essigherstellung und nehmen mit steigendem Alter in Konzentration

sowie Polymerisierungsgrad zu, weswegen sie als Alterungsmarker vorgeschlagen wurden
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(Falcone und Giudici, 2008). Uber einen Beitrag dieser hochmolekularen Verbindungen zu
den sensorischen Eigenschaften von ABTM lagen bisher jedoch keine Informationen vor.

Weiterhin wurde erstmals die Relevanz der mineralischen Anionen und Kationen fiir den
fruchtig-runden Sauergeschmack deutlich. Keinen sensorischen Einfluss hingegen zeigten die

weiteren Polyole, die freien Aminosduren oder die Phenolcarbonséuren und -aldehyde.

Ein abschliessendes Omissionsexperiment, bei dem nur die 18 Geschmacksstoffe mit einem
DoT-Faktor > 1,0 sowie die hochmolekulare Fraktion fiir das Rekombinat eingesetzt wurden,
zeigte, dass diese majoren Verbindungen in ihren natiirlichen Konzentrationen ausreichen, um
den Geschmack des ABTM adédquat zu imitieren. Dieses Resultat ist kontrdr zu Angaben aus
der Literatur fiir andere Basisrekombinate von z.B. Rotwein (Hufnagel und Hofmann, 2008b)
oder Goudakése (Toelstede und Hofmann, 2009b), bei denen das Fehlen von minoren
Verbindungen zu Verlusten in den sensorischen Eigenschaften fiihrte. Als Grund fiir das
gegensitzliche Verhalten des ABTM-Basisrekombinates waren die sehr hohen Mengen an
sl und sauer schmeckenden Verbindungen anzunehmen, durch die das Fehlen von weniger

relevanten Substanzen vollstindig maskiert wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das Sensometabolom von Traditionellem Balsamico
Essig aus Modena umfassend identifiziert und quantitativ erfasst wurde. Dabei wurde
deutlich, dass die mengenmiBig dominierenden Verbindungen, Monosaccharide und
organische Sduren, auch die grofte sensorische Relevanz besitzen. Zudem konnte erstmals der
Beitrag von Verbindungen, die durch die traditionelle Holzfasslagerung in den Essig
gelangen, verifiziert werden. Die Verbindungen, die fiir eine verldngerte StiBwahrnehmung
des ABTM verantwortlich sind, konnten durch Analyse von Basisgeschmacksstoffen
allerdings nicht identifiziert werden. Daher sollte im Folgenden eine sensorisch-orientierte
Fraktionierung des Traditionellen Balsamico Essigs die fiir diesen Effekt verantwortlichen

Verbindungen offenlegen.

Die zuvor mittels Ultrafiltration erhaltene Niedermolekulare Fraktion (< 5 kDa) wurde durch
Gel-Absorptionschromatographie (GAC) an LH-20-Material separiert und das Eluat in zehn
Fraktionen unterteilt. Die sensorische Analyse der GAC-Fraktionen erfolgte mittels
Geschmacksverdiinnungsanalyse ~ (Frank et al, 2001) und  vergleichender
Geschmacksprofilanalyse (Dunkel et al., 2007) und fiihrte zur Identifizierung von zwei
Fraktionen (GAC-VII und GAC-X), die siiBlmodulierende Eigenschaften zeigten. Durch

weitere fliissigchromatographische Fraktionierung, synthetisch gestiitzte Methoden sowie
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MS- und 1- und 2-D-NMR-Experimente konnten in GAC-Fraktion VII neben Glucose und
Fructose die Zuckeracetate 6-O-Acetyl-o-/3-D-glucopyranose (30) und 1-O-Acetyl-f-D-
fructopyranose (31) und in GAC-Fraktion X 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) sowie
dessen acetylierte Form 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) identifiziert werden. Die
Monoacetate 30 und 31 wurden kiirzlich in ABTM und ABM beschrieben und als moglicher
Marker zur Unterscheidung der beiden Essigsorten vorgeschlagen (Cirlini et al., 2009). Auch
die Verbindungen 33 und 34 wurden bereits in ABTM nachgewiesen (Theobald et al., 1998;
Del Signore, 2001; Chinnici et al., 2003; Masino et al., 2005) und letztere als
Authentizitdtsmarker angenommen (Del Signore, 2001). Gustatorische Eigenschaften wurden
bisher fiir keine der vier Verbindungen in der Literatur beschrieben. Die im Rahmen dieser
Arbeit erstmals erbrachte sensorische Analyse der Zuckeracetate 30 und 31 ergab siile und
bittere Geschmacksqualititen mit Schwellenwerten zwischen 12300 und 21200 pmol/l,
wihrend fiir 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) ab einer Konzentration von 10000 umol/l
ein unspezifisch adstringierender Eindruck gefunden wurde. Fiir 34 hingegen konnte kein
intrinsischer Geschmack festgestellt werden. Nach LC-MS/MS-Quantifizierung mittels SIVA
wurden die Verbindungen 30, 31, 33 und 34 jeweils in ihrer natiirlichen Konzentration mittels
vergleichender Geschmacksprofilanalyse auf siiBmodulierende Eigenschaften hin untersucht.
Dabei zeigte sich, dass nur der Zusatz von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) zu einer
verlangerten SiiBwahrnehmung des Rekombinates fiihrte, die der des authentischen Essigs
entsprach. Weiterfiihrende sensorische Experimente mit 33 und 34 in einer vereinfachten
Matrix aus 4 % Saccharose/l % Ethanol untermauerten das zuvor erhaltene Resultat. Die in
vereinfachter Matrixlosung zur SiiBmodulation notwendige hohere Konzentration an 34

indizierte weiterhin die Relevanz der ABTM-Matrix fur diesen sensorischen Effekt.

Da der siiBmodulierende Effekt von 34 vor allem die Lidnge und nicht die Intensitit der
StBwahrnehmung betraf, wurden zur addquaten Charakterisierung der sensorischen
Eigenschaften nachfolgend Time-Intensity-Experimente (TI) durchgefiihrt. Hierbei ergab die
Auswertung der erhaltenen TI-Kurven mittels Trapez-Methode (Lallemand et al., 1999) eine
im Vergleich zur Referenz (4 % Saccharose) signifikant ldngere StiBwahrnehmung fiir
wassrige Losungen, die 4 % Saccharose und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) in
Konzentrationen von 1000, 1500 und 2000 pumol/l enthielten. Dieser Effekt, der bei einer
Konzentration von 1500 umol/l an 34 ein Maximum von einer um 5,5 Sekunden verldangerten
StiiBwahrnehmung  durchlief, konnte weiterhin durch detaillierte ~Auswertung im

Plateaubereich und hinteren Bereich der TI-Kurve lokalisiert werden. Anhand dieser
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weiterfiihrenden sensorischen Experimente konnte der siilverlingernde Effekt von 34
erstmals sowohl qualitativ als auch quantitativ erfasst werden. Die vorliegenden Ergebnisse
legten 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) erstmals als natiirlichen, nicht-kalorischen

Siilmodulator offen, der aus ABTM isoliert und identifiziert wurde.

Nachdem das Sensometabolom von ABTM umfassend charakterisiert wurde, erfolgte im
ndchsten Schritt die instrumentell-analytische und sensorische Untersuchung von
herkdmmlichem Aceto Balsamico aus Modena (ABM), um die Unterschiede zwischen beiden

Essigsorten auf molekularer Ebene zu definieren.

2.2.2 Vergleich des Sensometaboloms von Traditionellem Balsamico Essig
aus Modena (ABTM) und herkommlichem Balsamico Essig aus Modena
(ABM)

Die gewonnenen Kenntnisse liber die im ABTM vorliegenden Geschmacksstoffe sollten im
Folgenden genutzt werden, um die sensorischen Unterschiede zwischen Traditionellem und
herkdmmlichem Balsamico Essig (ABM) auf molekularer Ebene zu kldren. Die beiden
Essigsorten unterscheiden sich vor allem in den zur Herstellung verwendeten Rohmaterialien
sowie der Lagerung. Letztere findet fiir den ABTM in einer Kaskade aus verschiedenen
Holzfdssern statt und dauert mindestens zwdlf Jahre, wohingegen fiir den ABM lediglich eine
Reifezeit von sechs Wochen vorgeschrieben ist, die zumeist in Stahltanks stattfindet (vgl.

Kapitel 1.2).

2.2.21 Vergleichende Geschmacksprofilanalyse von ABTM und ABM

Zunichst wurde mit dem vorliegenden ABM eine vergleichende Geschmacksprofilanalyse
gegen den ABTM als Referenz durchgefiihrt. Das resultierende Geschmacksprofil, bei dem
wiederum die Qualitdten sii3, sauer, bitter, adstringierend, mundfiille, salzig und umami auf
einer Skala von O (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet wurden, ist in

Tabelle 27 zusammengefasst.
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Tabelle 27. Geschmacksprofil von ABM im Vergleich zum ABTM.

Intensititen (£SD) der einzelnen Geschmacksqualitiiten in

Qualitit ABTM ABM
sauer 3,6 4,3 (£0,3)
sty 2,3 1,5 (£0,2)
adstringierend 2,2 2,5 (£0,3)
Mundfiille 1,7 1,0 (£0,3)
bitter 0,6 0,8 (£0,2)
salzig 0,2 0,2 (£0,1)
umami 0,2 0,2 (£0,1)

Geschmacksprofil des ABM wurden gegen den ABTM als Referenz ermittelt, wobei die erhaltenen Werte aller
Panelisten gemittelt wurden (=SD; n = 12).

Analog dem ABTM war beim ABM der Sauergeschmack mit einer Intensitdt von 4,3
dominierend, wurde jedoch signifikant intensiver als im ABTM wahrgenommen. Zudem
wurde die Sauerqualitit des ABM vom Panel als stechend und scharf beschrieben. Mit einem
Wert von 1,5 wurde die Siile im ABM deutlich schwiécher als im ABTM (2,3)
wahrgenommen und auch die Mundfiille (1,0) wurde ebenfalls weniger intensiv bewertet. Der
adstringierende Eindruck (2,5) und die Bitterkeit (0,8) hingegen waren intensiver als im

ABTM, Salzigkeit und Umamigeschmack wurden gleichfalls kaum detektiert.

Der Vergleich der physikalischen Parameter Dichte und Trockenmasse zeigte deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Essigproben. Die héhere Mundfiille des ABTM spiegelte
sich in dessen grofBerer Dichte und Trockenmasse wider (Tabelle 28). Im Gegensatz dazu war
interessanterweise der pH-Wert des ABTM mit einem Wert von 2,60 deutlich geringer als der
des ABM (3,24) (Tabelle 28), obwohl letzterer als deutlich saurer wahrgenommen wurde.

Tabelle 28. Vergleich der physikalischen Parameter (Dichte, pH-Wert, Trockenmasse) von Traditionellem
Balsamico Essig aus Modena (ABTM) und Balsamico Essig aus Modena (ABM).

Parameter ABTM ABM
Dichte [g/ml +SD]* 1,3120,01 1,12+0,01
Trockenmasse [g/100 g +SD]* 65,03+0,4 30,62+0,6
pH-Wert 2,60 3,24

(£SD; n = 3).
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Um die sensorischen Unterschiede zwischen ABTM und ABM auf der molekularen Ebene
des Sensometaboloms abbilden zu konnen, wurde im Weiteren eine umfassende

Quantifizierung von Sensometaboliten im ABM durchgefiihrt.

2.2.2.2 Quantitative Unterschiede im Sensometabolom von ABTM und ABM

Um die zwischen ABTM und ABM detektierten Unterschiede in Sauergeschmack und
Sauerqualitit sowie die weiteren Attributen siif}, adstringierend und bitter mit quantitativ-
analytischen Daten korrelieren zu kénnen, wurden im néchsten Schritt alle Verbindungen, die
bereits im ABTM detektiert wurden, ebenfalls im ABM qualitativ und quantitativ erfasst (vgl.
Kapitel 2.2.1.2). Die im ABM bestimmten Gehalte aller Sensometaboliten, deren
Geschmacksschwellenwerte und DoT-Faktoren sowie das Verhéltnis der Konzentrationen von

ABTM zu ABM sind in Tabelle 29 zusammengefasst.

Tabelle 29. Geschmacksschwellenwerte [umol/l], Konzentrationen [pumol/l], DoT-Faktoren aller in ABM
quantifizierten Geschmacksstoffe sowie das ABTM/ABM-Verhiiltnis.

Schwellenwert Konzentration
DoT*

Substanz a b.
[pmol/l] [pmol/l]” in ABTM/

ABTM ABM ABM ,pym

Gruppe I: siif

D-Fructose 10200¢ 1601111 642583 69,1 2,49
D-Glucose 18000° 1818333 704760 35,7 2,58
Glycerin 81100 134377 55191 0,7 2,43
L-Prolin 25000 10830 12458 0,5 0,86
Inositol 17700¢ 5372 1298 0,1 4,13
Sorbitol 33800 10534 490  <0,1 21,49
Erythritol 36300° 6612 1638 <0,1 4,04
Xylitol 12500° 1766 358 <0,1 4,93
Mannitol 40000 2900 2316 <0,1 1,25
Arabitol 43100 2200 536 <0,1 4,10
Ribitol 45300 1400 456  <0,1 3,07
L-Methionin 5000° 17 54 <0, 0,31
L-Alanin 120002 563 1042 <0,1 0,54
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L-Serin 25000% 575 4722 <0,1 0,12
Glycin 25000% 268 837 <0,1 0,32
L-Threonin 350008 19 61 <0,1 0,31
Gruppe II: sauer

Weinséure 292¢ 31450 10466 35,8 3,00
Gluconséure 900 60302 4342 4,8 13,89
Glykolsdure 600 23946 3325 5,5 7,20
Apfelsiure 3690¢ 107315 19366 52 5,54
Essigsédure 19900° 371161 649564 32,6 0,57
Citronensaure 2600¢ 11929 2282 0,9 5,23
Bernsteinsdure 900¢ 2420 n.d n.b. n.b.
Milchsdure 15480° 7302 9786 0,6 0,75
Gruppe III: bitter

Calcium 6200™ 24578 10101 1,6 2,43
Magnesium 6400™ 20024 8335 1,3 2,40
L-Arginin 75000° 7691 14322 0,8 0,54
L-Leucin 11000 143 531 <0, 0,27
L-Tyrosin 4000" 77 281 <0,1 0,27
L-Isoleucin 10000 193 453 <0,1 0,43
L-Valin 30000" 226 410 <0,1 0,55
L-Phenylalanin 45000° 88 336 <0,1 0,26
L-Histidin 45000 29 175 <0,1 0,17
Gruppe IV: adstringierend

Vescalagin (27) 1,1 38 n.d. n.b. n.b.
Castalagin (28) 1,1 51 n.d. n.b. n.b.
(+)-Dihydrorobinetin (29) 23 1,1 n.d. n.b. n.b.
trans-Kaffeesiure 72! 29 23 0,3 1,26
Gentisinsaure 122! 38 10 <0,1 3,80
p-Coumarsiure 139' 35 23 0,2 1,52
Gallussiure 292! 32 17 <0,1 1,88
p-Hydroxybenzoesdure 665' 17 9,1 <0,1 1,87
Chinasdure 579 15 1,3 <0,1 11,54
Protocatechusdure 206! 10 0,7 <0,1 14,29
Vanillinsiure 315' 20 63 <0, 3,17
Ferulasiure 67" 2,4 1,8 <0, 1,33
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Vanillin 829! 7,2 0,7  <0,1 10,29
Gallussduremethylester 232! 3,3 1,6 <0,1 2,06
Gallussaureethylester 185' 2.9 46 0,2 0,06
Syringaldehyd 330" 8,7 04  <0,1 21,75
Gruppe V: salzig

Kalium 13000™ 58025 71311 5,5 0,81
Phosphat 50008* 12230 7366 1,5 1,66
Natrium 3900™ 7608 14667 3,8 0,52
Chlorid 3900™ 6025 3640 0,7 1,66
Gruppe VI: umami

L-Asparaginsiure 600" 528 1776 3,0 0,30
L-Glutaminsaure 1100" 179 591 0,5 0,30

Gruppe VII: adstringierende Polymere

HMF (> 5 kDa) n.b. 8,7 g/l n.d. n.b. n.b.

Gruppe VIII: weitere Verbindungen

6-0-Acetyl-a-/3-D- 0,2/

glucopyranose(30) 12300*" 8329 2468 0.2 3,37
%mzt?;;gxluﬁ: 31) f;;gg.i 13823 5643 %’,23/ 2,45
;ﬁ{g‘gﬁ’y‘gﬁgykz' 10000° 29419 8681 09 339
;i?gi%);ﬁ?ﬁ? e n.b. 314 76 nb. 413

* Geschmacksschwellenwerte [umol/l] wurden in Sensorik-Wasser bei pH 3,0 ermittelt oder aus der Literatur
iibernommen; ® Konzentration (umol/l) in ABTM und ABM, RSD jeweils < 10 %; © Dose-over-Threshold
(DoT)-Faktor: Quotient aus Konzentration im Essig und Geschmacksschwellenwert; ¢ Scharbert und Hofimann,
2005; ¢ Wieser et al., 1977, f Warendorf, 1991; % Warmke, 1997, " Toelstede und Hofmann, 2008b; ' Schwellenwert
fiir das korrespondierende Chlorid; K Schwellenwert fiir das korrespondierende Natriumsalz; ! Glabasnia und
Hofmann, 2006; ™ Schwellenwert fiir Bitterkeit; " Schwellenwert fiir SiiBe; © Schwellenwert fiir einen
unspezifischen, adstringierenden Geschmackseindruck; n.d. nicht detektiert; n.b. nicht bestimmt.

In der Gruppe der sii3-schmeckenden Substanzen wurden Glucose und Fructose mit Gehalten
von 704760 und 642583 pumol/l als die majoren Verbindungen im ABM gefunden, wiesen
jedoch jeweils eine um den Faktor 2,5 geringere Konzentration als im ABTM auf. Einen
dhnlichen Trend zeigten die Polyole, die mit Werten zwischen 358 — 55191 umol/l im ABM
ebenfalls in niedrigeren Gehalten als im ABTM detektiert wurden. Im Gegensatz dazu wurden

fiir die siiBen Aminosduren im ABM durchweg hohere Konzentrationen als im ABTM
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erhalten. Da ABTM wihrend des Herstellungsprozesses erhitzt wird, ist eine Umsetzung von
Aminosduren mit reduzierenden Zuckern durch die Maillardreaktion als Ursache fiir diese
Unterschiede wahrscheinlich.

Aufgrund der sich aus Schwellenwertkonzentration und Gehalt im ABM ergebenden DoT-
Faktoren konnte beim vorliegenden herkdmmlichen Essig von einem direkten Beitrag von
Glucose (DoT: 69,1) und Fructose (DoT: 35,7) zum siilen Geschmack ausgegangen werden.
Dies spiegelte sich in dem im Vergleich zum ABTM weniger siiBen Geschmack des ABTM

wider.

Unter den acht sauer schmeckenden Substanzen der Gruppe II war Essigsdure im ABM mit
einem Gehalt von 649564 pumol/l fast doppelt so konzentriert wie im ABTM. Auch
Milchsédure wies eine hohere Konzentration auf. Im Gegensatz dazu wurden die weiteren
Sduren in deutlich geringeren Mengen gefunden. Die deutlichste Diskrepanz wies
Gluconsdure auf (ABTM/ABM: 13,9), gefolgt von Glykolsdure (ABTM/ABM: 7,2),
Apfelsdure (ABTM/ABM: 5,5) und Citronensiure (ABTM/ABM: 5,2). Weinséure
(10466 pmol/l) lag im ABM um den Faktor drei geringer konzentriert vor, Bernsteinsidure
konnte im herkdmmlichen Essig nicht nachgewiesen werden. Der hohe Gehalt an Essigsdure,
der mit einem DoT-Faktor von 32,8 einherging und die gleichzeitig geringen Konzentrationen
der verschiedenen Fruchtsduren korrelierten gut mit der fiir den ABM wahrgenommenen
Saureintensitit und -qualitit. Zwar lagen Weinsdure (DoT: 35,8), Gluconsdure (DoT: 4,8),
Glykolsdure (DoT: 5,5) und Apfelsiure (DoT: 5,2) jeweils oberhalb ihres
Geschmacksschwellenwertes vor, wurden aufgrund der geringeren Konzentrationen aber in
threm Geschmack von der in groBen Mengen anwesenden, stechend-sauren Essigsdure

maskiert (Tabelle 29).

Bei den bitteren Sensometaboliten der Gruppe III wurde im ABM Calcium mit einem Gehalt
von 10101 pmol/l und Magnesium mit 8835 umol/l detektiert. Damit lagen beide Kationen
nur halb so konzentriert wie im ABTM vor, wiesen aufgrund ihrer DoT-Faktoren (1,6 bzw.
1,3) aber auf einen direkten Beitrag zum Geschmack hin. Die quantitativen Daten fiir die
bitteren Aminosduren waren fliir den ABM hoéher als fiir den ABTM und zeigten somit den
gleichen Trend wie die siiBen Aminosduren. Dabei wies L-Arginin (14322 umol/l) die grofte
Konzentration auf. Die fiir die Aminosduren kalkulierten DoT-Faktoren lagen jeweils < 1,0

und indizierten somit nur einen moglichen additiven Beitrag zum Bittergeschmack.
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ABTM und ABM =zeigten deutliche Unterschiede in den Konzentrationen der
adstringierenden Verbindungen (Gruppe IV) auf. Die potent adstringierenden Ellagtannine
Vescalagin (27) und Castalagin (28) sowie (+)-Dihydrorobinetin (29) waren im ABM
ginzlich abwesend (vgl. Kapitel 2.2.1.2) und konnten somit als Authentizitdtsmarker fiir den
fassgelagerten ABTM herangezogen werden. Die weiteren phenolischen Verbindungen
konnten zwar im ABM detektiert werden, im Vergleich zum ABTM allerdings in etwas
geringeren Gehalten von 0,4 — 46,0 umol/l. Die daraus resultierenden DoT-Faktoren zeigten
jeweils Werte < 0,1. Somit konnte die Adstringenz des ABM, die der des ABTM entsprach,
nicht mit den quantitativen Daten korreliert werden. Allerdings zeigte ein sensorisches
Experiment, in dem eine wissrige LOosung von Essigsdure, die der Konzentration im
authentischen ABM entsprach, dass die Verbindung neben der stechend-sauren Qualitéit auch
einen austrocknenden, adstringenz-dhnlichen Effekt hervorrief (Daten nicht gezeigt). Dies
machte deutlich, dass die von den Panelisten wahrgenommene Adstringenz des ABM im
Gegensatz zum ABTM nicht auf phenolische Verbindungen, sondern moglicherweiseauf die

hohe Konzentration von Essigsdure zuriickzufiihren war.

Die Gruppe der salzigen mineralischen Anionen (Gruppe V) zeigte hingegen keinen
eindeutigen Unterschied zwischen ABTM und ABM. Kalium (71311 pmol/l) und Natrium
(14667 pmol/l) wurden im ABM in hoheren Gehalten gefunden, wihrend die beiden
mineralischen Anionen Phosphat (6025 pmol/l) und Chlorid (3640 pmol/l) im

herkdmmlichen Essig geringere Konzentration als im ABTM aufwiesen.

Die umami-schmeckenden Aminosduren L-Asparaginsdure (1776 umol/l) und
L-Glutaminsdure (519 pmol/l) wurden im ABM jeweils in dreifach hoherer Konzentrationen
als im ABTM detektiert, was im Einklang mit den quantitativen Daten fiir die siilen und
bitteren Aminosduren ist. Eine hochmolekulare Fraktion (> 5 kDa) (Gruppe VII) konnte aus

dem ABM nicht isoliert werden.

Konsequenterweise wurden auch die aus ABTM isolierten und identifizierten Verbindungen
6-0O-Acetyl-a-//3-D-glucopyranose (30), 1-O-Acetyl-5-D-fructopyranose (31),
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) (vgl. Kapitel
2.2.1.53 und 2.2.1.5.4) im ABM quantitativ erfasst. Die unter Gruppe VIII aufgefiihrten
Substanzen zeigten dabei im herkdmmlichen Essig jeweils signifikant geringere

Konzentrationen (Faktor 2,45 — 4,13) als im ABTM, die zudem unterhalb des jeweiligen
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Geschmacksschwellenwertes lagen (Tabelle 29). Somit war ein unmittelbarer Einfluss der

Verbindungen 30 — 34 auf das Geschmacksprofil des ABM als unwahrscheinlich anzusehen.

Zur Verifizierung der quantitativen Daten und deren Uberpriifung auf Vollstindigkeit wurde
im ndchsten Schritt ein biomimetisches Rekombinat des ABM angerfertig und sensorisch

gegen den authentischen Essig evaluiert.

2.2.2.3 Rekombinationsexperiment mit dem Aceto Balsamico di Modena

Die qualitative und quantitative Analyse von Geschmacksstoffen im ABM fiihrte zur
Detektion von insgesamt 56 Sensometaboliten. Dabei lagen 13 Verbindungen mit einem DoT-
Faktor > 1,0 vor und elf mit einem DoT-Faktor > 0,1. Der majore Anteil (27 Substanzen)
hingegen wies einen DoT-Faktor < 0,1 auf. Weiterhin konnten bis auf Bernsteinséure,
Vescalagin (27), Castalagin (28) und (+)-Dihydrorobinetin (29) alle Verbindungen, die zuvor
schon im traditionellen ABTM gefunden wurden auch im konventionellen ABM
nachgewiesen werden. Um die analytischen Daten auf Vollstindigkeit und Richtigkeit zu

priifen, wurde ein Geschmacksrekombinat des ABM (Rek"PM

) angefertigt und sensorisch
gegen den authentischen ABM als Referenz analysiert. Dazu wurden alle erfassten
Verbindungen in ihrer natiirlichen Konzentration in Wasser gelost, der pH-Wert auf den des
authentischen Essigs korrigiert und die Losung mit Wasser um den Faktor drei verdiinnt.
AnschlieBend erfolgte eine vergleichende Geschmacksprofilanalyse gegen den ebenso
verdiinnten ABM als Referenz. Das daraus resultierende Geschmacksprofil des Rek”® ist in
Abbildung 59 dargestellt, wobei die weitesgehende Ubereinstimmung mit dem

Geschmacksprofil des ABM deutlich zu sehen ist.

Die deutlich unterschiedlichen sensorischen Profile von Traditionellem (ABTM) und
konventionellem (ABM) Balsamico Essigen resultieren vor allem aus den unterschiedlichen
Konzentrationen an einzelnen Geschmacksstoffen und den relativen Verhéltnissen der
Substanzen zueinander. Finzig die geschmacksaktiven Ellagtannine Vescalagin (27) und
Castalagin (28) sowie das Flavonol (+)-Dihydrorobinetin (29) zeigten die Fasslagerung von

ABTM an und konnten somit als Authentizitidtsmarker herangezogen werden.
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Abbildung 59. Geschmacksprofile von ABM und dessen Rekombinat Rek*®™. Abbildung beruht auf
Daten in Tabelle 49 (Kapitel 6)

2224 Diskussion

Die Geschmacksprofilanalyse eines herkdmmlichen Balsamico Essigs (ABM) gegen den
Traditionellen Balsamico Essig aus Modena (ABTM) legte einen stechend sauren Geschmack
als dominierende Qualitit des ABM offen. Weiterhin wurde der ABM vom Sensorikpanel als
deutlich weniger sl und vollmundig wahrgenommen, wihrend die anderen
Geschmacksqualitidten adstringierend, bitter, umami und salzig dhnlich intensiv wie fiir den
ABTM bewertet wurden. Dieses Ergebnis entsprach Angaben anderer Autoren iiber die

sensorischen Unterschiede zwischen ABM und ABTM (Giudici et al., 2009).

Die Korrelation der humansensorischen mit den quantitativ-analytischen Daten erlaubte die
Kldrung der gustatorischen Unterschiede auf molekularer Ebene. So zeigte sich, dass die im
Vergleich zum ABTM geringere Mundfiille des ABM auf dessen geringere Trockenmasse
und die sich daraus ergebende Dichte zuriickzufiihren war. Auch der weniger intensive
StiBgeschmack spiegelte sich in den jeweils um den Faktor 2,5 niedrigeren Gehalten der
Schliisselverbindungen Glucose, Fructose und Glycerin wider. Weiterhin konnten die

unterschiedlichen, charakteristischen Sauerqualititen des ABM und ABTM mit den
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quantitativen Daten flir die organischen Sduren korreliert werden. Wahrend der ABM einen
doppelt so hohen Gehalt an stechend-saurer Essigsdure aufwies wie der ABTM, waren die
Konzentrationen der anderen Fruchtsduren im herkommlichen Balsamico Essig deutlich

geringer als in der traditionellen Sorte.

Der Grund fiir die groBen Differenzen in den Konzentrationen der Schliisselgeschmacksstoffe
kann in den unterschiedlichen Herstellungsverfahren der beiden Essigsorten gefunden
werden. Wahrend der ABTM nur aus Traubenmost hergestellt wird, ist die Grundlage des
ABM Weinessig, dem nur etwas Traubenmost zugesetzt wird und daher deutlich weniger
Verbindungen enthélt, die ihren Ursprung in den Trauben haben (Giudici et al., 2009). Zu
diesen Verbindungen zdhlen unter anderem die siilen Monosaccharide, oder die fruchtig-
sauren Weinsiure, Apfelsiure, Glykolsiure und Citronensiure. Weiterhin entstehen andere
Substanzen wie die Gluconsdure oder Bernsteinsdure erst im Laufe der Zeit durch mikrobielle
Metabolisierung von Zuckern durch Bakterien und Hefen (Ubersicht in Giudici et al., 2009).
Da ABM nur einer Essigsdureoxidation unterzogen wird, haben letztere Verbindungen neben

dem sensorischen Einfluss auch eine Relevanz als Authentizititsmarker fiir ABTM (Giudici et

al., 2009).

Der Vergleich der Sensometabolome von ABTM und ABM zeigte aullerdem, dass auch
Verbindungen, die keinen direkten Finfluss auf den Geschmack haben, zur Unterscheidung
der Essige herangezogen werden konnen. So wurden die freien Aminosduren im ABM
durchweg in hoheren Konzentrationen als im ABTM detektiert. Als Grund kann die wihrend
des FEinkochens des Mostes ablaufende Maillardreaktion angenommen werden, bei der freie
Aminosduren mit reduzierenden Zuckern reagieren (Consonni und Gatti, 2004). Da dieser
Schritt in der Herstellung des ABM nicht stattfindet, konnen folglich mehr freie Aminosduren
gefunden werden. Damit einhergehend ist auch die Konzentration an 5-Hydroxymethyl-2-
furaldehyd (33), das durch die Maillardreaktion entsteht, im ABTM deutlich gréBer. Auch die
signifikant hoheren Mengen der acetylierten Verbindungen 30, 31 und 34 in ABTM besitzen
Potential zur Diskriminierung der beiden Essigsorten. Eine eindeutige Unterscheidung von
ABM und ABTM wurde jedoch durch die Detektion der aus Holz stammenden Verbindungen
Vescalagin (27), Castalagin (28) und (+)-Dihydrorobinetin (29) angezeigt, da diese in ABM
aufgrund der fehlenden Fasslagerung ginzlich abwesend waren. Somit kénnen andere,
aufwindigere Verfahren zur Uberpriifung der Authentizitit, die auf Korrelation verschiedener

physikalischer und chemischer Parameter beruhen (Plessi et al., 1987, 1989; Masino et al.,
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2005, 2008; Cocchi et al., 2006) durch den qualitativen, LC-MS/MS-basierten Nachweis

dieser spezifischen Inhaltsstoffe vereinfacht werden.

Das abschlieBend angefertigte Geschmacksrekombinat des ABM stimmte in seinem Profil gut
mit dem des authentischen Essigs iiberein. Dies zeigte, dass die zuvor gewonnen Kenntnisse
iiber das Sensometabolom von Traditionellem Balsamico Essig ausreichten, um das
Sensometabolom von herkdmmlichem Balsamico Essig ebenfalls umfassend zu
charakterisieren. Damit konnte gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Geschmacksprofile
der Essige insbesondere auf quantitative Unterschiede im Sensometabolom zuriickzufiihren

sind.

2.2.3 Einfluss der Lagerung auf das Sensometabolom von Traditionellem

Balsamico Essig aus Modena

Um genauere Erkenntnisse iiber die Entwicklung des charakteristischen Geschmacks von
ABTM wihrend der mindestens 12-jdhrigen Lagerung zu gewinnen, wurden Proben einer
acht Fasser umfassenden Batteria sowohl sensorisch als auch instrumentell-quantitativ
analysiert. Tabelle 30 gibt einen Uberblick iiber Holzart und Volumen der einzelnen Fisser
sowie die physikalischen Parameter der jeweils enthaltenen Essig-Intermediate. Die Erfassung
der physikalischen Parameter zeigte, dass der pH-Wert mit steigender Lagerungszeit von 2,65

auf 2,49 leicht abnahm, wihrend sich Trockenmasse und Dichte deutlich erhohten.

Die zunehmende Dichte spiegelte sich direkt in der von Fass A zu Fass H deutlich
zunehmenden Mundfiille wider. Weiterhin zeigte die vergleichende Geschmacksprofilanalyse
gegen ABTM als Referenz dass die Siile mit steigender Lagerungszeit signifikant zunahm
(1,3 — 2,6), wihrend der Sauergeschmack abnahm (4,2 — 3,3) und sich in seiner Qualitét
von stechend zu fruchtig-rund hin verdnderte. Im Gegensatz dazu, verdnderte die Adstringenz

sich {liber die gesamte Fasskaskade hinweg nicht (Abbildung 60).

158



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 30. Holzart und Volumen der einzelnen Fésser A — H sowie physikalische Parameter (pH-Wert,
Dichte und Trockenmasse) der Essigzwischenstufen.

Fass Volumen Dichte Trockenmasse
Holzart pH-Wert
Nr. 1 [g/ml £SD]? [% £SD]*
A Akazie 50 2,65 1,17£0,003 43.91+0,1
B Kastanie 40 2,62 1,22+0,008 55,23+0,3
C Kirsche 30 2,58 1,21+0,006 63,75+0,3
D Maulbeere 23 2,52 1,26+0,005 70,75+0,3
E Eiche 13 2,52 1,250,012 70,95+0,1
F Kastanie 10 2,48 1,27+0,006 72,76+0,3
G Kastanie 5 2,49 1,27+0,004 73,98+0,4
H Kastanie 5 2,49 1,28+0,001 74,45+0,1
n=3
5
—o—siR
4 T ——sauer
—@— adstringierend
w3 —A— mundfiille
c
3
E 2 == ==
1
0 T T T T T T T T
A B C D E F G H
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Abbildung 60. Durch vergleichende Profilanalyse erhaltene Geschmacksprofile der aus der Batteria
stammenden Essigintermediate der Fasser A — H. Abbildung beruht auf Daten in Tabelle 54 (Kapitel 6).

2.2.31 Einfluss der Lagerung auf die Gehalte der Sensometaboliten
Mit dem Ziel, die sensorischen Daten mit der Anwesenheit einzelner Geschmacksstoffe

korrelieren zu konnen, wurden 37 ausgewdhlte Sensometaboliten, darunter die

Monosaccharide, Polyole, organischen Sduren, Phenolcarbonséuren, Ellagtannine 27 und 28,
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(+)-Dihydrorobinetin (29), die Zucker-Acetate 30 und 31 und die Furanderivate 33 und 34 in
allen Proben quantifiziert. Darauf erfolgte, sowohl auf Frisch- als auch auf Trockenmasse
basierend, eine Normalisierung und hierarische, agglomerative Clusterung der Daten, die

anschliefend in sogenannten Heatmaps veranschaulicht wurden (Abbildung 61 und

Abbildung 62).

Basierend auf dem Frischgewicht fiihrte die hierarchische Clusteranalyse zur Bildung von
zwei groBen Clustern (1 und 2), die wiederum jeweils in zwei kleinere Cluster unterteilt
waren (la, 1b, 2a, 2b) (Abbildung 61). Cluster la fasste die Substanzen zusammen, die
wihrend der Lagerung stetig in ihrer Konzentration zunahmen, darunter die siif3
schmeckenden Monosaccharide, die Polyole Glycerin, Sorbitol und Xylitol aber auch den
StiBmodulator 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34). Diese Ergebnisse korrelierten gut mit der
ebenfalls tiber die Lagerungszeit zunehmenden Siile (vgl. Abbildung 60). Ebenfalls im
Einklang mit den sensorischen Daten waren die Zunahmen an Apfelsiure, Citronensiure und
Weinsdure. Weitere Verbindungen des Clusters 1la, ndmlich Gallussdure und
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33), konnten hingegen nicht direkt mit dem Geschmack der
Proben in Verbindung gebracht werden. Das kleinere Cluster 1b wurde durch Substanzen
reprasentiert, die keinen klaren Trend zeigten wie z.B. Vescalagin (27), Glykolsdure, Ribitol
oder Gluconsidure. So durchlief die Konzentration von Gluconsiure in Fass E ein Maximum,
wihrend Vescalagin (27) in Fass H eine deutliche Konzentrationssteigerung erfuhr. Da
Gluconsdure ein von Essigsdurebakterien produzierter Metabolit ist, konnte ersteres auf die
nach Fass E, durch den hohen Zuckergehalt bedingte, inaktive Mikroflora zuriickgefiihrt
werden. Der plotzliche Anstieg von 27 in Fass H war wahrscheinlich der Verwendung von
Kastanienholz geschuldet, welches als Quelle dieses Ellagtannins bekannt ist (Sanz et al.,
2010).

Cluster 2a fasste die Verbindungen zusammen, die zwar tendenziell wihrend der Lagerung
abnahmen, aber ebenfalls kein eindeutiges Verhalten aufwiesen. Darunter waren Castalagin
(28), (+)-Dihydrorobinetin (29) und die Phenole Vanillinsdure und p-Hydroxybenzoesiure,
die beide in den Féssern C und D die hochsten Konzentrationen zeigten. Im Gegensatz dazu
setzte sich das grofere Cluster 2b aus den Verbindungen zusammen, die innerhalb der
Fasskaskade kontinuierlich in ihrer Konzentration abnahmen. Neben Essigsdure, deren
Reduktion gut mit der Abnahme der stechenden Sdurequalitéit iibereinstimmte, waren nur

phenolische Substanzen in diesem Cluster vertreten (Abbildung 61).
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Abbildung 61. Heatmap mit hierarchischer Clusteranalyse fiir die in den Fassintermediaten A — H
quantifizierten Verbindungen, basierend auf dem Frischgewicht. Die Abbildung wurde in Kooperation
mit A. Dunkel (Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik, TU Miinchen) angefertigt
und beruht auf den Daten in Tabelle 55 (Kapitel 6). Nummerierungen der Substanzen beruhen auf
Abbildung 42, Abbildung 51, Abbildung 53 und Abbildung 54.

Um eine Verfilschung der Konzentrationsdnderungen aufgrund des stindigen
Wasserverlustes wiahrend der Lagerung zu vermeiden, wurde im Folgenden eine zweite
Clusteranalyse durchgefiihrt, bei der die Daten auf den jeweiligen Trockenmassen der Proben

basierten (Abbildung 62).
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Abbildung 62. Heatmap mit hierarchischer Clusteranalyse fiir die in den Fassintermediaten A — H
quantifizierten Verbindungen basierend auf der Trockenmasse. Die Abbildung wurde in Kooperation mit
A. Dunkel (Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik, TU Miinchen) angefertigt und
beruht auf den Daten in Tabelle 56 (Kapitel 6). Nummerierungen der Substanzen beruhen auf Abbildung
42, Abbildung 51, Abbildung 53 und Abbildung 54.

Diese offenbarte die Unterteilung in zwei grofle (3 und 4) sowie zwei (3a, 3b) bzw. drei
Untercluster (4a, 4b, 4c), die sich im Vergleich zur vorherigen Analyse in teilweise
verdnderten Zusammensetzungen zeigten. So enthielt Cluster 3a, das die widhrend der
Lagerung abnehmenden Sensometabolite umfasste, neben Essigsdure und den phenolischen
Verbindungen nun auch Gluconsiure, Apfelsiure, Milchsidure, Ribitol, Mannitol und
Arabitol. Wihrend fiir Vescalagin (27) in Cluster 3b das gleiche Verhalten wie zuvor

gefunden wurde, zeigte sich auf Basis der Trockenmasse fiir z.B. Weinsdure und Glycerin
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kein eindeutiger Trend mehr. Erstere nahm von Fass A zu Fass B deutlich in ihrer
Konzentration ab, zu Fass H hin jedoch auch wieder zu. Letzteres wies im Gegensatz zum
Bezug auf das Frischgewicht einen negativen Trend auf. Die Cluster 4b und 4c wurden durch
Substanzen reprasentiert, die auch mit steigender Trockenmasse in ihren Konzentrationen
stiegen und somit erst wihrend der Lagerung gebildet wurden, darunter neben einigen
Polyolen, die Zucker-Acetate 30 und 31 sowie das Maillardreaktionsprodukt 33 und der
StiBmodulator 34. Auch Glucose und Fructose in Cluster 4a zeigten ausgehend von Fass A
einen positiven Trend {iiber die gesamte Fassbatterie. Da diese Monosaccharide ihren
Ursprung ausschlieBlich im Traubenmost haben, konnte statt einer Bildung wihrend der

Lagerung von einer Aufkonzentrierung ausgegangen werden.

Die Ergebnisse der umfassenden quantitativen Analyse zeigten, dass einige der
Schliisselgeschmacksstoffe zwar iiber die Lagerungszeit hinweg abgebaut wurden, durch die
evaporative Aufkonzentrierung jedoch trotzdem in ihrer Bedeutung fiir den Geschmack

zunahmen.

2.2.3.2 Diskussion

Die sensorische Analyse von Proben einer aus acht Féssern bestehenden Lagerungsreihe eines
ABTM ergab, dass der Sauergeschmack mit zunehmender Reifezeit abnahm und sich in
seiner Qualitdt von stechend hin zu fruchtig-rund verdnderte. Im Gegensatz dazu nahmen
Stie und viskose Mundfiille in ihrer Intensitdt jeweils signifikant zu, wihrend die Astringenz

keiner Verdnderung unterlag.

Um die Verdnderungen auf sensorischer Ebene mit instrumentell-analytischen Daten
korrelieren zu konnen, wurden ausgewihlte Verbindungen in allen Proben der Lagerungsreihe
quantitativ erfasst. Die resultierenden Daten fiir die Zucker, Polyole, organischen S&uren,
Phenolcarbonsduren, Ellagtannine (27, 28), (+)-Dihydrorobinetin (29) und acetylierten
Verbindungen 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30), 1-O-Acetyl-5-D-fructopyranose (31)
und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) wurden, bezogen auf Frischgewicht bzw.

Trockenmasse, softwaregestiitzt normalisiert, in sogenannten Heatmaps visualisiert und ihr
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Verhalten mittels agglomerativer hierarchischer Clusteranalyse auf Ahnlichkeit hin

untersucht.

Die Ergebnisse der Datenanalyse zeigten, dass die Zunahme der Siile iiber die
Lagerungsreihe hinweg durch steigende Konzentrationen der Monosaccharide Glucose und
Fructose hervorgerufen wurde, wihrend die Anderung des Sauergeschmacks aus einer
Kombination von abnehmender Essigsdurekonzentration und zunehmenden Gehalten an
Fruchtsduren resultierte. Die Beriicksichtigung der ebenfalls mit steigendem Alter
zunehmenden Trockenmassen bzw. abnehmenden Wassergehalte der einzelnen Proben zeigte
allerdings, dass die steigende sensorische Relevanz der meisten Sensometaboliten auf einer
Aufkonzentrierung und nicht einer Bildung wihrend der Lagerung beruhte. Ausnahmen
waren die Polyole Sorbitol, Xylitol und Erythritol, 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) sowie
die acetylierten Verbindungen 30, 31 und 34, die ebenfalls bezogen auf die Trockenmasse
eine kontinuierliche Zunahme in ihren Gehalten mit steigender Lagerungszeit aufwiesen.
Dieses Ergebnis untermauerte die bereits postulierte Eignung von 5-Hydroxymethyl-2-
furaldehyd (33) und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) als Alterungsmarker (Del Signore,
2001; Masino et al., 2005) und legte eine Erweiterung dieser Substanzgruppe um die
Zuckeracetate 6-O-Acetyl-a-/3-D-glucopyranose (30) und1-O-Acetyl--D-fructopyranose (31)

nahe.

Die vorliegenden Ergebnisse machen deutlich, dass einige der Schliisselgeschmacksstoffe von
ABTM iiber die Reifezeit hinweg zwar abgebaut wurden, durch die evaporative
Autkonzentrierung jedoch trotzdem in ihrer sensorischen Bedeutung zunahmen. Diese
Kenntnisse kdnnen in Zukunft hilfreich sein, um die Optimierung des typischen Geschmacks
von ABTM gezielt durch Eingriffe in die technologischen Abldufe wéhrend der Herstellung

und Reifezeit zu steuern.

Zur molekularen Charakterisierung des siilverstarkenden Effekts von 34 wurden abschlieBend
wahrnehmungsphysiologische ~ Experimente mit dem  humanen Stirezeptor
hTAS1R2/hTAS1R3 durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel 2.2.4
dargestellt und diskutiert.
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2.24 Studien zur Aktivierung des hTAS1R2/hTAS1R3-SiiRrezeptors
2.2.4.1 SulBrezeptor-Aktivierung durch 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

Umfassende Time-Intensity-Sensoriken zeigten, dass die aus ABTM isolierte Verbindung
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) zur signifikanten Verlingerung der SiiBwahrnehmung
einer 4 %igen Saccharoselosung fithrte (vgl. Kapitel 2.2.1.5.4). Zur Identifizierung der
Ursache dieses siiBmodulierenden Effekts auf molekularer Ebene wurden in vitro Messungen
mit dem humanen Siirezeptor hTASIR2/hTASIR3 unter Verwendung von humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293 FlpIn T-Rex-Zellen) durchgefiihrt. Diese exprimieren
die Rezeptoruntereinheit hTAS1R2 stabil und die Untereinheit hTAS1R3 nach Induktion mit
Tetracyclin. Die Kopplung des Rezeptors an die Signaltransduktionskaskade (vgl. Kapitel
1.3.1) wird durch stabile Expression der G-Protein Chimére G,;5Gj; gewéhrleistet. Die durch
Aktivierung des Rezeptors induzierte Ausschiittung von Calcium im Zellinneren kann im
Folgenden mittels eines Calcium-sensitiven fluoreszierenden Farbstoffes detektiert werden,
wobei die Menge an cytosolischem Calcium mit dem Umfang der Rezeptoraktivierung
korreliert (Galindo-Cuspinera et al., 2006; Hennings et al., 2008) (Abbildung 63). Um falsch
positive bzw. negative Ergebnisse auszuschlieBen, mussten die empfindlichen Zellsysteme bei
jeder Messung auf ihre Funktion hin tiberpriift werden. Einerseits wurden parallel zu den
induzierten Zellen sogenannte Mock-Zellen, die kein funktionierendes Rezeptordimer
aufwiesen, mit den Liganden inkubiert. So konnten rezeptorspezifische Signale von
unspezifischen ,,Artefakt“-Signalen, die oft bei hoher konzentrierten Geschmacksstoffen
auftraten, unterschieden werden. Zum anderen erfolgte auf jede Applikation eines Analyten
zeitnah eine Isoproterenol-Stimulation. Dieses synthetische Catecholamin aktiviert in der
Zellwand lokalisierte, [-androgene Rezeptoren, die auch iiber GgsGiz an die
Signaltransduktionskaskade gekoppelt sind und fiihrt somit ebenfalls zur Detektion eines
Fluoreszenzsignals (Abbildung 63). So konnte das Messsystem im Hinblick auf verschiedene
Fehlerquellen, wie z.B. nicht-vitale Zellen, eine nicht intakte Signaltransduktionskaskade oder

unkorrekte Applikation der Liganden tiberpriift werden.
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Abbildung 63. Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des zellbasierten Siilirezeptorassays.
PLC = Phospholipase C; PIP, = Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat; IP; = Inositoltriphosphat; DAG =
Diacylglycerin; ER = Endoplasmatisches Reticulum; B8-AR = 3-androgener Rezeptor. In Anlehnung an
Galindo-Cuspinera et al., 2006.

Die ersten in vitro-Messungen mit 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) in einem
Konzentrationsbereich von 300 bis 10000 umol/l ergaben, dass die Verbindung bis zu einer
Konzentration von 3000 pmol/l artefaktfrei appliziert werden konnte. Zellen, die die
komplette Rezeptoreinheit hTASIR2/hTAS1R3 exprimierten, zeigten eine deutliche
Aktivierung durch 34. Im Gegensatz dazu wurde bei mit 34 versetzten Mock-Zellen keine
Calcium-Ausschiittung detektiert. Desweiteren fiihrte die kombinierte Zugabe von
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) (3000 pmol/l) und dem selektiven und potenten
Siiinhibitor Lactisol (1000 pmol/l) zu induzierten Zellen zur kompletten Suppression des
Signales (Abbildung 64). Diese Experimente belegen eindeutig die selektive Aktivierung des
humanen Siilrezeptors durch 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34). Dies stand allerdings im
Gegensatz zu den Ergebnissen der humansensorischen Experimente, die keinen intrinsischen

StiBgeschmack der Substanz ergaben (vgl. Kapitel 2.2.1.5.4).
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Abbildung 64. Fluoreszenzsignale, hervorgerufen durch Applikation von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34) mit und ohne Lactisol auf Zellen, die den humanen Siirezeptor exprimieren und auf Mock-Zellen.
Die Messungen zur Rezeptoraktivierung wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W.
Meyerhof (DIfE, Potsdam) durchgefiihrt.

Da der messbare Konzentrationsbereich der Verbindung aufgrund von Artefaktsignalen sehr
limitiert war, wurde keine Dosis/Wirkungs-Kurve aufgenommen, sondern nur die zur
Rezeptoraktivierung notwendige Schwellenwertskonzentration ermittelt. Diese ist definiert als
die Konzentration, deren Applikation ein signifikant hoheres Fluoreszenzsignal als das des
verwendeten Messpuffers (= Cl1-Puffer) hervorruft. Die Schwellenwertskonzentration von
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) fiir die Aktivierung des humanen Siifirezeptors betrug
100 umol/l. Weiterhin legte der Vergleich der SignalgrofBen, die durch dquimolare Mengen
(1000 pmol/1) an 34 (AF/F =0,66) und Saccharose (AF/F = 0,07) resultierten, das Furan-

derivat als potenten SiiBrezeptor-Liganden offen (Daten nicht gezeigt).

Eine zweite Reihe von Experimenten diente der genaueren Untersuchung der in vivo
detektierten Interaktion zwischen Verbindung 34 und Saccharose. Dazu wurden
Dosis/Wirkungskurven von Saccharose alleine (100 — 100000 umol/l) sowie Saccharose (100
— 100000 pmol/l) in Gegenwart einer konstanten Konzentration an 34 (500 pmol/l)
aufgenommen. Zusdtzlich wurde die Rezeptoraktivierung bei alleiniger Applikation von 34
(500 pmol/l) gemessen und der erhaltene Wert zur Kalkulation einer theoretischen
Dosis/Wirkungskurve von Saccharose und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd verwendet. So
sollten mogliche synergistische Effekte zwischen den beiden Verbindungen offengelegt

werden. Der Vergleich der drei resultierenden Kurven (Abbildung 65) zeigte, dass die
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Dosis/Wirkungskurve von Saccharose und 34 sich nicht signifikant von der, die sich durch
Addition der Einzelwerte beider Substanzen ergab, unterschied. Dies indizierte eine additive
und keine synergistische Wirkung von 34 auf das durch Saccharose erhaltene Signal. Ein
Mechanismus zur Geschmacksverstarkung durch Stabilisierung der geschlossenen Venus-Fly-
Trap-Konformation, der fiir allosterische Modulatoren des Umami- und Siifgeschmacks
gefunden wurde (Zhang et al., 2008, 2010), ist fiir 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) somit

unwahrscheinlich.
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Abbildung 65. Gemessene Dosis-Wirkungskurven zur Aktivierung des Siilrezeptors hTAS1R2/hTAS1R3
von Saccharose, Saccharose + 34 (500 pmol/l) und berechnete Dosis-Wirkungskurve von Saccharose + 34
(500 pmol/l), die aus der Addition der Einzelsignale der jeweiligen Verbindungen resultierte. Die
Messungen zur Rezeptoraktivierung wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W.
Meyerhof (DIfE, Potsdam) durchgefiihrt.

Die durchgefiihrten in vitro Experimente lieBen somit keine endgiiltige Klirung des
stiBmodulierenden Effekts von 34 auf molekularer Ebene zu. Aufgrund der eindeutig
nachgewiesenen selektiven Aktivierung des Siiirezeptors durch 34 ist mdglicherweise ein
verldngertes Rezeptorsignal an die afferenten Nerven die Ursache fiir die in vivo gefundene

Modulation.

Nachdem die Aktivierung des humanen Siilrezeptors hTASIR2/hTAS1R3 durch das
Furanderivat 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) eindeutig gezeigt werden konnte, sollte im
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Weiteren die Aktivierung des Rezeptors durch verschiedene Furan- sowie Pyrrol- und
Thiophenderivate untersucht werden, um mogliche Struktur/Wirkungsbeziehungen

offenzulegen.

2.2.4.2 SuBrezeptor-Aktivierung durch Furan-, Thiophen- und Pyrrol-Derivate

Zur Evaluierung von Struktur/Wirkungsbeziehungen wurden im Folgenden weitere Furan-,
Thiophen- und Pyrrolderivate auf ihr Potential zur Siiirezeptoraktivierung hin analysiert.
Abbildung 66 gibt einen Uberblick iiber die eingesetzten Verbindungen. Neben dem
ebenfalls in ABTM detektierten 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) wurden mit Furan-2-
carboxaldehyd (36) und 5-Methyl-2-furaldehyd (37) zwei Furan-2-aldehyde mit
verschiedenen Substituenten an Position 5 des Heteroringes untersucht. Die synthetisierten
Verbindungen 38, 39, 40 und 41 (vgl. Kapitel 3.5.6) sollten einen Einfluss eines im Vergleich
zu 34 verldngerten Acyloxy-Restes offenlegen. Substitutionen des Aldehydrestes wurden
durch Furan-2-carbonséure (42), Furan-2-carbonsduremethylester (43) und
2-(Hydroxymethyl)-furan (44) reprisentiert. Um die Relevanz des Heteroatoms im
Finfringsystem zu analysieren wurden weiterhin die schwefelhaltigen Verbindungen
Thiophen-2-carboxaldehyd (45), 5-Methyl-thiophen-2-aldehyd (46) und Thiophen-2-
carbonsdure (47) sowie das stickstoffhaltige Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) im Zellassay

eingesetzt.
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Abbildung 66. Strukturformeln von 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33), 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34), Furan-2-carboxaldehyd (36), 5-Methyl-2-furaldehyd (37), S-(Isobutanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd
(38), 5-(Butanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd 39), 5-(Hexanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd 40),
5-(Octanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd (41), Furan-2-carbonsiure (42), Furan-2-carbonsiuremethylester
(43), 2-(Hydroxymethyl)-furan (44), Thiophen-2-carboxaldehyd (45), S-Methyl-thiophen-2-aldehyd (46),
Thiophen-2-carbonsiure (47) und Pyrrol-2-carboxaldehyd (48).

Abbildung 67 zeigt die resultierenden Fluoreszenzsignale der Inkubation nicht induzierter
und induzierter HEK-Zellen mit den Verbindungen 33 — 48 sowie von induzierten Zellen mit
dem entsprechenden Liganden und Lactisol. Neben 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34)
aktivierten neun weitere der insgesamt 15 untersuchen Verbindungen den humanen
StiBrezeptor. Die Spezifitit des Signals wurde jeweils durch Applikation der jeweiligen
Verbindung auf Mockzellen sowie kombinierte Applikation mit dem Siiinhibitor Lactisol
bestitigt. Eine Ubersicht iiber eine mogliche Aktivierung des Rezeptors, den zur Analyse
eingesetzten Konzentrationsbereich sowie die jeweils hochste artefaktfrei messbare

Konzentration fiir die einzelnen Substanzen gibt Tabelle 31.

Unter den Furanderivaten aktivierten auller 34 auch 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33),
Furan-2-carboxaldehyd (36), 5-Methyl-2-furaldehyd (37), 5-(Isobutanoyloxy)-methyl-2-
furaldehyd (38) und Furan-2-carbonsdure (42) den SiBrezeptor. Furan-2-carbonsiure-

methylester (43) und 2-(Hydroxymethyl)-furan (44) aktivierten den Rezeptor nicht, was einen
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ersten Hinweis auf die Relevanz einer Aldehyd- bzw. freien Carboxylgruppe fiir die
Rezeptoraktivierunggab. Allerdings induzierten 5-(Butanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd (39),
5-(Hexanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd (40) und 5-(Octanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd (41),
die jeweils eine Aldehydgruppe in ihrer Struktur aufwiesen, kein Fluoreszenzsignal. Da diese
Verbindungen sich nur in der Linge des Acyloxyrestes von 34 und 38 unterschieden,
schienen auch weitere Faktoren, wie die Polaritit oder sterische Grof3e weiterer Seitenketten
einer Substanz ihr Potential zur Siilrezeptoraktivierung zu beeinflussen. Die Substitution des
Sauerstoffatoms im Fiinfring durch Schwefel oder Stickstoff ergab keine qualitativen
Verdnderungen im Bezug auf die Aktivierung. Die Applikation sowohl von Thiophen-2-
carboxaldehyd (45), 5-Methylthiophen-2-aldehyd (46) und Thiophen-2-carbonsiure (47) als
auch Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) ergab jeweils ein rezeptorspezifisches Signal (Abbildung
67).
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Abbildung 67. Detektierte Fluoreszenzsignale, die durch Applikation der Verbindungen 33 — 48, mit und
ohne Lactisol, auf Mockzellen und auf Zellen, die den humanen Siilrezeptor hTASIR2/hTAS1R3
exprimieren, resultieren. Die Nummerierung der Verbindungen bezieht sich auf Abbildung 66. Die
Messungen zur Rezeptoraktivierung wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W.
Meyerhof (DIfE, Potsdam) durchgefiihrt.
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Tabelle 31. In FLIPR-Experimenten detektierte Aktivierung des humanen Siilrezeptors
hTAS1R2/hTAS1R3, gemessener Konzentrationsbereich und jeweilige Artefaktkonzentrationen fiir die

Verbindungen 33 — 48.

Aktivierung des hochste
Verbindung “humanen gemes.sener - artefaktfre.ie
Siilrezeptors Konzentrationsbereich Konzentration

hTAS1R2/hTAS1IR3 [pmol/1] [pmol/1]
33 + 30 — 100000 10000
34 + 3-10000 3000
36 + 10 — 30000 3000
37 + 10 — 30000 3000
38 + 3 -3000 900
39 - 30-3000 300
40 - 100 — 3000 300
41 - 10 —-3000 100
42 + 30 — 10000 3000
43 - 1000 — 30000 10000
44 - 300 — 100000 30000
45 + 3-10000 3000
46 + 100 — 10000 2000
47 + 100 — 10000 3000
48 + 3 —10000 5000

Die Nummerierung der Substanzen bezieht sich auf Abbildung 66; Die Messungen zur Rezeptoraktivierung
wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Meyerhof (DIfE, Potsdam) durchgefiihrt.

Um die Aktivierung des Siirezeptors durch die verschiedenen Verbindungen quantitativ
erfassen zu konnen und dadurch detaillierte Einblicke in Struktur/Wirkungsbeziehungen zu
bekommen, wurden im Folgenden Schwellenwertskonzentrationen fiir alle Verbindungen
ermittelt. Zudem erfolgte ein Vergleich der erhaltenen SignalgroBen bei Inkubation der HEK -
Zellen mit jeweils 1000 umol/l jeder Verbindung. Die in Abbildung 68 dargestellten
Ergebnisse zeigen die Unterschiede in der Rezeptoraktivierung durch die einzelnen

Verbindungen.
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Abbildung 68. Resultierende AF/F-Werte bei Applikation von 1000 pmol/l sowie Schwellenwerte [pmol/l]
zur Rezeptoraktivierung der Verbindungen 33, 34, 36, 37, 38, 42, 45, 46, 47 und 48. Nummerierung der
Verbindungen bezieht sich auf Abbildung 66. Die Messungen zur Rezeptoraktivierung wurden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Meyerhof (DIfE, Potsdam) durchgefiihrt.

Die grofiten Signale ergab die Applikation von je 1000 umol/l 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34) und Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) gefolgt von 5-(Isobutanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd
(38) und Thiophen-2-carboxaldehyd (45). Fiir diese vier Substanzen wurden zudem mit
Werten von 100 (34, 48) und 200 pmol/l (38, 45) die geringsten Schwellenwerte gefunden.
Mit AF/F-Werten von 0,28 wund 0,27 riefen Thiophen-2-carbonsdure (47) und
5-Methylthiophen-2-aldehyd (46) eine moderatere Aktivierung des Siilrezeptors hervor. Noch
geringer war die Aktivierung durch die vier Furanderivate 33, 36, 37 und 42, die zudem auch
die hochsten Schwellenwerte (500 — 700 pmol/l) aufwiesen. Die sehr schwache Wirkung von
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) spiegelt die Ergebnisse der humansensorischen
Experimente wider, bei denen selbst hohe Konzentrationen keinen stiBmodulierenden Effekt

aufwiesen (vgl. Kapitel 2.2.1.5.4).

Die Resultate belegten die Korrelation von Struktur und Stirke der Rezeptoraktivierung,
wobei vor allem drei Elemente relevant erschienen: Die Carbonylfunktion an Position 2 des
Ringes zeigte sich schon bei der qualitativen Analyse als wichtiges Merkmal. Der Vergleich
der Rezeptoraktivierung durch dquimolare Mengen an z.B. Thiophen-2-carboxaldehyd (45)
und Thiophen-2-carbonsdure (47) zeigte, dass die Aldehydfunktion eine stirkere
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Rezeptoraktivierung zur Folge hatte als die Carboxylfunktion. Diese Annahme lieB sich
allerdings nicht auf die entsprechenden Furanderivate 36 und 42 {ibertragen, da diese keine

signifikanten Unterschiede in der Hohe des Fluoreszenzsignals zeigten.

Als zweiten Faktor zeigten die Verbindungen, die Schwefel oder Stickstoff im Fiinfring
aufwiesen, ein groBeres Potential zur Rezeptoraktivierung als die entsprechenden Oxa-
Analoga. So fiihrten Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) und Thiophen-2-carboxaldehyd (45) zu um
den Faktor 3 — 4 hoheren Fluoreszenzsignalen als Furan-2-carboxaldehyd (36). Fiir die
korrespondierenden Substanzen 5-Methyl-thiophen-2-aldehyd (46) und 5-Methyl-2-
furaldehyd (37) sowie Thiophen-2-carbonsdure (47) und Furan-2-carbonsédure (42) wurden
analoge Ergebnisse gefunden (Abbildung 68). Da weiterhin 48 gegeniiber 45 eine leicht, aber
signifikant hohere Rezeptoraktivierung sowie einen geringeren Schwellenwert aufwies, wurde
fiir die Heteroatome im Fiinfring im Hinblick auf die Stirke der Rezeptoraktivierung die

Reihenfolge N > S > O postuliert.

Allerdings ergaben die Furanderivate 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) und
5-(Isobutyloxy)-methyl-2-furaldehyd (35) eine genauso grof8e Rezeptoraktivierung wie 48
bzw. 45. Das Strukturmerkmal, das erstere Verbindungen aufwiesen und das sie gleichzeitig
von den anderen beiden Verbindungen unterschied, war die Acyloxygruppe an Position 5 des
Ringes. Die Tatsache, dass die weiteren eingesetzten Acyloxy-Furan-Derivate 39 — 41 keine
Rezeptoraktivierung hervorriefen, deutete darauf hin, dass neben der Carbonylfunktion auch
die Lange bzw. Polaritét dieser Seitenkette eine Rolle spielten. Weiterhin zeigte sich auch ein
sterischer Faktor, da 5-(Isobutyloxy)-methyl-2-furaldehyd (38) zwar den Rezeptor aktivierte,
die geradkettige Form der Verbindung 5-(Butyloxy)-methyl-2-furaldehyd (39) hingegen nicht.

Weiterhin wurde die Relevanz der Seitenketten an Position 5 des Heterorings fiir die
Rezeptoraktivierung untermauert. Beispielsweise sind zwar die Schwellenwerte flir Thiophen-
2-carboxaldehyd (45) und 5-Methyl-thiophen-2-aldehyd (46) gleich grof3, bei Applikation
einer dquimolaren Konzentration von 1000 pumol/l ergaben sich allerdings signifikante
Unterschiede in den rezeptorspezifischen SignalgroBen. Ein dhnliches, wenn auch nicht so
deutliches Verhalten zeigten die entsprechenden Furanderivate 36 und 37. Dies zeigte den
Beitrag von weiteren Seitenketten am Ring, der sich je nach Polaritdt und Lénge positiv oder

negativ auf die Stirke der Rezeptoraktivierung auswirken kann.
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Um neben 33 und 34 auch fiir weitere Verbindungen die Daten der in vitro-Experimente mit
humansensorischen Daten korrelieren zu konnen, wurden abschlieBend fiir einige der
untersuchten Verbindungen Geschmacksqualititen und -schwellenwerte ermittelt (Tabelle
32). Dabei zeigte sich, dass in Ubereinstimmung mit den fiir 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34) gefundenen Ergebnissen keines der weiteren Furanderivate 36, 37, 39 und 42 einen siilen
Geschmack aufwies, auch wenn eine schwache Aktivierung des Siirezeptors detektiert
wurde. Lediglich Furan-2-carboxaldehyd (36) rief ab einer Konzentration von 6000 umol/l
einen bitteren Geschmackseindruck hervor. Von den Acyloxy-Furanderivaten 38, 40 und 41,
die den Rezeptor nicht aktivierten, wurden fiir 40 und 41 bittere Geschmackseigenschaften
mit Schwellenwerten von 1000 und 470 pmol/l gefunden. Einzig Thiophen-2-carboxaldehyd
(45) und Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) wurden ab Konzentrationen von 650 bzw. 860 pmol/l

als sufischmeckend beschrieben.

Tabelle 32. Geschmacksqualititen und psychophysikalische Geschmacksschwellenwerte einiger im
Zellassay untersuchten Verbindungen.

Verbindung® Geschmacksqualitéitb Geschmacksschwellenwert

(umol/l)’
36 bitter 6000
37 n.d. n.d.
38 n.d. n.d.
39 n.d. n.d.
40 bitter 1000
41 bitter 470
42 n.d. n.d.
45 stfy 650
48 st} 860

® Nummerierung der Verbindungen bezieht sich auf Abbildung 66. ° Geschmacksqualititen und
Geschmacksschwellenwerte wurden in Sensorikwasser (pH 3,0; 1 % EtOH) bestimmt; n.d. nicht detektierbar.

2243 Diskussion

Um die sensorischen Eigenschaften des SiiBmodulators 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34)
auf Rezeptorebene zu kliren, wurden Untersuchungen am humanen Siilrezeptor

hTAS1R2/hTASIR3 durchgefiihrt. Eine erste Reihe von Experimenten zeigte, dass die
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alleinige Applikation von 34 auf induzierte HEK293-Zellen bereits ab einer Konzentration
von 100 umol/l zu einer Aktivierung des Siirezeptors fiihrte. Hingegen wies 34 bei der
humansensorischen Analyse bis 2000 umol/l keinerlei Eigengeschmack auf. Griinde hierfiir
konnen in den Unterschieden zwischen in-vitro- und in-vivo-Bedingungen fiir das
Heterodimer hTAS1R2/hTASIR3 liegen. In der Literatur sind verschiedene Beispiele
publiziert, die die Relevanz von natiirlich vorkommenden Begleitproteinen oder
verschiedenen G-Proteinen fiir die Funktionalitit und Aktivierung von Geschmacksrezeptoren

verdeutlichen (Behrens et al., 2006; llegems et al., 2010; Reichling et al., 2010).

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurden rezeptorvermittelte Dosis-Wirkungskurven
von Saccharose mit und ohne Zusatz von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) aufgenommen.
Dabei zeigte sich, dass die Wirkung von 34 auf die Rezeptoraktivierung durch Saccharose
keinem synergistischen, sondern einem additiven Mechanismus unterlag. Ein Mechanismus
zur Geschmacksverstirkung durch die Stabilisierung der geschlossenen Venus-Fly-Trap-
Konformation, der fiir allosterische Modulatoren des Umami- und SiiBgeschmacks gezeigt
wurde (Zhang et al., 2008, 2010), war fiir 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) somit als
unwahrscheinlich anzusehen. Die durchgefiihrten in vitro Experimente lieBen somit keine
endgiiltige Klarung des siiBmodulierenden Effekts von 34 auf molekularer Ebene zu.
Aufgrund der eindeutig nachgewiesenen selektiven Aktivierung des Siirezeptors durch 34
war moglicherweise ein verldngertes Rezeptorsignal an die afferenten Nerven die Ursache fiir
die Modulation, die in den humansensorischen Time-Intensity-Experimenten gefunden wurde.
Zur endgiiltigen Kliarung der Ursachen, die der verldngerten SiiBwahrnehmung durch 34
zugrunde liegen, sind zukiinftig weitere rezeptorbasierte Experimente unter Verwendung

chimirer Rezeptoren oder gezielter Punktmutationen notwendig.

Nachdem die spezifische Aktivierung des humanen SiiBrezeptors durch 5-Acetoxymethyl-2-
furaldehyd (34) gezeigt wurde, konnten durch weitere Experimente mit verschiedenen Furan-,
Thiophen- und Pyrrolderivaten Struktur-Wirkungsbeziehungen im Hinblick auf eine
Aktivierung des hTAS1R2/hTAS1R3-Rezeptorpaares offengelegt werden. Die Applikation
von elf Furanderivaten (33 — 44), drei Thiophenderivaten (45 — 47) und Pyrrol-2-
carboxaldehyd (48) im Zellassay zeigte nicht nur fiir 34 sondern auch fiir neun weitere
Verbindungen einespezifische Rezeptoragonist-Aktivitit. Dabei wurde deutlich, dass die
Anwesenheit einer Aldehyd- oder Carboxylfunktion essentiell fiir die Rezeptoraktivierung
war. Weiterhin legten die Aufnahme von Schwellenwerten und ein Vergleich der

SignalgréBen bei dquimolaren Mengen die Abhdngigkeit der Signalgrofle von der Polaritét der
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zweiten Seitenkette und der Elektronegativitit des Heteroatoms offen. Als bester Agonist flir
den SiBrezeptor wurde 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) gefunden, gefolgt von
5-(Isobutanoyloxy)-methyl-2-furaldehyd (38) und Thiophen-2-carboxaldehyd (45).
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3 Experimenteller Teil

3.1 Untersuchungsmaterial, Reagenzien und Materialien

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Der fiir die Untersuchungen verwendete Parmesankése wurde in drei Reifestufen (13, 24 und
30 Monate = P-13, P-24 und P-30) von einer lokalen Kiserei aus der Region Parma, Italien
erhalten (Késerei Orlandini, Vio Campo del Fico 36, 43024 Campora di Neviano degli
Arduini, Parma, Italien) und in 1 kg Stiicken geliefert, welche bis zur Verwendung bei - 20 °C

gelagert wurden.

Rohmilch wurde von einem Landwirt aus der Region Ebersberg erhalten und bis zur

zeitnahen Verwendung bei 4 °C gelagert.

Der verwendete Aceto Balsamico di Modena (= ABM) war kommerziell erhiltlich und
stammte aus der Acetaia Belli (Via Nouva 55/C, 41017 Casoni di Ravarino, Modena, Italien).
Der untersuchte Aceto Balsamico Tradizionale di Modena (= ABTM) (,,affinato*- Qualitit,
mindestens 12 Jahre gelagert) sowie die einzelnen Lagerungsstufen einer aus 8 Féssern
bestehenden Batteria (Fass A (Akazie, 50 1), Fass B (Kastanie, 40 1), Fass C (Kirsche, 30 1),
Fass D (Maulbeere, 23 1), Fass E (Eiche, 13 1), Fass F (Kastanie, 10 1), Fass G (Kastanie, 5 1),
Fass H (Kastanie, 5 1)) wurden von der ,,Acetaia La Noce* erhalten (Via Giardini Nord 9771,
9764 Montagnana di Serramazzoni, Modena, Italien). Die Lagerung der Essigproben erfolgte

bei 4 °C unter Lichtausschluss.

3.1.2 Reagenzien

Alle verwendeten Reagenzien waren, sofern nicht anders angegeben, von p.a.-Qualitét.
Losungsmittel fiir die HPLC-Analysen waren von HPLC-Qualitét, Losungsmittel fiir die LC-
MS-Analysen waren von LC-MS-Qualitit. Wasser fiir die HPLC- und LC-MS-Analyse sowie
zur Extraktion des Késes und Ultrafiltration des Essigs wurde einer Millipore-Station
(Gradient A System, Millipore, Billerica, USA) entnommen. Fiir sensorische Experimente
wurde, wenn nicht anders angegeben, kommerziell erhéltliches, stilles Mineralwasser

(Evian®™) verwendet.
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Losungsmittel
2-Propanol, Merck, Darmstadt

Acetanhydrid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Acetonitril, HPLC grade, Merck, Darmstadt

Acetonitril, LC-MS grade, Mallinckrodt-Baker, Griesheim
Ameisensdure (98 — 100 %), Merck, Darmstadt
Ammoniumacetat-Losung, 10 M, Sigma-Aldrich, Steinheim
Dichlormethan, Merck, Darmstadt

Diethylether, Merck, Darmstadt

Essigsdure (100 %), Merck, Darmstadt

Ethylacetat, Merck, Darmstadt

Heptan, J.T Baker, Deventer, Niederlande

Methanol, p.a., Merck, Darmstadt

Methanol, HPLC grade, Merck, Darmstadt

Methanol, LC-MS grade, Mallinckrodt-Baker, Griesheim
Pyridin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Salzsaure, 1 M, Merck, Darmstadt

Toluol, Merck, Darmstadt

Triethylamin, Fluka, Steinheim

Trifluoressigsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Aminosduren

Glycin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Alanin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Arginin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Asparagin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Asparaginsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Glutamin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Glutaminsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Histidin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Isoleucin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Leucin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Lysin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Methionin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Phenylalanin, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Prolin, Sigma-Aldrich, Steinheim
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L-Serin, Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Threonin, Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Tryptophan, Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Tyrosin, Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Valin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Glycin-(U-"C,,""N, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Arginin*HCI-(U-"Cs, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Asparagin*H,O-(°’Na, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L—Asparaginséure—(U—13C4, —15N, 97-99 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Glutamin-(U-13C5, 97-99 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L—Glutaminséure—(U—13C5,—15N, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Histidin*HCl*HZO-(U-l3C6, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L—Isoleucin—(U—13C6, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Leucin-(1,2-13 C2, 99 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA

L-Lysin*2 HCI—(U—13C6, U—15N2, 97-99 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Methionin-(Methyl-ds, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Phenylalanin-(Ring-ds, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Prolin-(U-"Cs, -'°N), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L—Serin—(U—13C3, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Threonin-(U-13 Cy, -lSN, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Tryptophan-(Indol-ds, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L-Tyrosin-(Ring-ds, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
L—Valin—(U—lSCs, BN, 98 %), Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA

Biogene Amine

1,4-Diaminobutan*HCI, Acros Organics, Geel, Belgien
1,5-Diaminopentan, Acros Organics, Geel, Belgien
2-Phenylethylamin, Merck, Darmstadt
Dansylchlorid, Acros Organics, Geel, Belgien
Histamin*HCI, Merck, Darmstadt
Histamin-ds*HCI, CDN Isotopes, Quebec, Kanada
Isopentylamin, Merck, Darmstadt
Spermidin*3HCI, Fluka, Buchs, Schweiz
Spermin*4HCI, Fluka, Buchs, Schweiz
Tryptamin*HCI, Merck, Darmstadt

Tyramin*HCI, Fluka, Buchs, Schweiz
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Tyramin-d4*HCI, CDN Isotopes, Quebec, Kanada

Glutamylpeptide

H-Glu-(Ala-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(GIn-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Glu-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Gly-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(His-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Leu-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Lys-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Met-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Phe-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Trp-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Tyr-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-(Val-OH), Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Ala-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Asp-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Glu-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Gly-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Lys-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Thr-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Trp-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Tyr-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Glu-Val-OH, Bachem, Weil am Rhein
H-Gly-Gly-OH, Bachem, Weil am Rhein

1,3-Diisopropylcarbodiimid, Sigma-Aldrich, Steinheim
4-Dimethylaminopyridin, Fluka, Neu-Ulm
Benzoesdureanhydrid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Benzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorophosphat (PyBop®), Sigma-
Aldrich, Steinheim

Fmoc-L-Ala-[°Cs], Sigma-Aldrich, Steinheim
Fmoc-L-Asp(OtBu)-Wang-Harz, Sigma-Aldrich, Steinheim
Fmoc-L-Glu-OtBu, Bachem, Weil am Rhein
Fmoc-L-Ile-Wang-Harz, Sigma-Aldrich, Steinheim
Fmoc-L-Thr(tBu)-Wang-Harz, Sigma-Aldrich, Steinheim
Hydroxybenzotriazol, Sigma-Aldrich, Steinheim
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N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA), Fluka, Neu-Ulm
N,N-Dimethylformamid zur Synthese, Merck, Darmstadt
Ninhydrin, Merck, Darmstadt

Piperidin, Fluka, Neu-Ulm

Zucker und Polyole

1,2-Propandiol, Sigma-Aldrich, Steinheim
2,3-Butandiol, Sigma-Aldrich, Steinheim
D-Fructose, Sigma-Aldrich, Steinheim
D-Glucose, Merck, Darmstadt
D-Glucose-[*Cq], Silantes, Miinchen
D-Sorbitol, Sigma-Aldrich, Steinheim
Glycerin, Sigma-Aldrich, Steinheim
Mannitol, Aldrich, Taufkirchen
meso-Erythritol, Sigma-Aldrich, Steinheim
meso-Inositol, Riedel-De Haén, Seelze-Hannover
Ribitol, Sigma-Aldrich, Steinheim

Xylitol, Sigma-Aldrich, Steinheim

Freie Fettsduren

Buttersdaure, Merck, Darmstadt
Caprinsdure, Roth, Karlsruhe
Capronsdure, Merck, Darmstadt
Caprylsdure, Fluka, Buchs, Schweiz
Heptadecanséure, Fluka, Buchs, Schweiz
Isobuttersiure, Fluka, Buchs, Schweiz
Laurinsaure, Fluka, Buchs, Schweiz
Mpyristinsdure, Roth, Karlsruhe
Natriumsulfat, wasserfrei, Griissing, Filsum
Olsdure, Fluka, Buchs, Schweiz
Palmitinsdure, Merck, Darmstadt
Pelargonsdure, Merck, Darmstadt
Propionsiure, Fluka, Buchs, Schweiz
Stearinsdure, Fluka, Buchs, Schweiz
Tridecansiure, Fluka, Buchs, Schweiz

Valeriansdure, Fluka, Buchs, Schweiz
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Phenolische Verbindungen

(+)-Dihydrorobinetin, Extrasynthese, Genay, Frankreich
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim
Acetylchlorid-[*C,], Sigma-Aldrich, Steinheim

Castalagin, Dr. Timo Stark, Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik,
Freising

Chinaséure, Fluka, Neu-Ulm

Coniferylaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim

Ellagsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Ferulasaure, Fluka, Neu-Ulm

Furan-2-carbonsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
Gallusséure, Sigma-Aldrich, Steinheim
Gallusséureethylester, Fluka, Neu-Ulm
Gallussduremethylester, Fluka, Neu-Ulm

Gentisinsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
para-Hydroxybenzoesdure, Merck, Darmstadt
Protocatechusiure, Roth, Karlsruhe

Sinapinaldehyd, Extrasynthese, Genay Cedex, Frankreich
Sinapinsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Syringaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim

Syringinsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
trans-Kaffeesaure, Merck, Darmstadt
trans-p-Coumarsaure, Fluka, Neu-Ulm

Vanillin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Vanillinsiure, Fluka, Neu-Ulm

Vanillinsdureethylester, Apin Chemicals, Oxon, Grof3britannien
Vescalagin, Dr. Timo Stark, Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik,

Freising

Organische Sduren

Ammoniumcitrat, Fluka, Neu-Ulm
Bernsteinsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
Citronensdure, Griissing, Filsum

DL-Apfelsiure, Riedel-De Haén, Seelze-Hannover

Gluconsidure, Sigma-Aldrich, Steinheim
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Glykolsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Milchsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Weinséure, Griissing, Filsum

Oxalsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Mineralische Anionen und Kationen

Calciumchlorid, Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid, Sigma-Aldrich, Seelze

Kaliumphosphat tribasisch Monohydrat, Sigma-Aldrich, Steinheim
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, Griissing, Filsum

Ionenchromatographie

Heptafluorbuttersdure, Sigma-Aldrich, Steinheim
Methansulfonsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumhydroxid (50 %), Sigma-Aldrich, Steinheim

Zusitzliche Substanzen fir sensorische Untersuchungen

Calciumacetat-Hydrat, Sigma-Aldrich, Steinheim
Calcium-L-Lactat-Pentahydrat, Merck, Darmstadt
di-Kaliumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
di-Kaliumtartrat-Hemihydrat, Fluka, Neu-Ulm
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck, Darmstadt
di-Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat, Merck, Darmstadt
Histamin, Sigma-Aldrich, Steinheim
Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Kalium-L-Glutamat-Monohydrat, Merck, Darmstadt
Magnesiumacetat-Tetrahydrat, Sigma-Aldrich, Steinheim
Magnesium-L-Lactat-Dihydrat, Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumcarbonat, Sigma-Aldrich, Seelze
Natriumhydroxid Pldtzchen p.a., Merck, Darmstadt
Natrium-L-Glutamat Monohydrat, Merck, Darmstadt
Natriumsaccharin, Fluka, Neu-Ulm

Saccharose, Sigma-Aldrich, Steinheim

Tyramin, Symrise, Holzminden
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Mikrobiologische Untersuchungen/GGT-Aktivitat
Biotin, Merck, Darmstadt

Clarifying Reagent flir Milchprodukte, Fluka, Neu-Ulm
Cobalamin, Merck, Darmstadt

Fleischextrakt, Fluka, Neu-Ulm

Folsdure, Merck, Darmstadt

Hefeextrakt, Merck, Darmstadt

L-Glutamin-[*Cs], Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA
L-Glutaminsédure-y-(p-nitroanilid), Sigma-Aldrich, Steinheim
M17 Medium, Merck, Darmstadt

Mangansulfat-Monohydrat, Merck, Darmstadt

Nikotinsdure, Merck, Darmstadt

Panthothensdure, Merck, Darmstadt

PBS-Puffer, Sigma-Aldrich, Steinheim

Pepton, Merck, Darmstadt

Pyridoxalphosphat, Merck, Darmstadt

Riboflavin, Merck, Darmstadt

Thiamin, Merck, Darmstadt
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Merck, Darmstadt
Tween 80, Merck, Darmstadt

Zellbasierte Rezeptorstudien

2-(Hydroxymethyl)-furan, Sigma-Aldrich, Steinheim
5-Methyl-2-thiophen-2-carboxaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim
5-Methyl-2-furaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim
Buttersdurechlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Invitrogen, Karlsruhe
Fetal-calf-serum (FCS), Biochrom AG, Berlin
Fluo-4-acetoxymethylester, Molecular Probes, Karlsruhe
Furan-2-carbonsduremethylester, Sigma-Aldrich, Steinheim
Furan-2-carboxaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim
Glutamax-Medium, Invitrogen, Karlsruhe

Hexansaurechlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Hygromycin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Isobuttersdurechlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Isoproterenol, Sigma-Aldrich, Steinheim
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N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsdure (HEPES), Sigma-Aldrich, Steinheim
Natrium-2-(4-Methoxyphenoxy)propionat (Lactisol), Cargill, Minneapolis, USA
Octansdurechlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Penicillin-G, 10000 Units/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim
Penicillin-Streptomycin, Invitrogen, Karlsruhe

Poly-D-Lysin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Probenecid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Pyrrol-2-carboxaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim

Streptomycin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Tetracyclin, Sigma-Aldrich, Steinheim

Thiophen-2-carboxaldehyd, Sigma-Aldrich, Steinheim

Thiophen-2-carbonsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypsin, Biochrom AG, Berlin

NMR

3-(Trimethylsilyl)propionsdure-ds, Sigma-Aldrich, Steinheim

Deuteriertes Methanol (MeOD-dy), Euriso-Top, Gif-Str-Yvette, Frankreich
Deuteriumoxid (D,0), Euriso-Top, Gif-Sir-Yvette, Frankreich

3.1.3 Materialien

96-Well-Mikrotiterplatten, Greiner Bio-One, Frickenhausen

Bacterial E.Z.N.A-DNA Kit, Omega BioTek, Norcross, GA, USA
Bond Elut NHy, 1 g/3ml, Varian, Darmstadt

Enzytec D-Glucose/D-Fructose Kit, R-Biopharm, Darmstadt

Enzytec Gluconsaure Kit, R-Biopharm, Darmstadt

QIAquick PCR Purification kit, Qiagen, Hilden

RC-S Membranfilter, 0,45 um, Whatman, Schleicher & Schiill, Dassel
Sephadextm LH-20, GE-Healthcare, Miinchen

Strata C18, 55 um, 10 g/60 ml Giga Tubes, Phenomenex, Aschaffenburg
Vivaflow 200, 5000 MWCO PES Membran, Sartorius, Gottingen
Wang-Harz, Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Die Untersuchungen zur Mikroflora des Parmesankidses (siche Kapitel 3.4.3) wurden am
Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie der TU Miinchen (Prof. Dr. Rudi F. Vogel) in
Freising in Zusammenarbeit mit Dr. Jirgen Behr und PD Dr. Matthias A. Ehrmann
durchgefiihrt. Neben den aus dem vorliegenden Parmesankése isolierten Bakterienstimmen
wurden weitere Untersuchungen mit folgenden Bakterienstimmen durchgefiihrt:
Lactobacillus rhamnosus (DSM8744, DSM8745, DSM8746), L. paracasei ssp. paracasei
(DSM5622"), L. paracasei ssp. tolerans (DSM20258") und L. delbrueckii (TMW1.442;
TMW: Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie, TU Miinchen, Freising-Weihenstephan).

3.3 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Untersuchungen zur Aktivierung des Siilrezeptors durch verschiedene Furan-, Thiophen-
und Pyrrolderivate (sieche Kapitel 3.5.5) wurden im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes im
Arbeitskreis von Prof. Dr. W. Meyerhof am Deutschen Institut fiir Erndhrungsforschung
(DIfE), Potsdam-Rehbriicke mit Unterstlitzung von Dr. Anne Brockhoff und Juliane Bojahr
durchgefiihrt.

3.4 Parmesankase

3.4.1 Herstellung eines Wasserextraktes

Parmesankise (50 g), der zuvor mit einem Kiichenmesser zerkleinert wurde, wird in einem
Zentrifugenbecher mit entionsiertem Wasser (300 ml) versetzt und mittels eines Ultra-Turrax
T25 digital (Ika Labortechnik, Staufen) fiir 5 Minuten bei 12000 rpm homogenisiert. Die
Suspension wird anschliefend bei 4 °C und 9000 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert (Avanti
J-E, Beckmann-Coulter, Krefeld) und der wissrige Uberstand durch Filtration von der
Protein- und Fettschicht getrennt. Protein und Fettschicht werden ein zweites Mal unter den
gleichen Bedingungen extrahiert, die wéssrigen Phasen vereinigt und anschlieBend
gefriergetrocknet. Der so erhaltene wasserlosliche Extrakt (WE) wird im Morser

homogenisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Die Proteinschicht wird ebenfalls gefriergetrocknet und homogenisiert. Fett- und Proteinphase

werden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.4.2 Quantitative Analysen
3.4.21 Quantitative Analysen mittels HPIC

Fiir die Quantifizierungen mittels lonenchromatographie wird WE-24 in angemessener Menge
eingewogen (25 mg), in Millipore Wasser (50 ml) geldst, membranfiltriert (0,45 pum, RC-S,
Whatman, Schleicher & Schiill, Dassel) und fiir die Analyse verwendet.

3.4.2.1.1 Anionen

Die Anionen Chlorid, Phosphat und Lactat werden an HPIC-System 1 (siche Kapitel 3.7.3)

unter Verwendung der folgenden Parameter bestimmt.

Stationdre Phase: Ton Pac® AS 11-HC, 250 x 2 mm (Dionex, Idstein)
Vorsiule: Ton Pac® AG 11-HC, 5 x 2 mm (Dionex, Idstein)
Temperatur: 30 °C
Detektion: Leitfahigkeit
Suppressor: ASRS® Ultra IT (2mm)
Suppressorstrom: 76 mA
Injektionsvolumen: 10 pl
Flussrate: 0,38 ml/min
Mobile Phase: A: H,O
B: 5 mM NaOH
C: 100 mM NaOH
Gradient: 0 min: 80 % A;20 % B; 0% C

8 min: 80 % A;20 % B; 0% C
18 min: 85 % A; 0% B; 15% C
28 min: 70 % A; 0 % B; 30 % C
38 min: 40 % A; 0 % B; 60 % C
40 min: 80 % A; 20 % B; 0 % C
50 min: 80 % A; 20 % B; 0 % C
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Die Quantifizierung erfolgt extern mittels 6-Punkt-Kalibration (0,1 — 100 mg/l) unter

Verwendung der Referenzsubstanzen Natriumchlorid, Natriumphosphat und Natriumlactat.

3.4.2.1.2 Mineralische Kationen

Mineralische Kationen werden an HPIC-System 2 (siehe Kapitel 3.7.3) unter Verwendung der

folgenden Parameter bestimmt.

Stationdre Phase: TonPac® CS16, 250 x 3 mm (Dionex)
Vorsiule: TonPac® CG16, 50 x 3 mm (Dionex)
Temperatur: 40 °C

Detektion: Leitfahigkeitsdetektion

Suppressor: CSRS® Ultra II (2 mm)
Suppressorstrom: 37 mA

Injektionsvolumen: 10 pl

Flussrate: 0,36 ml/min

Mobile Phase: 30 mM Methansulfonsdure

Gradient: isokratisch, 20 min

Die Quantifizierung erfolgt extern mittels 6-Punkt-Kalibration (0,1 — 100 mg/l) unter
Verwendung der Referenzsubstanzen Calciumchlorid, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid und

Natriumchlorid.

3.4.2.2 Quantitative Analysen mittels LC-MS/MS
3.4.2.2.1 Freie Aminosauren

Der WE aus Kise der verschiedenen Reifestufen wird in angemessener Menge eingewogen
(20 mg), in Millipore-Wasser (50 ml) gelost, membranfiltriert, ein Aliquot (990 pul) mit einer
Losung der internen Standards (10 pl; je 1 mg/l) versetzt und fiir die Analyse verwendet. Die
Bestimmung der freien Aminosduren erfolgt mittels der jeweiligen isotopenmarkierten

Standards an LC-MS-System 1 (siche Kapitel 3.8.2.1).
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Polaritit:

Scan Modus:
Quellenspannung:
Curtain gas:
Temperatur:
Nebulizer gas:
Heater gas:

CAD:

EP:

Stationédre Phase:

Injektionsvolumen:

Flussrate:

Mobile Phase:

Gradient:

positiv

MRM (Multiple Reaction Monitoring)

+5500 V

25 (N)

650 °C

50 (Druckluft)

60 (N2)

Medium

10

TSKgel Amide 80, 150 x 4,6 mm, 3 um (Tosoh Bioscience,

Stuttgart)

10 pul

1 ml/min

A: 5 mM Ammoniumacetat in Acetonitril/H,O (95/5, v/v,

pH 3.,5)

B: 5 mM Ammoniumacetat in H,O (pH 3,5)
O min: 85 % A;15%B
3min: 85 % A;15%B

10 min: 75 % A; 25 % B

15 min: 50 % A; 50 % B

18 min: 0% A; 100 % B

22 min: 0 % A; 100 % B

25 min: 85 % A; 15 % B

35 min: 85% A;15% B

Unmarkierte und markierte Referenzen werden in verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen

von 0,04 bis 5 gemischt, wobei die Konzentration der internen Standards konstant bleibt

(1 mg/l). Kalibriergeraden und Responsefaktoren werden durch das Auftragen der

Flachenverhéltnisse (Flache

Analyt/Fliche IS) gegen die Konzentrationsverhéltnisse

(Konzentration Analyt/Konzentration IS) erhalten (8 Messpunkte).
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Tabelle 33. Fiir die Quantifizierung der einzelnen Aminosiuren verwendeten Masseniiberginge (m/z),
Dwell time (msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V), Cell Exit Potential (CXP

in V) sowie jeweils ermittelter Responsefaktor (Rf).

Aminosiure m/s l:iwn::;l DP CE CXP Rf
Glycin 76,0—76,0 10 31 45 46
Glycin-[C,] 78,1—78,0 10 +37 46 +5 ’
L-Alanin 90,1—90,0 10 26 45 46 o
L-Alanin-["°C;] 93,0—93,0 10 +41 45 +5 ’
L-Serin 106,1—60,0 10 26 +17 44
L-Serin-[°Cs] 109,1—62,0 10 +38  +16  +5 ’
L-Prolin 116,0—70,0 10 +21 421 +4 14
L-Prolin-[*Cs-""N] 122,0—-75,0 10 73 425 45 b
L-Valin 118,1-72,1 10 21 415 46
L-Valin-[°Cs] 124,0—~77,0 10 +64  +14  +10 ’
L-Threonin 120,1—73,9 10 +36  +17 +6 0.93
L-Threonin-[*C4] 125,0—78,0 10 +32  +14  +5 ’
L-Leucin 132,1—86,0 10 A1 415 46
L-Leucin-[*C,] 134,1—87,9 10 +46  +15  +6 ’
L-Isoleucin 132,2—86,1 10 41 +15 46
L-Isoleucin-[*Cq] 138,0—91,0 10 +47  +14  +10 ’
L-Asparagin 132,9—-73,9 10 +46  +19 +6 0.85
L-Asparagin-[ °N,] 135,0—89.0 10 +39  +14  +5 ’
L-Asparaginsiure 134,1—87,9 10 +46  +15 +6 171
L-Asparaginsdure-[ °C4-"N]  139,0—93,0 10 +76  +31  +10 ’
L-Glutamin 147,0—130,0 10 46 23 46 o
L-Glutamin-[°Cs] 152,0—135,0 10 +43  +14  +10 ’
L-Glutaminsidure 148,1—84.,0 10 +31 +23 +6 193
L-Glutaminséure-[*Cs-""N] 154,0—89,0 10 +41 45 45 ’
L-Lysin 147,0—84,0 10 46 +23 46
L-Lysin-[°Cg-""N3] 155,0—90,0 10 +44 423 +10 ’
L-Methionin 150,1—104,0 10 +31  +15 +8 127
L-Methionin-[ds] 153,1—-107,0 10 +50  +14  +10 ’
L-Histidin 156,1—110,0 10 41 21 48 o
L-Histidin-[°Cg] 162,0—115,0 10 +46  +21  +10 ’
L-Phenylalanin 166,0—120,0 10 +51 +19 +10 116
L-Phenylalanin-[ds] 171,0—125,0 10 +48 +19  +10 ’
L-Arginin 175,1—70,1 10 +36 +33 +4 122
L-Arginin-[°Cq] 181,0—74.,0 10 +78 436 +5 ’
L-Tyrosin 182,1—136,0 10 26 19 +10 o,
L-Tyrosin-[d4] 186,1—140,0 10 +38 +19  +10 ’
L-Tryptophan 205,1—146,0 10 +41  +25  +12 1.99
L-Tryptophan-[ds] 210,1—150,0 10 +40 +26  +10 ’
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3.4.2.2.2 a- und y-Glutamylpeptide

Zerkleinerter Parmesankdse (2 g) wird genau in ein Zentrifugenréhrchen (50 ml, Roth,
Karlsruhe) eingewogen, mit einer Losung des internen Standards y-Glu-Ala-[°C;] (25)
(325 pl; 0,2 mg/l) versetzt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einer Schiittelplatte
(GFL, Burgwedel) behandelt. AnschlieBend wird die Probe mit Salzsdure (0,1 M; 20 ml)
versetzt und fiir 1 Minute mittels Ultra Turrax extrahiert. Nach Zentrifugation wird die
wéssrige Phase in einen Messkolben (50 ml) {berfiihrt, mit Wasser aufgefiillt,

membranfiltriert (0,45 pm) und nach weiterer Verdiinnung (1+3; v/v) zur Analyse verwendet.

Milch (0,5 ml) wird in ein Eppendorf-Cap (1,5 ml) {iberfiihrt, mit einer Losung des internen
Standards y-Glu-Ala-["*Cs] (25) (10 pl; 0,2 mg/l) versetzt und fiir 30 Sekunden auf einem
Vortexer behandelt. Nach Zugabe von Acetonitril (100 pl) wird erneut gevortext und die
Probe anschliefend zentrifugiert (12000 rpm, 4 °C, 20 min). Der erhaltene klare Uberstand

wird fiir die Analyse verwendet.

Die Detektion erfolgt an LC-MS-System 1 (siehe Kapitel 3.8.2.1).

Polaritét: positiv

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Quellenspannung: +5500 V

Curtain gas: 25 (Ny)

Temperatur: 400 °C

Nebulizer gas: 45 (Druckluft)

Heater gas: 55 (N»)

CAD: Medium

EP: 10

Stationére Phase: Luna PFP, 150 x 2,0 mm, 3 pm (Phenomenex, Aschaffenburg)
Injektionsvolumen: S5ul

Mobile Phase: A: Acetonitril, 0,1 % Ameisensidure

B: H,0, 0,1 % Ameisensiure
Flussrate: 0,2 ml/min
Gradient: 0O min: 0 % A; 100 % B

14 min: 100 % A; 0% B

17 min: 100 % A; 0% B

20 min: 0 % A; 100 % B
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30 min: 0 % A; 100 % B

Tabelle 34. Zur Quantifizierung der Glutamylpeptide verwendete Masseniiberginge (m/z), Dwell time
(msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V) und Cell Exit Potential (CXP in V)

sowie der Responsefaktor (Rf).

Peptid m/z l:iwnf(:l DP CE CXP Rf
o-Glu-Gly (1) 205,2—76,0 10 +36  +19 +6 0,92
v-Glu-Gly (2) 205,2—76,0 10 +36  +19 +6 1,04
o-Glu-Ala (3) 219,2—90,0 10 +46 421 +8 1,61
y-Glu-Ala (4) 219,2—90,0 10 +46 421 +8 1,27
a-Glu-Val (5) 247,1—118,2 20 +61 +19  +10 0,89
y-Glu-Val (6) 247,1—118,2 20 +61 +19  +10 4,69
a-Glu-Glu (7) 277,2—84,0 10 +41 +37 +6 2,03
v-Glu-Glu (8) 277,2—130,0 10 +41 +37 +6 2,57
o -Glu-Tyr (9) 311,2—136,0 10 +46  +31 +6 1,46
y-Glu-Tyr (10) 311,2—136,0 10 +46  +31 +6 2,08
a-Glu-Asp (11) 263,2—134,0 10 +36 425 +10 1,92
o-Glu-Trp (12) 334,2—188,0 10 +56 425 +6 3,99
o-Glu-Thr (13) 249.2-5119,9 10 +51 +23 +10 1,71
y-Glu-Lys (14) 276,2—129.,9 10 +76 425 +12 0,61
y-Glu-Leu (15) 261,2—85,9 10 +61 +27 +6 6,28
y-Glu-Ile (16) 261,2—85,9 10 +61 +27 +6 4,11
y-Glu-Gln (17) 276,1—130,0 10 +71 +27  +10 2,06
y-Glu-Met (18) 279,1—150,1 10 +61 +21 +4 2,84
y-Glu-His (19) 285,2—156,0 10 +46  +19 414 095
y-Glu-Phe (20) 295,2—166,1 10 +66  +19 +4 6,40
y-Glu-Asp (21) 263,2—134,0 10 +36 425 +10 0,94
y-Glu-Thr (22) 249.2-5119,9 10 +51 +23 +10 0,88
y-Glu-Trp (23) 334,2—188,0 10 +56 425 +6 3,67
o-Glu-Lys (24) 276,2—129,9 10 +76 425 +12 0,36
y-Glu-Ala-[°C3] (25)  222,1—93,0 10 +46  +17 +14 n.b.
y-Glu-[°Cs]-Gly 210,2—76,0 10 +36 +19 +6 n.b.
y-Glu-[*Cs]-Ala 224,2—90,0 10 +46 +21 +8 n.b.
y-Glu-[°Cs]-Val 252,1—118,2 20 +61 +19 +10 n.b.
y-Glu-[°Cs]-Thr 254,2—119,9 10 +51 +23 +10 n.b.
y-Glu-["*Cs]-Asp 268,2—134,0 10 +36  +25 +10 n.b.
y-Glu-["*Cs]-Lys 281,2—129,9 10 +76 425 +12 n.b.
y-Glu-["*Cs]-Glu 282,2—130,0 10 +41 +37 +6 n.b.
y-Glu-["*Cs]-Trp 339,2—188,0 10 +56  +25 +6 n.b.
y-Glu-[°Cs]-Leu/Ile 266,2—85.,9 10 +61 +27 +6 n.b.
y-Glu-[*C5]-Gln 281,1—130,1 10 +71 +27 +10 n.b.
v-Glu-Gln-[*C)q] 286,1—135.,0 10 +71 +27  +10  nb.
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y-Glu-[ °Cs]-Met 284,1—150,1 10 +61 +21 +4 n.b.
y-Glu-["*Cs]-His 290,1—156,0 10 +46  +19 +14 n.b.
y-Glu-["*Cs]-Phe 300,1—-166,1 10 +66  +19 +4 n.b.
y-Glu-[*Cs]-Tyr 316,1—136,0 10 +46  +31 +6 n.b.

Zur Ermittlung der jeweiligen Responsefaktoren werden unmarkierte Analyten und markierte
Referenz in verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen von 0,02 bis 2,5 gemischt, wobei die
Konzentration der internen Standards konstant bleibt (0,2 mg/l). Kalibriergeraden und
Responsefaktoren werden durch das Auftragen der Flaichenverhéltnisse (Flaiche Analyt/Fliche
IS) gegen die Konzentrationsverhiltnisse (Konzentration Analyt/Konzentration IS) erhalten (8

Messpunkte).

3.4.2.2.3 Bitterpeptide

Bitterpeptide werden in Anlehnung an 7Toelstede und Hofmann (2009) mittels externer
Kalibration (8 Messpunkte) an LC-MS-System 1 (siehe Kapitel 3.8.2.1) quantifiziert.

Polaritét: positiv

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Quellenspannung: +5500 V

Curtain gas: 25 (N)

Temperatur: 400 °C

Nebulizer gas: 50 (Drucklutft)

Heater gas: 55 (N»)

CAD: Medium

EP: 10

Stationdre Phase: Synergi Fusion RP 80, 150 x 2,0 mm, 3 pum (Phenomenex,
Aschaffenburg)

Injektionsvolumen: 10 pl

Mobile Phase: A: Acetonitril, 0,1 % Ameisensidure

B: Millipore Wasser, 0,1% Ameisensdure
Flussrate 0,2 ml/min
Gradient: 0O min: 0 % A; 100 % B
S min: 0 % A; 100 % B
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10 min: 10 % A; 90 % B
40 min: 45 % A; 55 % B
45 min: 100 % A; 0 % B
50 min: 100 % A; 0 % B
55 min: 0% A; 100 % B
60 min: 0 % A; 100 % B

Tabelle 35. Zur Quantifizierung der Bitterpeptide verwendete Masseniibergiinge (m/z), Dwell time (msec),
Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V) und Cell Exit Potential (CXP in V).

Analyt m/z Dwell time DP CE CXP
DIKQM 634,3—84.,0 15 +101 +107 +6
EIVPN 571,3—230,3 15 +106 +29 +8
GPVRGPFP 413,9—70,1 15 +76 +71 +4
IPPLTQTPVVVPP 679,7—70,1 15 +91 +119 +4
IVPN 442,3—70,2 15 +61 +65 +4
LPPL/IPPL 439,2—70,2 15 +86 +91 +2
SITRINK 416,4—70,0 15 +46 +29 +4
SLVYPFPGPIHNS 714,6—70,1 15 +46 +99 +4
VRGPFP 672,4—70,0 15 +186 +129 +12
VYPFPGPIPN 550,9—230,2 15 +71 +25 +6
YPFPGPIHN 521,4—70,0 15 +150 +103 +10
YPFPGPIHNS 564,0—70,1 15 +150 +113 +4
YPFPGPIPN 501,4—230,2 15 +76 +21 +6
YPFPGPIPNS 545,0—70,0 15 +31 +113 +12
LVYPFPGPIHN 627,6—70,1 15 +150 +117 +4
YQQPVLGPVRGPFPIIV  941,1—-70,0 15 +121 +125 +10

3.4.2.2.4 Biogene Amine

Die Probenaufarbeitung erfolgt, mit leichten Modifikationen, in Anlehnung an Biitikhofer et
al. (1990). Parmesankise (5 g) wird genau in einen Zentrifugenbecher eingewogen, mit einer
Losung der internen Standards Histamin-ds und Tyramin-ds (1 ml, 10 mg/l) versetzt und mit
Acetonitril/Perchlorsdure (0,2 M) (50 ml, 1/1; v/v) extrahiert. Ein Aliquot (10 ml) der
erhaltenen Suspension wird zentrifugiert und ein Teil (200 pl) des klaren Uberstandes mit
Acetonitril (800 ul), Millipore Wasser (700 upl) und Natriumcarbonatlosung (200 pl,
200 mg/ml) versetzt. Dansylchlorid (100 pl, 50 mg/ml in Aceton) wird zugegeben und die
Losung fiir 30 Minuten bei 40 °C unter Lichtausschluss belassen. Nach Zugabe von Natrium-

L-(+)-Glutaminat (200 pl, 50 mg/ml) wird die Losung fiir eine weitere Stunde unter gleichen
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Bedingungen stehen gelassen. AnschlieBend wird die Probe mit Ethylacetat (1 ml) extrahiert,

die organische Phase separiert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in

Acetonitril (200 pl) aufgenommen und fiir die Analyse verwendet.

Die Detektion erfolgt an LC-MS-System 2 (siehe Kapitel 3.8.2.2).

Polaritét: positiv

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Quellenspannung: +5500 V

Curtain gas: 20 (Ny)

Temperatur: 350 °C

Nebulizer gas: 50 (Druckluft)

Heater gas: 60 (N»)

CAD: 5

Stationédre Phase:

Synergi Fusion RP 80, 150 x 2,0 mm, 5 pm
(Phenomenex, Aschaffenburg)

Injektionsvolumen: 5ul

Mobile Phase: A: Ammoniumacetatpuffer,
pH 8,0/Ethanol/Acetonitril/Wasser (2/450/450/100; v/v)
B: Ammoniumacetatpuffer, pH 8,0/Ethanol/Wasser
(30/200/470; v/v)

Flussrate: 0,25 ml/min

Gradient: Omin: 5% A;95%B

I min: 5% A;95%B
25 min: 63 % A; 37 % B
28 min: 100 % A; 0 % B
35 min: 100 % A; 0% B
37min: 5% A; 95 % B
45 min: 5% A; 95 % B

Zur Aufnahme von Kalibrationsgeraden werden Referenzlosungen, die die Analyten enthalten
auf die gleiche Weise derivatisiert. Unmarkierte Analyten und markierte Referenz in
verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen von 0,2 bis 5,0 gemischt, wobei die
Konzentration der internen Standards konstant bleibt (1 mg/l). Kalibriergeraden und

Responsefaktoren werden durch das Auftragen der Flachenverhéltnisse (Fliche Analyt/Flache
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IS) gegen die Konzentrationsverhaltnisse (Konzentration Analyt/Konzentration IS) erhalten (6

Messpunkte).

Tabelle 36. Zur Quantifizierung der Biogenen Amine verwendete Masseniiberginge (m/z), Dwell time
(msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V) und Cell Exit Potential (CXP in V)
sowie der Responsefaktor (Rf).

Dwell

Amin-Derivat m/z time DP CE CXp Rf
Isopentylamin*DCIl 321,3—157,1 80 +61 +35 +4 2,26b
Phenylethylamin*DCI 355,2—156,0 80 +56 +47 +4 1,47b
Putrescin*2DCl 555,2—170,1 80 +61 +45 +4 0,95%
Cadaverin*2DCl 569,2—170,1 80 +71 +47 +4 0,73*
Histamin*2DCI 578,2—170,1 80 +81 +43 +4 0,92*
Tyramin*2DCl 604,2—170,1 80 +66  +47  +4 1,03
Spermidin*3DCI 845,3—170,1 80 +88 +83 +4 0,30%
Spermin*4DCl 1135,5—84,1 80 +131  +125 +4 0,34*
Histamin-ds*2DCI (IS) 582,1—170,1 80 +71 +41 +4 --
Tyramin-d;*2DCI (IS)  608,0—170,1 80 +81  +47  +4 -

* Responsefaktor wurde iiber Histamin-d, bestimmt, ° Responsefaktor wurde iiber Tyramin-d, bestimmt. DCI =
Dansylchlorid
3.4.2.3 Weitere quantitative Analysen

3.4.2.3.1 Fettsauren

Freie Fettsduren werden wie von Collomb et al. (2003) beschrieben analysiert. Parmesankése
(1 g) wird genau eingewogen und mit wasserfreiem Na,SO4 (2 g), Schwefelsdure (0,3 ml;
2,5M) und einer Losung der internen Standards (1 ml: Iso-Valeriansdure (0,69 mg/ml),
Pelargonsdure (0,52 mg/ml), Tridecansdure (0,92 mg/ml) und Heptadecansdure (0,66 mg/ml
in Diethylether/Heptan, je 1/1, v/v) in einem Morser homogenisiert. Die Mischung wird in ein
Zentrifugenglas tiberfiihrt und dreimal mit Diethylether/Heptan (3 ml, 1/1, v/v) extrahiert. Die
organischen Phasen werden vereinigt und auf eine Bond-Elut-NH,-SPE-Kartusche (1 g/3 ml;
Varian, konditioniert mit 10 ml Heptan) aufgebracht. Unpolare Verbindungen werden mit
Dichlormethan/2-Propanol (7 ml, 3/1, v/v) und freie Fettsduren mit
Diethylether/Ameisensdure (7 ml, 49/1, v/v) eluiert. Die organische Phase wird auf ein
Volumen von 5 ml gebracht und 5 pl zur Analyse mittels GC-FID verwendet (sieche Kapitel
3.7.4).
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3.4.2.3.2 Fettgehalt

Der Fettgehalt wird mittels der gravimetrischen Mikromethode nach Schulte (2001) bestimmt.
Parmesankise (5 g) wird genau in ein Zentrifugenglas eingewogen und mit Millipore Wasser
(2 ml), Salzsédure (5 ml; 25 %) und Toluol (5 ml) versetzt. Nach intensivem Schiitteln wird die
Suspension unter gelegentlichem Schiitteln fiir 2 Stunden bei 120 °C im Trockenschrank
belassen. Nach Abkiihlen und Zentrifugation (3000 rpm, 4 min; Biofuge primo, Kendro,
Langenselbold) wird ein Aliquot der Toluolphase (1 ml) in ein vorgewogenes Vial iiberfiihrt
und auf 110 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die Probe ausgewogen und der Fettgehalt

nach folgender Formel berechnet:

V1100
(% —52) ¥ E

F = Fettgehalt [g/100 g]; V1 = Volumen Toluol (5 ml); V2 = abgenommenes Extraktvolumen (1 ml); A =

Auswaage in g; E = Probenweinwaage in g.

3.4.2.3.3 Wassergehalt

Der Wassergehalt der Késeproben wird in Dreifach-Bestimmung nach Methode L 03.00-9
(Februar 2007) des Lebens- und Futtermittelgesetzbuches (§ 64 LFGB) ermittelt.

Reiner Seesand (30 — 40 g) wird, zusammen mit einem Glaspistill genau eine Glasschale
eingewogen und im Vakuumtrockenschrank bei 70 °C erhitzt. Nach Abkiihlen im Exsikkator
wird die Schale ausgewogen, danach die Késeprobe genau eingewogen (5 g) und mittels des
Pistills gleichmiBig verrieben. Anschlieend wird die Probe fiir 2 Stunden bei 70 °C im
Vakuumtrockenschrank belassen, im Exsikkator abgekiihlt und gewogen. Der Vorgang wird

bis zur Gewichtskonstanz wiederholt und der Wassergehalt berechnet.

3.4.2.3.4 GGT-Aktivitat

Die y-Glutamyltransferase-Aktivitit (GGT) wird im Parmesankidse aller Reifestufen, in
Rohmilch, erhitzen Milchproben und Bakterienstimmen photometrisch nach der Methode von

Blel et al. (2002) bestimmt.
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Thermische Behandlung von Milchproben

Milch (2 ml) wird in Zentrifugenrdhrchen pipettiert, unter definierten Bedingungen erhitzt

(Tabelle 37) und anschlieend sofort im Eisbad abgekiihlt.

Tabelle 37. Verwendete Parameter (Temperatur, Zeit und Volumen) fiir die Erhitzung von Rohmilch.

Temperatur [°C] Zeit [min] Volumen [ml]
55 60 2
55 10 2
60 10 2
65 10 2
70 10 2
75 10 2
100 1 2

Aufarbeitung von Milch- und Késeproben

Milchproben werden mit pasteurisierter Milch verdiinnt (1:20; v/v) und ohne weitere
Behandlung zur Analyse verwendet.
Kése (5 g) wird in Wasser (100 ml) suspendiert und fiir 1 Minute mittels Ultra-Turrax

homogenisiert. Die Suspension wird zur Analyse verwendet.

Aufarbeitung von Lactobacillen

Lactobacillus-Stamme (vgl. Kapitel 3.4.3) werden fiir 3 Tage bei 30 °C in mMRS Medium
kultiviert, mit Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Die anschlieBende Aufarbeitung fiir
die photometrische Analyse erfolgt mit zwei unterschiedlichen Methoden:

- In Anlehnung an Toelstede und Hofmann (2009) wird das lyophilisierte Zellmaterial
in fliissigem Stickstoff homogenisiert, ein Anteil (10 mg) mit Tris-Puffer (pH 8,8;
1 ml) unter Schwenken extrahiert (30 Minuten, Eisbad) und ein Aliquot (200 pl) fiir
die Analyse verwendet.

- Lyophilisiertes Zellmaterial (10 mg) wird mit Lysozym (I ml; 10 mg/ml) im
Wasserbad (1 Stunde, 37 °C) und anschliefend im Ultraschallbad behandelt. Zellreste
und Zellextrakt werden durch Zentrifugation abgetrennt (6000 g, 10 min) und ein
Aliquot (200 ul) des Uberstandes fiir die Analyse verwendet.

200



Experimenteller Teil

Analyse der GGT-Aktivitit

In einem Schraubdeckelglas (10 ml) wird Tris-HCI-Puffer (2 ml; 100 mmol/l; pH 8,5), der
v-Glutamyl-p-nitroanilid (4 mmol/l) und Glycylglycin (40 mmol/l) enthélt, fiir zwei Minuten
bei 37 °C im Wasserbad erwarmt. AnschlieBend wird Milch- oder Késeprobe (100 ul) bzw.
Lactobacillus-Probe (200 pl) zugegeben und die Suspension fiir 15 (Milch) bzw. 30 Minuten
(Kése; Lactobacillen) bei 37 °C belassen. AnschlieBend wird Clarifying-Reagenz fiir
Milchprodukte zugegeben und die Suspension weitere zwei (Milch) bzw. finf Minuten (Kése;
Lactobacillen) im Wasserbad belassen. Im Falle der Lactobacillen wird anstatt Clarifying-
Reagenz Essigsdure (2 M) verwendet. Die Messung des freigesetzten p-Nitroanilids erfolgt
bei einer Wellenldge von 410 nm am Photometer (UV-2401 PC, Shimadzu, Duisburg). Zur
quantitativen Erfassung wird eine Kalibrationsreihe (0,004 — 1,75 mmol/l; 8-Punkt-
Kalibration) von p-Nitroanilid in pasteurisierter Milch bzw. Essigsdure (2 M) mitgefiihrt.

3.4.3 Untersuchung der Mikroflora von Parmesankase
3.4.31 Isolierung der Mikroflora
M17-Medium: M-17 (48 g/ 1); Agar (15 g/l; bei festem Medium)

mMRS-Medium (pH 6,5):  Glucose*H,0 (20 g/l), Pepton aus Casein (10 g/1), Fleischextrakt
(5 g/), Hefeextrakt (5 g/l), Natriumacetat (5 g/l), K;HPO4
(2 g/1), (NHg4),-Citrat (2 g/l), Tween 80 (10 g/1), MgSO4*7H,0
(0,1 g/1), MnSO4*H,0 (0,05 g/1), Biotin (0,2 mg/l), Folsdure
(0,2 mg/l),  Nikotinsdure (0,2 mg/l),  Pyridoxalphosphat
(0,2 mg/l), Thiamin (0,2 mg/l), Riboflavin (0,2 mg/l),
Cobalamin (0,2 mg/l), Panthothenséure (0,2 mg/1), Agar (15 g/l;

bei festem Medium)

Die Isolierung wird mit Parmesan-Proben aller drei Reifestufen durchgefiihrt. Parmesankése
(10 g) wird zusammen mit Peptonwasser (90 ml; 20 g/l) in einen Stomacher-Beutel gegeben
und in einem Stomacher homogenisiert (1 min, Stomacher 400, Colworth, London, Grof3-
Britannien). Die Suspension wird 5-mal sukzessive mit Peptonwasser verdiinnt (je 1:10) und

Aliquote (100 pl) der erhaltenen Verdiinnungsstufen 10~ bis 10~ werden jeweils sechsmal auf
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M17-Medium und mMRS-Medium ausgestrichen. Je zwei Platten jedes Mediums werden fiir

fiinf Tage bei Raumtemperatur, 30 °C und 37 °C inkubiert.

Von sieben der insgesamt 334 gewachsenen Kolonien werden Einzelausstriche auf mMRS-
Medium angefertigt und fiir 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Zellmorphologie der isolierten
Kolonien (K1 — K7) wird mittels Lichtmikroskop bei 1200-facher Vergroferung untersucht.

3.4.3.2 Identifizierung der Mikroflora von Parmesankase

Die isolierten Kolonien K1 — K7 (siehe Kapitel 3.4.3.1) werden jeweils in fliissigem mMRS-
Medium angeziichtet (1 Tag, 30 °C) und die Bakterien-DNA mittels Bacterial-Kit E.Z.N.A.
(Omega BioTek, Norcross, GA, USA) nach Anweisung des Herstellers isoliert.

RAPD-PCR

Das M13-Genom wird jeweils mittels PCR unter Verwendung des Primers MI13V
(5'-GTTTCCCAGTCACGAC-3") amplifiziert. Pro PCR-Ansatz werden 50 pl Mastermix

verwendet.

Mastermix: H,0O: 32,25 pl; Tag-Puffer: 5 pl; MgCl, (25 mM): 7 ul; Tag-
Polymerase (5 U/ul): 0,25 pL; dNTPs (je 10 mM): 2 pl; Primer
M13V: 0,5 ul; DNA-L6sung: 0,5 pl

Die Amplifizierung erfolgt in einem Primus 96 Cycler (MWG Biotech, Ebersberg) mit

folgendem Temperaturprogramm: 94 °C (45 s); 3 % 94 °C (3 min), 40 °C (5 min), 72 °C

(5 min); 32 x 94 °C (1 min), 60 °C (2 min), 72 °C (3 min).

Alle PCR-Produkte werden mit 6X-DNA-Loading Farbstoff (Fermentas, Leon-Rot) versetzt

und in Agarose-Gel (1,2 % in TBE-Puffer) elektrophoretisch aufgetrennt.

16S rDNA-Sequenzanalyse

Das 16S rDNA-Gen wird jeweils mittels PCR unter Verwendung der Primer 616V
(5"-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3") und 630R (5-CAKAAAGGAGGTGATCC-3")

amplifiziert. Pro PCR-Ansatz werden 50 pl Mastermix verwendet.

Mastermix: H,O: 74,7 ul; Puffer: 10 ul; MgCl, (25 mM): 12 ul; Tag-
Polymerase (5 U/ul): 0,3 pl; dNTPs: 2 pl; Primer 1 (616 V): 0,5
pl; Primer 2 (630 R): 0,5 pl; DNA-Losung: 0,5 pl
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Die Amplifizierung erfolgt mit folgendem Temperaturprogramm: 94 °C (2 min); 32 x 94 °C
(45s), 52 °C (90 5), 72 °C (2 min); 72 °C (5 min).

Die PCR-Produkte werden erneut elektrophoretisch analysiert, mittels QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt, und die ca. 1200 Basenpaare langen
Sequenzen einer Sequenzanalyse unterzogen (GATC Biotech, Konstanz) (Basenpaarabfolge
siche Tabelle 48, Kapitel 6). Die Identifizierung der Sequenzen erfolgt {iber die Software
BLASTn (NCBI, Bethesda, MD, USA) und GenBank Datenbank (NCBI, Bethesda, MD,
USA) sowie iber  Multi-Sequenzabgleich  mit  der  ClustalW  Software
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (EBI, Hinxton, GroB3-Britannien).

3.4.4 Inkubationsexperimente mit L-Glutamin-[**Cs]
3.441 Inkubation von Parmesankase

Parmesankdse (P-24) wird mit einem Kiichenmesser zerkleinert und in ein steriles
Schraubdeckelglas eingewogen (5 g). Eine wissrige Losung von L-Glutamin-["°Cs] (2,5 ml;
20 mmol/l) wird zugegeben und die Probe unter leichtem Umschwenken fiir 21 Tage bei
Raumtemperatur belassen. Eine gleiche Menge Kése, der Millipore Wasser (2,5 ml)
zugegeben wird, wird als Blindwert mitgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die
Proben extrahiert und mittels LC-MS/MS auf die Anwesenheit von '*Cs-markierten
Glutamylpeptiden hin untersucht (siehe Kapitel 3.4.2.2.2). Fiir quantitative Untersuchungen

werden Probe und Blindwert als Duplikate angesetzt und extrahiert.

3.4.4.2 Inkubationen von Bakterienstammen

Die isolierten Stimme K1 — K7 von Lb. casei und Lb. harbinensis sowie die Stimme
DSM8744, DSM8745, DSM8746 (Lb. rhamnosus), DSM5622" (Lb. paracasei ssp.
paracasei), DSM20258" (Lb. paracasei ssp. tolerans) und TMW1.442 (Lb. delbrueckii)
werden fiir 3 Tage bei 30 °C in mMRS Medium (siehe Kapitel 3.4.3.1) kultiviert und
anschlieend je zweimal mit frischem mMRS-Medium (10 ml) und Inkubationspuffer (10 ml;
6,8 g/l KH,PO4, 0,1 g/l MgSO4*7H,0, 0,05 g/l MnSO4*H,0, pH 6,5) gewaschen. Das jeweils
erhaltene Zellpellet wird in einem sterilen Plastikrohrchen in Inkubationspuffer (8 ml)

suspendiert und eine Losung (2 ml) verschiedener Aminosduren zugegeben (L-Glutamin-
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[13C5]: 25 mmol/l, L-Histidin, L-Methionin, L-Leucin, L-Glutaminsdure, L-Alanin; je
5 mmol/l). Die Suspensionen werden fiir 21 Tage bei Raumtemperatur inkubiert, wobei nach
0, 1, 3, 7, 14 und 21 Tagen Aliquote (500 pl) entnommen werden. Diese werden
membranfiltriert (0,45 um) und mittels LC-MS/MS auf die Anwesenheit von *Cs-markierten

Glutamylpeptiden hin untersucht (sieche Kapitel 3.4.2.2.2).

3.4.4.3 Inkubationen von Rohmilch

Verschiedene Milchproben (1 ml) werden mit wéssrigen Losungen (25 pl), die
unterschiedliche Aminosauren enthalten (Tabelle 38), versetzt und fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach Abkiihlen im Eisbad werden die Proben aufgearbeitet und mittels LC-MS/MS
auf die Anwesenheit von *Cs-markierten v-Glutamylpeptiden hin untersucht (siehe Kapitel
3.4.2.2.2). Rohmilch (1 ml), der nur Wasser (25 pl) zugesetzt wird, wird als Blindprobe
mitgefiihrt. Fiir quantitative Untersuchungen werden Probe und Blindwert als Duplikate

angesetzt und extrahiert.

Tabelle 38. Zur Inkubation verwendete Milchproben, L-Aminosiuren und deren Konzentrationen
[mmol/1].

L-Aminosédure [mmol/I]

GlIn-

Probe [13 Csl Glu His Met Phe Lys Leu Asp Thr
5

Rohmilch 5
55 °C, 60 min
55 °C, 10 min
60 °C, 10 min
65 °C, 10 min
70 °C, 10 min
75 °C, 10 min
100 °C, 1 min

DN U O O D D D D
1
1
1
1
1
1
1

Rohmilch
Rohmilch
Rohmilch

Rohmilch
Rohmilch
Rohmilch

1
1
1
1
(O, |
1

Rohmilch
Rohmilch
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3.4.5 Sensorische Analyse

Im Folgenden werden nur spezielle Parameter fiir die sensorischen Analysen zum
Parmesankise dargestellt. Allgemeine Bedingungen zur sensorischen Analyse sind in Kapitel

3.6 zusammengefasst.

3.4.51 Schwellenwerte

Schwellenwerte in wiéssriger Losung werden wie in Kapitel 3.6.2 dargestellt bei einem, dem

WE-24 entsprechenden, pH-Wert von 5,3 (eingestellt mit 1 % Ameisensiure) aufgenommen.

Zur Bestimmung der Schwellenwerte fiir den Kokumi-Effekt der y-Glutamylpeptide werden
v-Glu-Ile (16), y-Glu-Asp (21), y-Glu-Thr (22) und y-Glu-Trp (23) jeweils in einer wassrigen,
bindren Losung aus NaCl (10 mmol/l) und Mono-Natriumglutamat (MSG) (30 mmol/l)
gelost, eine Verdiinnungsreihe (1+1; v/v) hergestellt und diese im Triangeltest gegen reine

Matrixlosung (NaCl + MSG) verkostet.

3.45.2 Geschmacksprofilanalyse

Fiir die Aufnahme des Geschmacksprofils von Parmesan wird P-24 in kleine Wiirfel (ca. 1 cm
Kantenldnge) geschnitten und dem Panel zu Verkostung angeboten. Die
Geschmacksqualititen salzig, sauer, umami, bitter, sii}, brennend und kokumi werden auf

einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet.

Fiir die Aufnahme des Geschmacksprofils von wasserldslichem Extrakt (WE) wird WE-24
(siche Kapitel 3.4.1) in seiner natiirlichen Konzentration in mineralstoffarmen Sensorikwasser
gelost und der pH Wert der Losung mit 1 % Ameisensdure auf pH 5,3 gebracht. Nach
Verdiinnung mit Sensorikwasser (1+2; v/v) wird die Losung dem Sensorikpanel zu
Bewertung angeboten, wobei ebenfalls die Deskriptoren salzig, sauer, umami, bitter, siil3,
brennend und kokumi auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar)

bewertet werden.
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3.4.5.3 Erstellung und sensorische Beurteilung von Rekombinaten

Ein Geschmacksrekombinat in wissriger Losung wird hergestellt, indem die in Tabelle 46
(Kapitel 6) aufgefiihrten Substanzen in ihren natiirlichen Konzentrationen in Sensorikwasser
gelost und der pH Wert der Losung auf 5,3 eingestellt wird. Nach Verdiinnung mit
Sensorikwasser (1+2; v/v) wird das Rekombinat vom Sensorikpanel gegen eine ebenfalls

verdiinnte wéssrige Losung des WE-24 (siehe 3.4.5.2) verkostet und bewertet.

Fiir die Herstellung eines Rekombinates in Parmesanmatrix werden die in Tabelle 47 (Kapitel
6) aufgefiihrten Substanzen in ihrer natiirlichen Konzentration in Sensorikwasser (28,15 ml)
gelost und der pH-Wert der Losung auf 5,3 eingestellt. Die Losung wird in einem Mdrser mit
der bei der Extraktion des Parmesans erhaltenen Protein- (28,0 g) und Fettschicht (28,15 g)
homogenisiert, in Frischhaltefolie eingeschlagen und iiber Nacht im Kiihlschrank belassen.
Das so erhaltene Rekombinat wird vom Sensorikpanel gegen den authentischen Parmesan

P-24 als Referenz verkostet und bewertet.

3.454 Omissionsexperimente

Teilrekombinate des WE-24 werden durch Weglassen einzelner Geschmacksstoffe oder
Geschmacksstoffgruppen hergestellt (sieche Kapitel 2.1.1.4) und im Triangeltest gegen
wissrige Losungen des WE-24 verkostet und beurteilt. Fiir den Fall, dass die Panelisten einen
Unterschied zwischen Gesamtrekombinat und Teilrekombinat wahrnehmen, werden die

Unterschiede durch vergleichende Geschmacksprofilanalyse bewertet.

3.4.6 Synthesen
3.4.6.1 v-L-Glutamyl-L-aspartat

Die Synthese erfolgt nach der von Chan und White (2000) beschriebenen Methode der
Festphasenpeptidsynthese.

Fmoc-Asp(OtBu)-Wang-Harz (Beladungsdichte: 0,6 — 0,9 mmol/g) (1 g) wird in einen
Festphasenreaktor mit Fritte gegeben, 30 Minuten in DMF (5 ml) gequollen und mit DMF
(2 x 3 ml) gewaschen. Eine Losung von Piperidin und DMF (20 ml, 20/80, v/v) wird
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zugegeben und die Suspension fiir 5 Minuten durch Zufuhr von N, durchmischt. Das
Losungsmittel wird entfernt, das Harz mit DMF (3 x 3 ml) gewaschen und die Fmoc-
Entschiitzung mittels Ninhydrin-Test {iberpriift. Dazu wird etwas Wang-Harz entnommen, in
einem Vial mit Ninhydrin-Lésung (1 ml; 5 % Ninhydrin in Ethanol) versetzt und bei 110 °C
fiir 3 min erhitzt. Eine blaue Farbung zeigt die Entschiitzung an. Fmoc-Glu-OtBu (4,5 mmol),
Hydroxybenzotriazol (4,5 mmol) und PyBop® (4,5 mmol) werden in DMF (5 ml) geldst und
anschlieend DIPEA (9 mmol) zugegeben. Die Losung wird zum Wang-Harz gegeben und
die Suspension fiir 1 Stunde unter N,-Zufuhr belassen. Die Vollstdndigkeit der Reaktion wird
mittels Ninhydrin-Test iiberpriift. Die Fmoc-Entschiitzung des Glutamyl-Restes wird wie
oben beschrieben durchgefiihrt und tberpriift. Das Harz wird mit DMF (3 X 3 ml),
Dichlormethan (3 % 3 ml) und Methanol (3 x 3 ml) gewaschen und im Luftstrom getrocknet
(10 min). AnschlieBend wird ein Gemisch aus TFA/H,O (5 ml, 95/5, v/v) zugegeben und die
Suspension iiber Nacht unter N,-Zufuhr belassen. Die Losung, die das entschiitzte
v-L-Glutamyl-Dipeptid enthélt, wird abgesaugt, das Harz mit TFA (2 x 3 ml) gewaschen und

die Losungen vereinigt.

Nach Lyophilisation wird das Reaktionsprodukt chromatographisch aufgereinigt (Préparative
HPLC mit ELSD-Detektion, Monochrom MS-Phase, Gradient 1 (sieche Kapitel 3.7.2) und
nach erneuter Gefriertrocknung als weifles, amorphes Pulver mit einer Reinheit von 99 %

erhalten.

Spektroskopische Daten:

v-L-Glutamyl-L-aspartat (21): 0,43 mmol;

o OH
ﬁ o| \T/ (T 48 — 72 % Ausbeute; LC-MS (ESI"), m/z 263
100, [M+H]"), 285 (60, [M+Na]"), 200 (20
Ho/1\2/3\4/5\N/6\7/8\0H ( s [ ] )a ( 5 [ a] )9 ( )
| H [M-62]"), 134 (70, [M-128]"), 130 (25,
NH, [M-132]%), 84 (80, [M-178]"); "H-NMR (500

MHz, D,0, COSY) & [ppm] 1.71 [m, 2H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(3)], 2.18 [m, 2H, J = 4.0, 8.0
Hz, H-C(4)], 2.36 [dd, 1H, J = 4.0, 16.0 Hz, H-C(7a)], 2.55 [dd, 1H, J = 4.0, 16.0 Hz,
H-C(7b)], 3.11 [dd, 1H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(2)], 4.26 [dd, 1H, J = 4.0, 12.0 Hz, H-C(6)];
3C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 30.9 [C(3)], 32.3 [C(4)], 39.7 [C(7)],
53.1 [C(6)], 55.5 [C(2)], 175.4 [C(5)], 178.8 [C(8)/C(9)], 178.9 [C(9)/C(8)], 182.8 [C(1)].
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3.4.6.2 y-L-Glutamyl-L-threonin

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie unter 3.4.6.1 beschrieben, als Edukt dient Fmoc-
Thr(tBu)-Wang-Harz (Beladungsdichte: 0,4 — 0,6 mmol/g).

Spektroskopische Daten:

y-L-Glutamyl-L-threonin (22): 0,32 mmol; 53 —

(o) OH
<|>| o| \T/ 80 % Ausbeute; LC-MS (ESI"), m/z 249 (100,
M+HT"), 271 (60, [M+Na]"), 186 (18, [M-62]"
Ho/1\2/3\4/5\N/6\7/8 [ ] )5 ( 5 [ a] ): ( 5 [ ] ))
| H | 130 (28, [M-118]"), 120 (60, [M-128]"), 84 (60,
NH, OH  [M-164]"); 'H-NMR (500 MHz, D,0, COSY)

& [ppm] 1.10 [d, 3H, J = 8.0 Hz, H-C(8)], 2.10 [ddd, 2H, J = 4.0, 8.0, 16.0 Hz, H-C(3)], 2.50
[ddd, 2H, J = 4.0, 8.0, 16.0 Hz, H-C(4)], 3.85 [t, 1H, J = 8.0, 12.0 Hz, H-C(2)], 4.28 [m, 1H,
J= 4.0, 8.0 Hz, H-C(7)], 4.35 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(6)]; "C-NMR (125 MHz, DO,
HMQC, HMBC) & [ppm] 18.8 [C(8)], 25.9 [C(3)], 31.1 [C(4)], 53.1 [C(2)], 58.2 [C(6)], 67.0
[C(7)], 172.6 [C(1)], 173.9 [C(9)], 174.9 [C(5)].

3.4.6.3 y-L-Glutamyl-L-isoleucin

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie unter 3.4.6.1 beschrieben, als Edukt dient Fmoc-
Ile-Wang-Harz (Beladungsdichte: 0,6 mmol/g).

Spektroskopische Daten:

Y-L-Glutamyl-L-isoleucin (16): 0,5 mmol;

0\ OH
ﬁ ﬁ \1T/ 92 % Ausbeute; LC-MS (ESI"), m/z 261
1 M-+H]"), 2 M-+Na]"), 198 (2
Ho/1\2/3\4/5\N/6\7/8\9 (100, [ 1), 283 (30, [ al’), 198 (20,
| H | [M-62]"), 132 (30, [M-128]"), 86 (80,
NH, 10

[M-1741%), 84 (60, [M-176]"); "H-NMR (500
MHz, D,0, COSY) & [ppm] 0.89 [t, 3H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(9)], 0.93 [d, 3H, J = 8.0 Hz,
H-C(10)], 1.22 [m, 1H, J = 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 Hz, H-C(8a/b)], 1.45 [m, 1H, J=4.0, 8.0, 12.0,
16.0 Hz, H-C(8b/a)], 1.89 [m, 1H, J = 4.0, 8.0, 12.0 Hz, H-C(7)], 2.13 [ddd, 2H, J = 4.0, 8.0,
12.0 Hz, H-C(3)], 2.50 [dd, 2H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(4)], 3.79 [t, 1H, J= 4.0 Hz, H-C(2)],
4.22 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(6)]; *C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 13.7
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[C(9)], 18.0 [C(10)], 27.6 [C(8)], 29.3 [C(3)], 34.3 [C(4)], 39.3 [C(7)], 57.1 [C(2)], 61.6
[C(6)], 176.8 [C(1)], 177.7 [C(5)], 179.7 [C(11)].

3.4.6.4 y-L-Glutamyl-L-alanin-["3C3]

Im ersten Syntheseschritt erfolgt die Kopplung von Fmoc-Alanin-[">C;] an das Wang-Harz.
Dazu wird nicht-beladenes Wang-Harz (1 g) in einen Festphasenreaktor gegeben, fiir 30
Minuten in Dichlormethan (5 ml) gequollen und anschlieBend mit Dichlormethan (3 x 3 ml)
und DMF (3 x 3 ml) gewaschen. Fmoc-Alanin-[">C3] (0,8 mmol) wird unter Riithren in
Dichlormethan (3 ml) gelost, mit einer Losung (2 ml) von 1,3-Diisopropylcarbodiimid
(0,4 mmol in Dichlormethan) versetzt und das Gemisch fiir 20 Minuten bei 0 °C gertihrt.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand in DMF (1 ml) geldst,
zum Wang-Harz gegeben und die Suspension mit DMAP (0,2 mmol in DMF, 2 ml) versetzt.
Nach 1 Stunde wird das Losungsmittel aus dem Reaktionsgemisch entfernt, dieses mit DMF
(5 x 3ml) gewaschen und anschliefend Benzoesdureanhydrid (0,8 mmol in Pyridin)
zugegeben. Nach 30 Minuten wird das Losungsmittel entfernt und das beladene Harz mit
DMF (3 x 3 ml) gewaschen.

Im zweiten Schritt erfolgt die Kopplung des Glutamyl-Restes an das Fmoc-Ala-['*C3]-Wang-
Harz sowie die Aufreinigung des Reaktionsproduktes. Dieses wird wie in Kapitel 3.4.6.1

beschrieben durchgefiihrt.

Spektroskopische Daten:

Y-L-Glutamyl-L-alanin-["C3] (25): 0,21 mmol;

*
(o] (o} 8
| | . 18 % Ausbeute; LC-MS (ESI"), m/z 222 (100,
1 3 5 6 OH
oo N2 N \H/ N7 [MHH]), 244 (10, [M+Nal"), 205 (55, [M-55]),
,LHZ |c|, 130 (45, [M-91]9), 93 (90, [M-128]"), 84 (20,

[M-137]"); "H-NMR (500 MHz, D,0, COSY) & [ppm] 1.25 [dddd, 3H, J = 4.0, 8.0, 12.0 Hz,
Jen=160,0 Hz, H-C(8)], 2.03 [m, 2H, J = 4.0, 8.0, 16.0 Hz, H-C(3)], 2.36 [dd, 2H, J = 8.0,
16.0 Hz, H-C(4)], 3.67 [dd, 1H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(2)], 4.09 [dddd, 1H, J=4.0, 8.0, 12.0
Hz, Je = 180,0 Hz, H-C(6)]; *C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 16.7 [d,
J=43.8 Hz, C(8)], 26.2 [C(3)], 31.2 [C(4)], 50.2 [dd, J=43.8, 68.8 Hz, C(6)], 54.2 [C(2)],
173.9 [C(1)], 174.1 [C(5)], 178.9 [d, J = 68.8 Hz, C(7)].
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3.5 Balsamico Essig

3.5.1 Ultrafiltration von ABTM

System: Statische Ultrafiltrationsdruckzelle Vivacell 250 (Vivascience,
Hannover)

Membran: Polyethersulfon, Cut-Off: 5 kDa (Vivascience, Hannover)

Druck: 4 bar (Druckluft)

Aceto Balsamico Tradizionale di Modena (ABTM) (10 ml) wird mit Millipore-Wasser
(200 ml) verdiinnt und in das Ultrafiltrationssystem, das zuvor mit Millipore Wasser
(2 x 200 ml) konditioniert wurde, gegeben. Das System wird auf einer Schiittelplatte (GFL,
Burgwedel) bei 200 rpm belassen. Nach der ersten Filtration wird das Retentat erneut mit
Millipore Wasser (2 x 200 ml) verdiinnt und die Filtration unter gleichen Bedingungen
fortgesetzt. Die Filtrate (< 5 kDa, = niedermolekulare Fraktion (NMF)) werden vereinigt, das
verbleibende Retentat (> 5 kDa, = hochmolekulare Fraktion (HMF)) in Millipore Wasser

(50 ml) aufgenommen und beide Phasen gefriergetrocknet.

3.5.2 Gelabsorptionschromatographie (GAC)

Ein Teil der Niedermolekularen Fraktion (NMF) (1 g) wird in Methanol/H,O (10 ml, 20/80,
v/v) gelost und auf eine Glassdule (XK 50/100, 100 x 5 cm, Amersham Bioscience, Uppsala,
Schweden), gepackt mit LH-20"™ Material (GE Healthcare, Miinchen), konditioniert mit
Methanol/H,O (20/80, v/v), gegeben. Die chromatographische Trennung erfolgt durch
sukzessive Elution mit Methanol/H,O (400 ml, 20/80, v/v), Methanol/H,O (400 ml, 40/60,
v/v), Methanol/H,O (400 ml, 60/40, v/v), Methanol/H,O (400 ml, 80/20, v/v) und reinem
Methanol (400 ml) bei einer Flussrate von 1,2 ml/min (Peristaltikpumpe P-1, Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden). Das Eluat wird in Intervallen von 10 Minuten in
Reagenzglidsern gesammelt (2070 Ultrorac II, LKB Bromma, Schweden) und anhand des
erhaltenen Chromatogramms (A = 220 nm, UV-2075, Jasco, Gro3-Umstadt) in 10 Fraktionen
unterteilt. Die Aufzeichnung des Chromatogramms erfolgt softwaregestiitzt (LabView,
Version 2.0; National Instruments, Austin, Texas, USA) Die Fraktionen werden in Kolben

iiberfiihrt, das Methanol unter Vakuum entfernt und die wissrigen Phasen anschliefend
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gefriergetrocknet. Die lyophilisierten GAC-Fraktionen werden bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Quantitative Analysen
3.5.31 Quantitative Analysen mittels HPIC

Fiir alle Quantifizierungen mittels HPIC werden die verschiedenen Essigproben (ABTM,
ABM und Lagerungsstufen) angemessen mit Millipore-Wasser verdiinnt (1:100 fiir Polyole;
1:200 fiir organische Sduren; 1:50 fiir Kationen und Anionen), membranfiltriert und zur

Analyse verwendet.

3.5.3.1.1 Polyole

Polyole werden an HPIC-System 2 (siche Kapitel 3.7.3) unter Verwendung der folgenden

Parameter gemessen.

Stationdre Phase: Carbo Pac® MA-1, 250 x 4 mm (Dionex, Idstein)
Vorsiule: Carbo Pac® MA-1, 50 x 4 mm (Dionex, Idstein)
Temperatur: 30 °C

Detektion: gepulste Amperometrie

Elektrode: Gold (Dionex ED50)

Referenzelektrode: Ag/AgCl

Injektionsvolumen: 5ul

Flussrate: 0,4 ml/min

Mobile Phase: 480 mM NaOH

Elution: isokratisch, 70 min

Die Quantifizierung erfolgt extern mittels 6-Punkt-Kalibration (0,1 — 100 mg/l) unter
Verwendung der Referenzsubstanzen Arabitol, 2,3-Butandiol, Erythritol, Glycerin, Inositol,

Mannitol, 1,2-Propandiol, Ribitol, Sorbitol und Xylitol.

211



Experimenteller Teil

3.5.3.1.2 Organische Sauren

Organische Sduren werden an HPIC-System 2 (siehe Kapitel 3.7.3) unter Verwendung der

folgenden Parameter gemessen.

Stationdre Phase: Ton Pac® ICE-AS-6, 250 x 9 mm (Dionex, Idstein)
Temperatur: 30 °C

Detektion: Leitfahigkeit

Suppressor: AMMS-ICE 11

Regenerant: 5 mM Tetrabutylammoniumhydroxid (3 ml/min)
Injektionsvolumen: 10 pl

Flussrate: 1 ml/min

Mobile Phase: 0,4 mM Heptafluorbuttersidure

Elution: isokratisch, 30 min

Die Quantifizierung erfolgt extern mittels 6-Punkt-Kalibration (0,1 — 100 mg/l) unter
Verwendung der Referenzsubstanzen Essigsiure, Apfelsiure, Bernsteinsiure, Citronensiure,

Weinsdure, Oxalsdure und Glykolséure.

3.5.3.1.3 Mineralische Kationen

Die Quantifizierung der mineralischen Kationen erfolgt wie in Kapitel 3.4.2.1.2 beschrieben.

3.5.3.1.4 Anionen

Die Quantifizierung der Anionen erfolgt wie in Kapitel 3.4.2.1.1 beschrieben.

3.56.3.2 Quantitative Analysen mittels LC-MS/MS
3.5.3.2.1 Ellagtannine und (+)-Dihydrorobinetin

Essig (ABTM und Lagerungsstufen) (I ml) wird auf eine Strata Gigatube RP18-SPE
Kartusche (10 g/60 ml, Phenomenex, Aschaffenburg; equilibriert mit je 100 ml Methanol und
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Wasser) aufgegeben, die polaren Bestandteile zunidchst mit Wasser (100 ml) und dann die
phenolischen Verbindungen mit Methanol (100 ml) eluiert. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt, der Riickstand in Methanol/Wasser (0,5 ml, 20/80, v/v) aufgenommen und
fiir die Analyse verwendet. Die Quantifizierung wird mittels externer Matrixkalibration (6-
Punkt-Kalibration) an LC-MS-System 1 (siche Kapitel 3.8.2.1) durchgefiihrt. Dazu wird
herkommlicher Aceto Balsamico di Modena (ABM) (1 ml) mit verschiedenen Volumina einer
Losung von Vescalagin (27), Castalagin (28) und (+)-Dihydrorobinetin (29) versetzt und

analog den anderen Essigproben aufgearbeitet.

Polaritit: negativ

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Quellenspannung;: —4500 V

Curtain gas: 20 (N,)

Temperatur: 425 °C

Nebulizer gas: 45 (Druckluft)

Heater gas: 55 (N»)

CAD: Medium

EP: —-10

Stationdre Phase: Luna Phenylhexyl, 150 x 2,0 mm, 5 pm (Phenomenex,
Aschaffenburg)

Injektionsvolumen: 15 pl

Mobile Phase: A: Methanol, 1% Ameisensaure

B: Wasser, 1% Ameisensaure
Flussrate: 0,25 ml/min
Gradient: Omin: 5% A;95% B

3min: 5% A;95%B

20 min: 100 % A; 0% B

22 min: 100 % A; 0% B

25 min: 5% A; 95 % B

30 min: 5 % A; 95 % B
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Tabelle 39. Zur Quantifizierung der Ellagtannine und (+)-Dihydrorobinetin verwendete
Masseniibergénge (m/7), Dwell time (msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V)
und Cell Exit Potential (CXP in V).

Analyt m Dwell — pp CE  CXP
time
Vescalagin (27) 933,0—301,0 30 -150 =70 =7
Castalagin (28) 933,0—631,1 30 —150 —40 —29
(+)-Dihydrorobinetin (29) 302,9—174,9 30 =75 —26 —11

3.5.3.2.2 Freie Aminosauren

Essig wird verdiinnt (1:50) und je ein Aliquot (990 pl) mit einer Losung, die die
isotopenmarkierten Standards enthdlt (je 1 mg/l; 10 pl) versetzt. Die Quantifizierung erfolgt
mit an LC-MS-System 1 (sieche Kapitel 3.8.2.1) mit den in Kapitel 3.4.2.2.1 angegebenen

Parametern.

3.5.3.2.3 Phenolcarbonsauren und -aldehyde

Die Aufarbeitung des Essigs erfolgt wie in Kapitel 3.5.3.2.1 beschrieben. Die Quantifizierung

erfolgt mittels externer Kalibration an LC-MS-System 2 (siehe Kapitel 3.8.2.2).

Polaritit: positiv

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Quellenspannung: +5500 V

Curtain gas: 20 (N)

Temperatur: 400 °C

Nebulizer gas: 45 (Druckluft)

Heater gas: 55 (N2)

CAD: 5

Stationire Phase:

Synergi Fusion RP 80, 150 x 2 mm, 5 pm (Phenomenex,

Aschaffenburg)
Injektionsvolumen: 15 pul
Mobile Phase: A: Acetonitril, 1% Ameisensaure
B: Wasser, 1% Ameisensaure
Flussrate: 0,25 ml/min
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Gradient: Omin: 0% A; 100 % B
1 min: 0 % A; 100 % B

21 min: 50 % A; 50 % B

22 min: 100 % A; 0 % B

23 min: 100 % A; 0% B

25 min: 0 % A; 100 % B

30 min: 0 % A; 100 % B

Tabelle 40. Zur Quantifizierung der Phenolcarbonsiuren und-aldehyde verwendete Masseniibergiinge
(m/z), Dwell time (msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V) und Cell Exit
Potential (CXP in V).

Analyt m/z Dwell time DP CE CXp
2-Furancarbonsaure 113,0—61,1 35 +31 +17 +4
p-Hydroxybenzoesdure 139,2—95,1 35 +26 +17 +4
Protocatechusiure 155,1—123,1 35 +41 +15 +4
trans-p-Coumarsdure 165,1—119,2 35 +21 +25 +4
Vanillinsdure 169,1—93,1 35 +21 +19 +4
trans-Kaffeesdure 181,1—89,0 35 +21 +41 +4
Ferulasiure 195,1—145,1 35 +21 +21 +4
Syringinséure 199,2—140,2 35 +31 +21 +4
Ellagsdure 303,2—201,2 35 +27 +47 +4
Gentisinsiure 155,1—125,0 35 +46 +27 +4
Sinapinsiure 225,1—175,1 35 +21 +19 +4
Vanillin 153,1—-92,9 35 +26 +19 +4
Chinaséure 193,1—147.,0 35 +26 +13 +4
Gallussdure 171,1—127,1 35 +41 +15 +4
Syringaldehyd 183,2—123,0 35 +26 +17 +4
Coniferylaldehyd 179,1—147,2 35 +31 +19 +4
Sinapinaldehyd 209,1—177,2 35 +31 +17 +4
Gallussduremethylester 185,2—152,9 35 +36 +17 +4
Gallussdureethylester 199,2—127,1 35 +31 +17 +4

3.5.3.2.4 6-0O-Acetyl-a/3-D-glucopyranose und 1-O-Acetyl-5-D-fructopyranose

Verdiinnter Essig (1:50; 110 pl) wird mit einer Losung des internen Standards 6-O-Acetyl-
o/B-D-glucopyranose-[ “Cq] (32) (10 pl; 58,4 mg/l) und FlieBmittel A (880 ul) versetzt und in
LC-MS-System 2 (siehe Kapitel 3.8.2.2) injiziert. Zur Bestimmung der Reponsefaktoren

werden markierter Standard und unmarkierte Referenzen in verschiedenen molaren
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Verhiltnissen zusammengegeben (0,01 — 5; 6 Messpunkte), wobei die Konzentration des

internen Standards konstant bleibt.

Polaritdt: positiv

Scan Modus: MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Quellenspannung: +5500 V

Curtain gas: 20 (N2)

Temperatur: 400 °C

Nebulizer gas: 45 (Druckluft)

Heater gas: 55 (N»)

CAD: 5

Stationére Phase: TSKgel NH,, 150 x 2,0 mm, 5 pm (Phenomenex,
Aschaffenburg)

Injektionsvolumen: S5ul

Mobile Phase: A: Acetonitril/H,O (95/5, v/v), 5 mM Ammoniumformiat,

1 % Ameisensdure
B: Wasser, 5 mM Ammoniumformiat, 1 % Ameisensdure
Flussrate: 0,2 ml/min

Gradient: 1sokratisch 89 % B, 12 Minuten

Tabelle 41. Zur Quantifizierung der Zuckeracetate verwendete Masseniiberginge (m/z), Dwell time
(msec), Declustering Potential (DP in V), Collision Energy (CE in V) und Cell Exit Potential (CXP in V).

Analyt m/z Dwell e cE  cxp
time
6-O-Acetyl-o//3-D-glucopyranose (30)  240,1—205,1 100 +11  +20 +4
1-O-Acetyl-5-D-fructopyranose (31) 240,1—205,1 100 +11  +20 +4

13
6-0-Acetyl-a/f-{ “Ce]-D- 2461211, 100 +11 428  +4
glucopyranose (32)

3.5.3.2.5 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd und 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd

Ein Aliquot (990 pl) einer wissrige Verdiinnung von Essig (1:50) wird mit einer Losung des
internen Standards 5-['°C,]-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (35) (10 pl; 4,6 mg/l) versetzt und
in LC-MS-System 2 (siche Kapitel 3.8.2.2) injiziert. Zur Bestimmung des Reponsefaktors

werden markierter und unmarkierte Standards in verschiedenen molaren Verhéiltnissen
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zusammengegeben (0,01 — 5; 6 Messpunkte), wobei die Konzentration des internen Standards

konstant bleibt.

Polaritt:

Scan Modus:
Quellenspannung:
Curtain gas:
Temperatur:
Nebulizer gas:
Heater gas:

CAD:

Stationére Phase:

Injektionsvolumen:

Mobile Phase:

Flussrate:

QGradient:

positiv

MRM (Multiple Reaction Monitoring)

+5500 V

20 (N2)

400 °C

45 (Druckluft)

55 (N2)

5

Luna PFP, 150 x 2,0 mm, 5 pm (Phenomenex, Aschaffenburg)

S5ul

A: Acetonitril, 1 % Ameisensdure

B: Wasser, 1 % Ameisensdure

0,2 ml/min
O min: 0 % A; 100 % B
2min: 0% A; 100 % B

15min: 100% A; 0% B

17 min: 100 % A; 0% B

20 min: 0 % A; 100 % B

25 min: 0 % A; 100 % B

Tabelle 42. Zur Quantifizierung von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd und 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd
verwendete Masseniiberginge (m/z), Dwell time (msec), Declustering Potential (DP in V), Collision
Energy (CE in V) und Cell Exit Potential (CXP in V).

Analyt

m/z Dwell o cE  Coxp
time

5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33)
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34)
5-[3C,]-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

35)

126,9—109,0 100 +26  +15 +4
168,9—109,0 100 +16  +14 +4

171,0—109,0 100 +11  +14 +4
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3.5.3.3 Weitere Quantitative Analysen

3.5.3.3.1 D-Glucose und D-Fructose mittels Enzymatik

D-Glucose und D-Fructose werden mittels eines Enzymkits (R-Biopharm, Darmstadt) nach

Anleitung des Herstellers quantifiziert.

3.5.3.3.2 Gluconsaure mittels Enzymatik

Gluconsdure wird mittels eines Enzymkits (R-Biopharm, Darmstadt) nach Anleitung des

Herstellers quantifiziert.

3.5.3.3.3 Trockenmasse

Die Trockenmasse wird in Dreifachbestimmng nach Methode L 39.00-2 (2002) des Lebens-
und Futtermittelgesetzbuches (§ 64 LFGB) bestimmt.

3.5.4 Sensorische Analyse

Im Folgenden werden nur spezielle Parameter fiir die sensorische Analysen zum Balsamico
Essig dargestellt. Allgemeine Bedingungen zur sensorischen Analyse sind in Kapitel 3.6

zusammengefasst.

3.5.41 Schwellenwerte

Schwellenwerte einzelner Geschmacksstoffe werden, wie in Kapitel 3.6.2 dargestellt, in

wiéssriger Losung bei einem pH-Wert von 3,0 (eingestellt mit 1 % HCI) ermittelt.

3.54.2 Geschmacksprofilanalyse

Zur Aufnahme von Geschmacksprofilen werden die fiir die vorliegenden Untersuchungen
verwendeten Essige (ABTM und ABM) jeweils mit mineralstoffarmen Sensorikwasser
verdiinnt (1+2; v/v) und dem Sensorikpanel zur Verkostung angeboten. Die Intensititen der

Geschmacksdeskriptoren siif3, sauer, bitter, umami, salzig, adstringierend sowie die viskose
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Mundfiille werden auf einer Skala von O (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar)

bewertet.

Die durch Ultrafiltration von ABTM erhaltenen niedermolekulare und hochmolekulare
Fraktionen (NMF und HMF) (siche Kapitel 3.5.1) werden in ihren natiirlichen
Konzentrationen in Sensorikwasser aufgenommen, der pH-Wert mit 1 % HCI auf 3,0
eingestellt und die Losungen nach Verdiinnung (1+2; v/v) gegen ABTM als Referenz

verkostet und beurteilt.

3.54.3 Geschmacksverdiinnungsanalyse

Die durch Gelabsorptionschromatographie der NMF erhaltenen Fraktionen (siehe Kapitel
3.5.2) werden in ihren natiirlichen Konzentrationen in Sensorikwasser (20 ml, pH 3,0;
eingestellt mit 1 % HCI) gelost und sukzessive 1+1 mit Sensorikwasser (pH 3,0) verdiinnt.
Die erhaltenen Verdiinnungsreihen werden in aufsteigender Konzentration im Triangeltest
gegen Sensorikwasser (pH 3,0) als Blindwert verkostet und die Verdiinnungsstufe ermittelt,
bei der gerade noch ein Unterschied zum Blindwert erkannt wird. Diese Stufe ist als
Geschmacksverdiinnungsfaktor (GV-Faktor) definiert und ergibt sich fiir jede
Geschmacksqualitit in jeder Fraktion aus dem arithmetischen Mittel des individuellen GV-

Faktors der einzelnen Priifer.

3.544 Vergleichende Geschmacksprofilanalyse

Die durch Gelabsorptionschromatographie der NMF erhaltenen Fraktionen (sieche 3.5.2)
werden in ihren natiirlichen Konzentrationen jeweils in verdiinntem Basisrekombinat
(bRek™®™) und Sensorikwasser (pH 3,0) aufgenommen und im Triangeltest gegen
verdiinntes Basisrekombinat als Referenz verkostet, wobei die Deskriptoren siil3, sauer, bitter,
umami, salzig, adstringierend sowie die Mundfiille auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar)

bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet werden.

3.54.5 Herstellung und sensorische Beurteilung von Rekombinaten

Geschmacksrekombinate von ABTM und ABM werden hergestellt, indem jeweils die in

Tabelle 50 und Tabelle 52 (Kapitel 6) aufgefiihrten Substanzen in ihren natiirlichen
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Konzentrationen in Sensorikwasser gelost, der pH-Wert der Losung auf den des authentischen
Essigs eingestellt und diese iiber Nacht im Kiihlschrank belassen werden. Nach Verdiinnung
mit Sensorikwasser (1+2; v/v) werden die Geschmacksprofile der einzelnen Rekombinate
vom Sensorikpanel gegen ebenfalls verdiinnten ABTM oder ABM verkostet und auf einer

Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet.

3.5.4.6 Omissionsexperimente

Teilrekombinate des ABTM werden durch Weglassen einzelner Geschmacksstoffe oder
Geschmacksstoffgruppen hergestellt und im Triangeltest gegen verdiinnten ABTM verkostet
und Dbeurteilt. Fir den Fall, dass die Panelisten einen Unterschied zwischen
Gesamtrekombinat und Teilrekombinat wahrnehmen, werden die Unterschiede durch
vergleichende Geschmacksprofilanalyse auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5

(stark wahrnehmbar) bewertet.

3.54.7 Bewertung der SiBRmodulation von 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd
und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) (200 — 10000 pmol/l) und 5-Acetoxymethyl-2-
furaldehyd (34) (2 — 2000 pmol/l) werden jeweils in einer Losung von 4 % Saccharose/1 %
Ethanol geldst und der pH Wert der Losungen mit 1 % HCI auf 3,0 eingestellt. Die
Probenlosungen werden vom Panel unter Verwendung des 3-Alternative-Forced-Choice-Tests
(3-AFC; Methode L00.90-7, 2007; § 64 LFGB) gegen 4 % Saccharose/1 % Ethanol (pH 3,0)
auf einen Unterschied in der Siile hin bewertet, wobei die Panelisten gezwungen sind, eine

Probe zu benennen, auch wenn kein Unterschied wahrgenommen wurde.

3.5.4.8 Time-Intensity-Analyse

Sensorische Time-Intensity-Analysen zur Charakterisierung des stiBmodulierenden Effekts
von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) werden unter Verwendung der FIZZ-Sensorik-
Software (Version 2.46 A; Biosystemes, Couternon, Frankreich) an einem Touchscreen

durchgefiihrt. Bei allen Bewertungen tragen die Panelisten eine Nasenklammer.
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3.5.4.8.1 Methodendesign

Referenzlosung: 4 % Saccharose, 1 % Ethanol (10 ml)
Probenlésung: 4 % Saccharose, 1 % Ethanol + Testsubstanz (10 ml)

Alle Losungen werden in Einweg-Sensorikbecher aliquotiert (10 ml) und mit einem
dreistelligen numerischen Code verschliisselt. Die Reihenfolge der Verkostung ist zufillig

und wird jedem Panelisten durch die FIZZ-Software vorgegeben.

Die Panelisten folgen den Anweisungen auf dem Bildschirm. Nach Aufnahme des gesamten
Volumens einer Losung beginnt sofort die Bewertung der Siifintensitit durch kontinuierliches
Halten eines Fingers auf einer horizontalen Skala, die am linken Ende einen Anfangspunkt
(= 0) und am rechten Ende einen Endpunkt (= 10) aufweist. Fiinf Sekunden nach Aufnahme
wird die Losung abgeschluckt und die Intensitdt der SiiBe weiterhin bewertet, bis kein
Geschmackseindruck mehr wahrnehmbar ist. Pro Sensorik werden von jedem Panelisten eine

Referenzlosung und eine Probenlosung in zufillig festgelegter Reihenfolge bewertet.
3.5.4.8.2 Schulung des Panels

Die Schulung des Panels im Hinblick auf Umgang mit dem Touchscreen und Bewertung der
Siifintensitdt und -ldnge verschiedener Siifistoffe wird mit wassrigen Saccharose-Ldsungen
(4 %/1 % Ethanol) gegen bindre Losungen von Saccharose (4 %/1 % Ethanol) und
Natriumsaccharin (5 bzw. 10 mg/l) durchgefiihrt.

3.5.4.8.3 Time-Intensity-Analyse von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) wird in Konzentrationen von 200, 1000, 1500, 2000 und
2500 pmol/l in 4 % Saccharose/1% Ethanol geldst und diese Losungen jeweils gegen die

Referenz bewertet. Jede Konzentration wird in Doppelbestimmung analysiert.
3.5.4.8.4 Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgt durch Anwendung der Trapezmethode (Lallemand et al., 1999).
Mittels FIZZ-Software werden aus jeder erhaltenen TI-Kurve vier Datenpunkte (Zeitpunkte
und Intensitét bei 5 % und 90 % der maximalen Intensitét auf ansteigendem und abfallendem
Teil der Kurve) extrahiert, anhand derer in Excel ein Trapez konstruiert wird. Aus jedem
Trapez werden im Folgenden verschiedene Parameter extrahiert, die eine genauere

Charakterisierung des Siilgeschmacks erlauben (Tabelle 26). AnschlieBend wird mittels
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zweifaktorieller ANOVA ermittelt, ob zwischen Referenz- und Probenldsung signifikante

Unterschiede in den einzelnen Parametern auftreten.

3.5.5 Zellbasierter SiiRrezeptorassay

Fiir die Untersuchung der Aktivierung des Siilrezeptors durch verschiedene Furan-,
Thiophen- und Pyrrolderivate werden humane embryonale Nierenzellen (HEK293 Flpln
T-Rex Ga;sGis/hTASIR2, Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, die die Untereinheit TAS1R2
des humanen Siifirezeptors und die G-Protein-Untereinheit G 5Giz stabil sowie die

Untereinheit hTAS1R3 Tetracyclin-induziert exprimieren.

3.5.51 Verwendete Kulturmedien, Losungen und Puffer

DMEM + Serum: Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l Glucose;
Fotales Kélber Serum, Tetracyclin-frei (10 %); L-Glutamin
(1 %); Penicillin G (1000 U/ml; 1 %); Streptomycin (10 mg/ml);
Hygromycin (200 pg/ml); G418 (200 upg/ml); Blasticidin
(15 pg/ml); Puromycin (1 pg/ml)

Glutamax + Serum: D-MEM-Glutamax mit 1 g/l Glucose; Fotales Kilber Serum,
Tetracyclin-frei (10 %); L-Glutamin (1 %); Penicillin G
(1000 U/ml; 1 %); Streptomycin (10 mg/ml)

Glutamax: D-MEM-Glutamax mit 1 g/l Glucose

Trypsin-Losung: 0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS (phosphate buffered
saline); pH 7,4

PBS: 8 g/l NaCl; 0,2 g/l KCI; 1,44 g/l Na,HPOy; 0,24 g/l KH,PO,4; pH
7,4

Tetracyclin-Losung: 5 mg/ml

Probenecid: 71 mg/1 ml NaOH (0,5 M)

Fluo-4-AM: 50 pgin 22 ul DMSO losen
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C1-Puffer: NacCl (130 mmol/l); KCI1 (5 mmol/l); HEPES (10 mmol/l); CaCl,
(2 mmol/l); Na-Pyruvat (1 mmol/l); pH 7,4

C2-Medium: Glutamax-Medium (5 ml); Probenecid-Losung (50 pl); Fluo-4-
AM-Losung (5 pl)

Isoproterenol-Losung: 50 umol/l in C1-Puffer

Lactisol-Losung: 2,5 mmol/l in C1-Puffer

3.5.5.2 Kultivierung von HEK293-Zellen

Die Zellen wachsen in Plastikkulturschalen mit DMEM + Serum (10 ml) bei 37 °C und 5 %
CO; bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %. Um die Zellen zu Vereinzeln, wird das Medium
abgesaugt und Trypsinlosung (3 ml) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 — 3
Minuten werden die Zellen durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren vom Boden der
Kulturschale geldst und die Suspension in ein Falconréhrchen (15 ml) tiberfithrt. DMEM +
Serum (3 ml) wird zugegeben, um das Trypsinieren zu stoppen. AnschlieBend wird
zentrifugiert (900 rpm, 5 min.) und das Medium durch Absaugen vom Zellsediment getrennt.
Das Zellpellet wird in DMEM + Serum (10 ml) aufgenommen und die Zellen werden durch
10-maliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. 1 ml der erhaltenen Zellsuspension wird in eine
neue Plastikkulturschale mit DMEM + Serum (10 ml) iiberfiihrt, mit Antibiotika-Lésungen
(20 pl Hygromycin; 20 ul G418; 15 pl Blasticidin; 10 pl Puromycin) versetzt und durch
Schwenken verteilt. Weitere Aliquote (1,8 ml/96-Well-Platte) werden fiir die Calcium-

Imaging-Experimente verwendet.

3.5.5.3 FLIPR-Calcium Imaging

Trypsinierte Zellsuspension (siehe 3.5.5.2) wird mit DMEM + Serum verdiinnt (1:10; v/v)
und in mit Poly-D-Lysin (10 pg/ml) beschichtete 96-Well Platten (Greiner Bio One,
Frickenhausen) pipettiert (je 100 pl). Die Zellen werden bei 37 °C und 5 % CO, bis zu einer
Konflueszenz von ca. 70 % kultiviert. AnschlieBend wird das Medium entfernt und in die
Hélfte aller Wells Glutamax-Medium + Serum, das Tetracyclin enthdlt (1,2 pl
Tetracylinlosung auf 5 ml) (je 100 pl) gegeben, um die Expression der hTASIR3-
Untereinheit zu induzieren. In die andere Hailfte der Wells, die als Blindwert (= Mock)

dienen, wird nur Glutamax-Medium + Serum pipettiert (100 upl). 24 Stunden nach der
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Induktion wird das Medium entfernt und durch C2-Medium (50 pl) ersetzt. Nach Inkubation
im Dunkeln (37 °C, 5 % CO,, 1 Stunde) wird die 96-Well-Platte mittels eines
Plattenwaschgerdtes mit C1-Losung gewaschen. Dies wird im Abstand von 30 Minuten zwei
weitere Male wiederholt. Nach dem jeweils finalen Waschschritt verbleibt CI1-Losung

(100 pl) in jedem Well.

Losungen der Testsubstanzen in C1-Puffer (Tabelle 43) werden in 96-Well-Platten angesetzt.
Da beim spiteren Pipettieren der Losungen im Gerét ein Verdiinnungseffekt durch den bereits
in den Wells vorhandenen CI1-Puffer auftritt, miissen die Testsubstanzen zunichst in
doppelter Konzentration angesetzt werden. Isoproterenol, das im 2. Applikationsschritt auf die
Zellen gegeben wird (finale Konzentration: 10 pmol/l), wird in fiinffacher Konzentration in
einer 96-Well-Platte angesetzt. Um eine Inhibierung der Rezeptoraktivierung durch Lactisol
zu iberpriifen, werden bindre Losungen der entsprechenden Testsubstanzen mit Lactisol

(2,5 mmol/l; finale Konzentration: 2 mmol/l) in 96-Well-Platten hergestellt.

Direkt nach dem letzten Waschschritt werden die Zellen im Gerdt (FLIPR™™, Molecular
Devices, Miinchen; Software: Screenworks 2.0.0.19) bei einer Anregungswellenlédnge von
470 — 495 nm und einer Emissionswellenldnge von 515 — 570 nm vermessen. Um
unspezifische Zellantworten und falsch positive Signale auszuschliefen, werden die
Testsubstanzen einerseits auf induzierte und nicht-induzierte Zellen appliziert. Zweitens wird
eine Unterdriickung des, durch eine Testsubstanz hervorgerufenen Signals durch den

SiiBinhibitor Natrium-2-(4-Methoxyphenoxy)-propionat (Lactisol) iiberpriift.

Die durch die Mock-Zellen erhaltenen Fluoreszenzsignale werden von den entsprechenden
Signalen der induzierten Zellen subtrahiert und die Differenz auf die Hintergrundfluoreszenz

normalisiert.

AF/F = (F-F)/F,

Vor der Ermittlung von Schwellenwerten werden zunéchst die artefaktfreien Konzentrationen
der einzelnen Testsubstanzen bestimmt, indem nicht-induzierte Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen inkubiert und auftretende Fluoreszenzsignale von unspezifischen
Zellantworten detektiert werden. Ausgehend von der so bestimmten maximal im Zellassay
einsetzbaren Konzentration der einzelnen Substanzen werden Verdiinnungsreihen hergestellt
und auf die induzierten Zellen appliziert. Als Schwellenwert definiert ist die niedrigste

Konzentration, bei der die spezifische Zellantwort signifikant groBer ist als die, die durch
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Applikation von Cl-Puffer alleine hervorgerufen wird. Alle Bestimmungen werden in

Triplikaten durchgefiihrt.

Tabelle 43. Fiir FLIPR-Calcium Imaging eingesetzte Verbindungen, deren Molekulargewicht, der jeweils
gemessene Konzentrationsbereich sowie die hochste gemessene, artefaktfreie Konzentration.

gemessener Konzentration
Testsubstanz MW Konzentrations- ohne
[g/mol] bereich Artefaktsignal
[pmol/l] [pmol/l]
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd (33) 126,1 300 — 30000 15000
5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) 168,1 3 —-10000 5000
Furan-2-carboxaldehyd (36) 96,1 300 — 10000 3000
5-Methyl-2-furaldehyd (37) 110,1 300 — 10000 3000
(5?;§I)Sutanoyloxy)methyl—2—furaldehyd 196.2 100 — 3000 300
(5?;§I)sobutanoyloxy)methyl—2—furaldehyd 196.2 100 — 3000 900
(SA;E)I)Jexanoyloxy)methyl—Z—furaldehyd 2252 100 — 3000 300
(5‘;(1?ctanoyloxy)methyl—2—furaldehyd 252.3 100 — 3000 300
Furan-2-carbonséure (42) 112,1 300 — 10000 3000
Furan-2-carbonsduremethylester (43) 126,1 300 — 30000 10000
2-(Hydroxymethyl)-furan (44) 98,1 300 — 100000 n.b.
Thiophen-2-carboxaldehyd (45) 112,2 300 — 10000 5000
5-Methyl-thiophen-2-aldehyd (46) 126,2 300 — 5000 2000
Thiophen-2-carbonsiure (47) 128,2 300 — 5000 3000
Pyrrol-2-carboxaldehyd (48) 95,1 300 - 10000 5000

n.b. nicht bestimmt: keine spezifische Zellantwort bei allen gemessenen Konzentrationen.

3.5.6 Synthesen
3.5.6.1 6-0-Acetyl-a/-D-glucopyranose

Essigsdureanhydrid (1,5 mmol) wird zu einer Losung von D-Glucose (3 mmol) in
Pyridin/THF (5 ml, 4/1, v/v) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 30 Minuten bei 0 °C
geriihrt. Wasser (10 ml) wird zugegeben, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das
Reaktionsprodukt chromatographisch isoliert (Préparative HPLC mit ELSD; Microsorb
RP-18, 250 x 21,2 mm; Gradient 3, siche Kapitel 3.7.2). Nach Gefriertrocknen wird das

Produkt als weil3es, kristallines Pulver in einer Reinheit von 99 % erhalten.
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Spektroskopische Daten:

I
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6-0-Acetyl-a/fi-D-glucopyranose (30): 0,9 mmol; 30 %
Ausbeute; LC-MS (ESI"): m/z 223 (20, [M+H]"), 240 (100,
[M+NH,]"), 150 (40, [M-7219), 85 (15, [M-137]"); 'H-NMR
(400 MHz, D,0, COSY): J [ppm] 2.03 [s, 6H, H-C(8a/B)],
3.14 [dd, 1H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(2p)], 3.31-3.61 [m, 6H,
H-C(4a), H-C(4f), H-C(38), H-C(2a), H-C(58), H-C(3a)],

3.92 [ddd, 1H, J = 4.0, 8.0, 12.0 Hz, H-C(5a)], 4.14 [dd, 1H, J = 4.0, 12.0 Hz, H-C(6/a)],
4.22 [dd, 2H, J = 4.0, 8.0 Hz, H-C(6a)], 4.29 [dd, 1H, J = 4.0, 12.0 Hz, H-C(6fb)], 4.54 [d,
1H, J = 8.0 Hz, H-C(1/)], 5.10 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(1&)]; "C-NMR (100 MHz, D,0,
HSQC, HMBC): § [ppm] 20.1 [C(8a/p)], 20.2 [C(8B/a)], 63.4 [C(6a/B)], 63.6 [C(65/a)], 69.1
[C(5a)], 69.5 [C(4a/p)], 69.6 [C(4B/aw)], T1.4 [CQRa)], 72.6 [C(58)], 73.3 [C(3a)], 74.0
[C(2B)], 75.5 [C(3B)], 92.0 [C(1a)], 96.0 [C(15)], 174.09 [C(Ta/B)], 174.11 [C(7B/a)].

3.5.6.2 1-O-Acetyl-B-D-fructopyranose

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.1 beschrieben, als Edukt wird

D-Fructose (3 mmol) eingesetzt. Nach Gefriertrocknen wird das Produkt als weil3es,

kristallines Pulver in einer Reinheit von 99 % erhalten.

Spektroskopische Daten:
TH
6 2
[
4
T // \3 OH
HO

OH

//\1/\
Y  —

1-0O-Acetyl-f-D-fructopyranose (31): 0,8 mmol;
30 % Ausbeute; LC-MS (ESI'): m/z 240 (100,
[M+NH,]"), 223 (20, [M+H]"), 150 (40, [M-72]),
85 (15, [M-1371"); 'H-NMR (400 MHz, DO,
COSY): 6 [ppm] 2.08 [s, 3H, H-C(8)], 3.63 [dd, 1H,

o
S
|

J=14.0, 12.0 Hz, H-C(6a)], 3.71 [d, 1H, J = 8.0 Hz H-C(4)], 3.84 [dd, 1H, J = 4.0, 12.0 Hz,
H-C(5)], 3.93-3.99 [m, 2H, H-C(6b), H-C(3)], 4.12 [d, 2H, J= 4.0 Hz, H-C(1)]; *C-NMR
(100 MHz, D,0, HSQC, HMBC): 6 [ppm] 20.1 [C(8)], 63.4 [C(6)], 65.6 [C(1)], 67.8 [C(4)],
68.8 [C(3)], 69.2 [C(5)], 96.8 [C(2)], 173.6 [C(7)].
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3.5.6.3 6-0-Acetyl-a/8-D-glucopyranose-[**Cq¢]

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.1 beschrieben, als Edukt wird
D-Glucose-[°Cq] (3 mmol) eingesetzt. Nach Gefriertrocknen wird das Produkt als weiBes,

kristallines Pulver in einer Reinheit von 99 % erhalten.

Spektroskopische Daten:

o 6-0-Acetyl-["> C4|-a/B-D-glucopyranose  (32): 0,6 mmol;
*U 20 % Ausbeute; LC-MS (ESI"): m/z 229 (20, [M+H]"), 246
o gt (100, [M+NH,]"), 156 (40, [M-72]"), 89 (15, [M-137]");
* EL* 'H-NMR (500 MHz, D,0, COSY): § [ppm] 2.06 [s, 6H,
/4\\5,/0
HO \ , \ H-C(8a/B)], 3.15 [ddd, 1H, J = 4.0, 12.0 Hz, Jey = 155.0
Ho\s/ *$1’5WOH

* OH Hz, H-C(2p)], 3.22-3.82 [m, 7H, H-C(2a), H-C(30),
H-C(3p), H-C(4a), H-C(4p), H-C(50), H-C(58)], 4.26 [m,
Jen= 155.0 Hz, 4H, H-C(6a), H-C(68)], 4.62 [dd, 1H, J=8.0 Hz, Joy = 125.0 Hz,
H-C(18)],5.15 [dd, 1H, J= 4.0 Hz, Joy = 170.0 Hz, H-C(1a)]; *C-NMR (125 MHz, D,0,
HSQC, HMBC): § [ppm] 20.1 [C(8a/8)], 20.2 [C(8f/a)], 63.5 [d, J = 44.0 Hz, C(6a), C(68)],
68.7-69.8 [m, C(5a), C(4a), C(4B)], 71.0-74.3 [m, C(2a), C(58), CBa), C(2B)], 75.5 [m,
C(3B)], 92.1 [d, J = 46.2 Hz, C(1a)], 96.0 [dt, J=13.75, 5.0, 46.2 Hz, C(18)], 174.12/174.13
[C(Ta/)].

3.5.6.3.1 5-["°C,]-Acetoxymethyl-2-furaldehyd

Acetylchlorid-[*C,] (3 mmol) wird tropfenweise zu einer Losung von 5-Hydroxymethyl-2-
furaldehyd (4 mmol) in THF/Triethylamin (6 ml; 5/1, v/v) gegeben und das
Reaktionsgemisch iiber Nacht bei 20 °C geriihrt. Wasser (1 ml) wird zugegeben und das
Reaktionsprodukt chromatographisch isoliert (prdparative HPLC mit DAD-Detektor,
Microsorb-RP18, 250 x 21,2 mm, Gradient 3, sieche Kapitel 3.7.2). Nach Gefriertrocknung

wird das Produkt als brauner Feststoff in einer Reinheit von 99 % erhalten.
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Spektroskopische Daten:

o o 5-[13Cg]—Acetoxymethyl-Z-furaldehyd 35): 047

U* 6 o |1| mmol, 15 % Ausbeute; UV-Vis (MeOH): Ayax = 284
T o \5\/ \/2/ ~ nm; LC-MS (ESI"): m/z 271 (70, [M+H]"), 293 (100,
\4—3/ [M+Na]"), 109 (80, [M-61]"), 81 (10, [M-89]"); 'H-

NMR (400 MHz, MeOD, COSY): 6 [ppm] 2.08 [dd, 3H, J = 8.0 Hz, Jcy = 104.0 Hz, H-
C(8)], 5.51 [d, 2H, J = 4.0 Hz, H-C(6)], 6.70 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(4)], 7.37 [d, 1H, J = 4.0
Hz, H-C(3)], 9.57 [s, 1H, H-C(1)]; ?C-NMR (100 MHz, MeOD, HSQC, HMBC, DEPT): ¢
[ppm] 19.1 [d, J = 200 Hz, C(8)], 57.3 [C(6)], 112.1 [C(4)], 122.6 [C(3)], 153.0 [C(2)], 156.0
[C(5)], 170.5 [d, J =200 Hz, C(7)], 178.2 [C(1)].

3.5.64 5-(Butanoyloxy)methyl-2-furaldehyd

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.3.1 beschrieben. Als Edukt wird
Butyrylchlorid (3 mmol) verwendet. Nach Gefriertrocknung wird das Produkt als braune,

viskose Fliissigkeit in einer Reinheit von 99 % erhalten.
Spektroskopische Daten:

o o 5-(Butanoyloxy)methyl-2-furaldehyd (39):

. |7| . o |1| 0,7 mmol; 23 % Ausbeute; UV-Vis

10/ \8/ \o/ \5/ \2/ \H (MeOH): Amax = 284 nm; LC-MS (ESI"),

\E—g/ m/z 197 (60, [M+H]"), 219 (100,

[M+Na]"), 109 (46, [M-611"), 81 (10, [M-89]"); 'H-NMR (500 MHz, D,0O, COSY) & [ppm]

0.93 [d, 3H, J = 8.0 Hz, H-C(10)], 1.63 [ddd, 2H, J = 8.0, 16.0, 24.0 Hz, H-C(9)], 2.32 [t, 2H,

J = 8.0 Hz, H-C(8)], 5.16 [s, 2H, H-C(6)], 6.68 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(4)], 7.38 [d, 1H, J =

4.0 Hz, H-C(3)], 9.57 [s, 1H, H-C(1)]; *C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm]

13.9 [C(10)], 19.4 [C(9)], 36.6 [C(8)], 58.7 [C(6)], 113.6 [C(4)], 124.0 [C(3)], 154.4 [C(2)],
157.6 [C(5)], 174.4 [C(7)], 179.6 [C(1)].
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3.5.6.5 5-(Isobutanoyloxy)methyl-2-furaldehyd

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.3.1 beschrieben. Als Edukt wird
Isobutyrylchlorid (3 mmol) verwendet. Nach Gefriertrocknung wird das Produkt als braune,

viskose Fliissigkeit in einer Reinheit von 99 % erhalten.

Spektroskopische Daten:

o ﬁ 5-(Isobutanoyloxy)methyl-2-furaldehyd (38): 0,7
” o mmol; 23 % Ausbeute; UV-Vis (MeOH): Apax =
I N N N X .
| \\ // 284 nm; LC-MS (ESI"), m/z 197 (60, [M+H]"), 219
10 4—3 (100, [M+Na]"), 109 (40, [M-61]"), 81 (5,

[M-891"); 'H-NMR (500 MHz, D,0, COSY) & [ppm] 1.16 [d, 6H, J=28.0 Hz, H-C(9),
H-C(10)], 3.31 [dd, 1H, J = 8.0, 16.0 Hz, H-C(8)], 5.16 [s, 2H, H-C(6)], 6.68 [d, 1H, J = 4.0
Hz, H-C(4)], 7.37 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(3)], 9.57 [s, 1H, H-C(1)]; “C-NMR (125 MHz,
D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 19.3 [C(9), C(10)], 35.0 [C(8)], 58.8 [C(6)], 113.5 [C(4)],
124.0 [C(3)], 154.4 [C(2)], 157.6 [C(5)], 177.9 [C(7)], 179.6 [C(1)].

3.5.6.6 5-(Hexanoyloxy)methyl-2-furaldehyd

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.3.1 beschrieben. Als Edukt wird
Hexanoylchlorid (3 mmol) verwendet. Nach Gefriertrocknung wird das Produkt als braune,

viskose Fliissigkeit in einer Reinheit von 99 % erhalten.
Spektroskopische Daten:

5-(Hexanoyloxy)methyl-2-furaldehyd (40): 1,6 mmol; 53 % Ausbeute; UV-Vis (MeOH):

ﬁ TI Amax = 284 nm; LC-MS (ESI), m/z

) 22 M+H]") 24 1
12/11\10/9\8/7\0/6\5/ \2/1\I_| 5 (80, [ 1) 7 (100,
\\ // [M+Na]"), 109 (45, [M-61]"), 81 (10,
4a—3 [M-89]"); '"H-NMR (500 MHz, D,0,

COSY) & [pp] 0.89 [d, 3H, J = 8.0 Hz, H-C(12)], 1.31 [m, 4H, J =4.0,8.0 Hz, H-C(11),
H-C(10)], 1.63 [dd, 2H, J = 8.0, 16.0 Hz, H-C(9)], 2.35 [t, 2H, J = 8.0, H-C(8)], 5.16 [s, 2H,
H-C(6)], 6.68 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(4)], 7.37 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(3)], 9.57 [s, 1H,
H-C(1)]; *C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 12.8 [C(12)], 21.9 [C(11)],
24.4 [C(9)], 30.9 [C(10)], 34.7 [C(8)], 58.7 [C(6)], 113.6 [C(4)], 124.0 [C(3)], 154.4 [C(2)],
157.6 [C(5)], 174.6 [C(7)], 179.6 [C(1)].
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3.5.6.7 5-(Octanoyloxy)methyl-2-furaldehyd

Die Synthese und Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 3.5.6.3.1 beschrieben. Als Edukt wird
Octanoylchlorid (3 mmol) verwendet. Nach Gefriertrocknung wird das Produkt als braune,

viskose Fliissigkeit in einer Reinheit von 99 % erhalten.

Spektroskopische Daten:

5-(Octanoyloxy)methyl-2-furaldehyd (41): 1,4 mmol; 47 % Ausbeute; UV-Vis (MeOH): Apax

ﬁ |c|> = 284 nm; LC-MS (ESI),

o /z 253 (60, [M+H]"), 275
14/13\12/11\10/9\8/7\0/6\5/ \2/1\H " ( [ ] )

\ /] (100, [M+Na]"), 109 (45,

4—3 [M-611"), 81 (10, [M-89]");

'H-NMR (500 MHz, D,0, COSY) & [ppm] 0.89 [t, 3H, J = 8.0 Hz, H-C(14)], 1.28 [m, SH,
H-C(13), H-C(12), H-C(11), H-C(10)], 1.60 [dd, 2H, J = 8.0, 16.0 Hz, H-C(9)], 2.36 [t, 2H,
J=28.0, H-C(8)], 5.16 [s, 2H, H-C(6)], 6.68 [d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C(4)], 7.37 [d, 1H, J = 4.0
Hz, H-C(3)], 9.57 [s, 1H, H-C(1)]; *C-NMR (125 MHz, D,0, HMQC, HMBC) & [ppm] 14.4
[C(14)], 23.7 [C(13)], 26.0 [C(9)], 30.07 [C(11/10)], 30.08 [C(10/11)], 32.9 [C(12)], 34.7
[C(8)], 58.7 [C(6)], 113.6 [C(4)], 124.0 [C(3)], 154.4 [C(2)], 157.6 [C(5)], 174.6 [C(7)], 179.6
[C(D)].

3.6 Sensorik

Allgemeine Bedingungen und Verfahren zur sensorischen Analyse sind im Folgenden
angegeben, spezifisches Vorgehen zu den einzelnen Lebensmitteln sind in den jeweiligen

Abschnitten (3.4.5 und 3.5.4) zu finden.

Sensorische Analysen werden in einem Sensorikraum bei 20 — 22 °C durchgefiihrt. Das
Sensorikpanel besteht aus 12 geschulten Priifern, die wihrend der Verkostungen
Nasenklammern tragen, um retronasale Finfliisse auf die Geschmackswahrnehmung zu
unterbinden. Wenn nicht anders angegeben wird mineralstoffarmes, stilles Wasser (Evian®)
verwendet. Jede Analyse wird in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Isolierte Fraktionen und
Substanzen werden vor der Verwendung fiir die sensorischen Untersuchung dreimal

gefriergetrocknet und mittels LC-MS und "H-NMR auf ihre Reinheit hin iiberpriift.
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3.6.1 Schulung des Sensorikpanels

Zur Schulung des Panels werden Sensoriken mit wissrigen LoOsungen folgender
Referenzsubstanzen durchgefiihrt: Lactose (50 mmol/l) fiir siiBen Geschmack, Milchsdure
(20 mmol/l) fiir sauren Geschmack, Natriumchlorid (20 mmol/l) fiir salzigen Geschmack,
Coffein (1 mmol/l) fiir bitteren Geschmack und Natrium-L-Glutamat (3 mmol/l, pH 6) fiir
Umamigeschmack, Quercetin-3-O-3-D-glucopyranosid (0,01 mmol/l) fiir einen samtig
adstringierenden Geschmackseindruck und Tannin (0,05 %) fiir einen rau-adstringierenden

Geschmackseindruck.

Fiir die Schulung der Mundfiille (Kokumi) wird eine wéssrige Losung aus Natriumchlorid
(30 mmol/l) und Natrium-L-Glutamat (10 mmol/l) mit und ohne Zusatz von Glutathion

(5 mmol/l) verwendet.

3.6.2 Schwellenwertbestimmung

Die zu untersuchende Substanz wird in wéssriger Losung (20 ml; pH 3,0 oder pH 5,3) gelost,
sukzessive 1:1 mit Wasser (pH 3,0 oder 5,3) verdiinnt und dem Panel mit je zwei
Blindlosungen gereicht (Triangeltest). Die Losungen werden in aufsteigender Konzentration
verkostet und die jeweils abweichende Probe angegeben. Es gilt nur die Probe als richtig
erkannt, ab der auch alle folgenden Proben vom Priifer richtig erkannt werden. Die
Berechnung des Schwellenwertes erfolgt auf Basis der amtlichen Untersuchungsmethode

ASU L 00.90-9, 1999; § 64 LFGB.

3.7 Chromatographische Methoden

3.7.1 Gelabsorptionschromatographie (GAC)

Saule: XK 50/100, 100 % 5 cm (Amersham, Uppsala, Schweden)
Siulenmaterial: Sephadex LH-20 (GE Healthcare, Miinchen)

Pumpe: Peristaltikpumpe P-1 (Amersham, Uppsala, Schweden)
Detektor: UV-2075 (Jasco, Gro3-Umstadt)

Wellenlédnge: 220 nm
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Fraktionssammler: 2070 Ultrorac II (LKB, Bromma, Schweden)

Sammelrate: 10 min/Reagenzglas

Flussrate: 1,3 ml/min

Mobile Phase: Methanol/Wasser, pH 4 (20/80; 40/60; 60/40; 80/20;
100/0; v/v); je 400 ml

Datenaufzeichnung: LabView, Version 2.0; National Instruments, Austin, TX,

USA

3.7.2 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC)

Analytische und priparative HPLC-Trennungen werden unter Verwendung verschiedener

HPLC-Séulen, FlieBmittel und Gradienten an folgendem System durchgefiihrt:

HPLC-System

Pumpe:
Degasser:
Mischkammer:

Autosampler:

Injektionsventil:

Detektor I:

mit Messzelle:

Detektor II:

Software:

HPLC-Séulen
Analytisch:

2 x PU-2087 Plus (Jasco, GroB3-Umstadt)

DG-2080-53 (Jasco, GroB3-Umstadt)

LG-2080-2 (Jasco, GroB3-Umstadt)

AS-2055 Plus mit 100 pl Probenschleife (Jasco, Grof3-Umstadt)
Rh 77251 mit 1000 pl Probenschleife (Rheodyne, Bensheim)
MD-2010 Plus Diodenarraydetektor (Jasco, Gro3-Umstadt)

- Priparative Durchflusszelle

- Analytische Durchflusszelle
Sedex 85 LT-ELSD (Sedere, Alfortville, Frankreich)
Chrompass 1.6.8.1 (Jasco, GroB3-Umstadt)

HyperClone ODS C18, 250 x 4,6 mm, 5 pum (Phenomenex,
Aschaffenburg)

TSKgel Amide-80, 150 x 2,0 mm, 3 pum (Tosoh Bioscience,
Stuttgart)
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Préparativ: Microsorb RP-18, 250 x 21,2 mm, 5 pm (Varian, Darmstadt)
Monochrom MS, 250 x 21,2 mm, 5 pm (Varian, Darmstadt)
TSKgel Amide-80, 300 x 21,5 mm, 10 um, (Tosoh Bioscience,
Stuttgart)

Gradienten
Gradient 1: Fliemittel A: H,O, 1 % Ameisensdure
FlieBmittel B: Acetonitril, 1 % Ameisensdure
Flussrate: 18 ml/min
0 min: 100 % A; 0% B
S5 min: 100 % A; 0% B
15 min: 0 % A; 100 % B
20 min: 0 % A; 100 % B
25 min: 100 % A; 0 % B
30 min: 100% A; 0% B

Gradient 2: FlieBmittel A: H,O, 1 % Essigsdure

FlieBmittel B: Acetonitril, 1 % Essigsdure

Flussrate: 6 ml/min
Omin: 5% A;95% B
2min: 5% A;95%B

20 min: 100 % A; 0% B

25 min: 100 % A; 0 % B

30 min: 5% A; 95 % B

35min: 5% A; 95 %B

Gradient 3: FlieBmittel A: H,O; 0,1 % Ameisensiure
FlieBmittel B: Methanol; 0,1 % Ameisensaure
Flussrate: 18 ml/min
0 min: 100 % A; 0% B
I min: 100 % A; 0% B
15 min: 0% A; 100 % B
18 min: 0 % A; 100 % B
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Gradient 4:

Gradient 5:

25 min: 100 % A; 0% B
30 min: 100 % A; 0% B

FlieBmittel A: H,O; 0,1 % Ameisensaure
Flussrate: 18 ml/min

Isokratisch, 15 Minuten

FlieBmittel A: H,O, 1 % Ameisensdure
FlieBmittel B: Acetonitril, 1 % Ameisensiure
Flussrate: 18 ml/min
0 min: 70 % A; 30 % B
I min: 70 % A; 30 % B
10 min: 0 % A; 100 % B
12 min: 0 % A; 100 % B
15 Min: 70 % A; 30 % B
20 Min: 70 % A; 30 % B

3.7.3 Hochleistungsionenchromatographie (HPIC)

System 1
System:

Pumpe:
Autosampler:
Saulenofen:
Detektor:

Software:

System 2
System:

Autosampler:

Suppressor:

Eluentengenerator:

Detektor:

Software:

Dionex ICS-2500 (Dionex, Idstein)
GS50 Gradientenpumpe
AS50 Autosampler

AS50 Thermal Compartment mit Sdulenschaltventil

EDS50 Electrochemical Detektor
Chromeleon 6.80 (Dionex, Idstein)

Dionex ICS-2000 (Dionex, Idstein)

AS Autosampler

CSRS 300

RFIC 2 EluGen Cartridge EGC 11 MSA
Leitfahigkeitsdetektor

Chromeleon 6.80 (Dionex, Idstein)
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3.7.4 Gaschromatographie (GC)

GC System: HP 6890 Series (Hewlett Packard, Waldbronn)

Séule: DB-FFAP, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm, (J&W, Boblingen)
Tragergas: Hy, 30 cm/s

Injektion: Split: 1:10

Volumen: 5pul

Detektor: FID, 250°C

Ofen Programm: 60 °C (2 min, isotherm)

60 °C —240 °C (10 °C/min)
240 °C (15 min, isotherm)

3.8 Spektroskopische Methoden

3.8.1 UV-Vis-Spektroskopie

Die Aufnahme von UV-Vis-Spektren erfolgt an HPLC-System 1 mittels eines DAD MD-
2010 Diodenarraydetektors (Jasco, GroB3-Umstadt).

3.8.2 HPLC-Massenspektrometrie (LC-MS)

3.8.21 LC-MS-System 1
MS: API 4000 QTRAP, Linear Ion Trap Quadrupole Mass
Spectrometer (Applied Biosystems, Darmstadt)
HPLC: Agilent 1200 Serie (Agilent, Waldbronn) mit
1200 G1379A Pumpe
G1379 Degasser

1200 G1329A Autosampler

Ionisation: Electrospray lonisation (ESI)

Auflosung: Unit

Curtain Gas: Stickstoff (20 psi)

Software: Analyst 1.5.1 (Applied Biosystems, Darmstadt)
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3.8.2.2 LC-MS-System 2

MS: API3200-type LC-MS/MS System (Applied Biosystems,
Darmstadt)

HPLC: Agilent 1100 Serie (Agilent, Waldbronn) mit
1100 G1379A Pumpe
G1379 Degasser

1100 G1329A Autosampler

Ionisation: Electrospray Ionisation (ESI)

Auflésung: Unit

Curtain Gas: Stickstoff (20 psi)

Software: Analyst 1.5.1 (Applied Biosystems, Darmstadt)
3.8.2.3 Aufnahme von Molekiil- und Tochterionenspektren

Molekiil- und Tochterionenspektren werden an beiden LC-MS-Systemen mittels
Elektrosprayionisation (ESI) und direkter Flussinjektion erzeugt. Die lonensprayspannung
betrdgt im positiven Modus +5500 V und im negativen —4500 V. Pseudomolekiilionen
werden im Full Scan Modus detektiert. Tochterionen werden im MS*-Modus nach Kollision

des Pseudomolekiilions mit Stickstoff (4 x 10~ Torr) detektiert.

3.8.24 Optimierung der lonisierungsparameter

Die Optimierung der lonisierungs- und Fragmentierungsparameter fiir die Quantifizierung im
MRM-Modus erfolgt softwaregestiitzt unter kontinuierlicher Einleitung (10 pl/min) der
einzelnen Analyten mittels Spritzenpumpe (Harvard Syringe Pump II Plus, Harvard
Apparatus, Holliston, USA). Optimiert werden: Declustering Potential (DP), Entrance
Potential (EP), Cell Entrance Potential (CEP), Collision Energy (CE) und Cell Exit Potential
(CXP).
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3.8.3 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Aufnahmen von Kernresonanzspektren erfolgen an einem Bruker DRX-400 Spektrometer
oder Bruker Avance III-500 Spektrometer mit Cryoprobenkopf (Bruker Biospin,
Rheinstetten). Die Proben werden in D,O oder MeOD-ds geldst, in ein NMR-Rohrchen
(Schott Economic, 178 x 5 mm, Schott AG, Mainz) iiberfiihrt und bei 298 K vermessen. Die
chemischen Verschiebungen der Signale werden auf den internen Standard Tetramethylsilan
(TMS) referenziert. Die Datenprozessierung erfolgt mittels der Software TopSpin (Version
2.0, Bruker, Rheinstetten). Die Auswertung der Spektren wird unter Verwendung der
Software MestReNova, V.5.1.0-2940 (Mestrelab Research, Santiago de Compostella,
Spanien) durchgefiihrt.

3.8.3.1 "H-NMR-Experiment

Das 'H-NMR-Experiment gibt Aufschluss iiber die Anzahl der in der Verbindung enthaltenen
Protonen. Die chemischen Verschiebungen (6 in ppm) sowie die Kopplungskonstanten (J in
Hz) benachbarter Protonen werden ermittelt. Bei Verwendung protischer Losungsmittel

werden nur die kohlenstoffgebundenen Protonen erfasst.

3.8.3.2 3C-NMR-Experiment

Das 13C—Experiment gibt Aufschluss iiber die Anzahl der in der Verbindung enthaltenen
Kohlenstoffatome. Zur Unterdriickung heteronuklearer J-Kopplungen und zur Verbesserung
des Signal/Rausch-Verhiltnisses, erfolgt die Aufnahme der Spektren unter 'H-
Breitbandentkopplung.

3.8.3.3 H,H-COSY-Experiment

Das 'H-'H-COSY (Correlated Spectroscopy) Spektrum wird durch die Einstrahlung zweier
90° Pulse, die durch inkrementell verdnderte Wartezeiten voneinander getrennt sind, erhalten.
Die im 2D-Spektrum auf der Diagonalen erhaltenen Signale entsprechen dem 'H-Spektrum,
wihrend die symmetrisch angeordneten Korrelationssignale die homonuklearen Kopplungen

zwischen benachbarten Protonen anzeigen.
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3.8.34 HMQC-Experiment

Das HMQC-Spektrum (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) wird durch eine
Anordnung von Pulsen erhalten, die die Magnetisierung der Protonen auf die
Kohlenstoffatome {ibertrdgt und nach einer inkrementellen Entwicklungsphase wieder auf die
Protonen zuriicktransferiert. Durch Signale werden geminale 'H-"*C-Verkniipfungen (‘Jen)
sichtbar gemacht, wobei im zweidimensionalen Spektrum die Protonen auf der X-Achse und
die Kohlenstoffatome auf der Y-Achse dargestellt sind. Quartdre Kohlenstoffatome kénnen

nicht detektiert werden.

3.8.3.5 HMBC-Experiment

Das HMBC Experiment (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) ist, wie das HMQC, ein
2D-Experiment, das vicinale Kopplungen zwischen Protonen und Kohlenstoffatomen (ZJQH;
*Jen; *Jen) sichtbar macht, wohingegen 'Jc y-Kopplungen unterdriickt werden. Im Gegensatz
zum HMQC konnen daher im HMBC-Spektrum auch quartidre Kohlenstoffatome detektiert

werden.

3.9 Statistische Methoden

Die sensorischen Heatmaps samt hierarischer Clusteranalyse der ABTM-Lagerungsstufen
(Kapitel 2.2.3) wurden in Zusammenarbeit mit Andreas Dunkel (Lehrstuhl fiir
Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik, TU Miinchen, Freising) erstellt. Die
quantitativen Daten (jeweils bezogen auf Frischgewicht und Trockenmasse) wurden mit Hilfe
der Software R (Version 2.15.1) normalisiert und durch das Pheatmap-Tool (Version 0.6.1)
visualisiert (R Development Core Team, 2008). Die anschlieBende Clusteranalyse erfolgte
iiber die Ward Minimum Variance Methode (Ward, 1963), wobei der Abstand zwischen den

Analyten iiber die euklidische Distanz berechnet wurde.
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4 Zusammenfassung

Parmesankidse (Parmigiano Reggiano) und Traditioneller Balsamico Essig aus Modena
(Aceto Balsamico Tradizionale di Modena) werden unter Anwendung traditioneller Verfahren
hergestellt werden und sind aufgrund ihres charakteristischen und intensiven Geschmacks
weltweit hochgeschitzte Lebensmittel. Da die den typischen Geschmack von Parmesan und
Traditionellem Balsamico Essig urséchlich priagenden Verbindungen auf molekularer Ebene
nicht umfassend definiert sind, existiert bis heute keine Mdglichkeit die Herstellung dieser
Produkten im Hinblick auf die Einstellung gewiinschter Geschmacksprofile zu optimieren

bzw. die langen Reifezeiten zu verkiirzen.

Daher sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Kombination instrumentell-
analytischer Methoden mit humansensorischen Experimenten die Gesamtheit der nicht-
fliichtigen Geschmacksstoffe (Sensometabolom) von Parmesankise und Traditionellem
Balsamico Essig umfassend identifiziert und die die Bildung von Schliisselgeschmacksstoffen
wihrend der Reifung malgeblich beeinflussenden Faktoren auf quantitativer Basis

offengelegt werden.

Im ersten Teil der Arbeit konnten das Sensometabolom von 24 Monate altem Parmesankése,
der sich mafgeblich durch einen salzigen, brennenden und kokumiartigen sensorischen

Eindruck auszeichnete, erfolgreich identifiziert werden.

Die instrumentelle Analyse von potentiellen Geschmacksstoffen und -modulatoren fiihrte zur
erstmaligen und umfassenden Detektion von acht o- und 15 y-Glutamyldipeptiden in
Parmesankése, wobei die Peptide y-Glu-Asp (21), y-Glu-Thr (22), y-Glu-Trp (23) und a-Glu-
Lys (24) erstmals iliberhaupt in Kése identifiziert wurden. Die Quantifizierung von 42
weiteren  Geschmacksstoffen erfolgte mittels HPLC-MS/MS und Hochleistungs-
ionenchromatographie, wobei Rekombinationsexperimente die Vollstindigkeit und
Richtigkeit der instrumentell-analytischen Untersuchungen aufzeigten. Weiterhin konnte
anhand von Omissionsexperimenten erstmals die Relevanz der biogenen Amine Histamin und
Tyramin flir den brennenden Geschmackseindruck und der Beitrag der y-Glutamylpeptide zur

Kokumiqualitit des Parmesankéses verifiziert werden.

Die mittels einer validierten LC-MS/MS-Methode durchgefiihrte Quantifizierung der o- und
v-Glutamyldipeptide ergab, dass die Gesamtkonzentration an 7y-Glutamyldipeptiden im

vorliegenden Parmesankédse mit einem Wert von 28249 umol/kg Trockenmasse deutlich
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grofler war, als der bisher in Kése bestimmte hochste Gehalt dieser Verbindungen. Daher
sollten die Faktoren untersucht werden, die die Bildung dieser Peptide in Parmesankése
beeinflussen. Da die Bildung der y-Glutamylpeptide durch das Enzym y-Glutamyltransferase
(GGT) katalysiert wird, war zundchst die Identifizierung der GGT-Quelle notwendig. Unter
den potentiellen GGT-Quellen, ndmlich der Mikroflora und der zur Herstellung verwendeten
Rohmilch, konnte letztere anhand von Enzymaktivititsmessungen und
Inkubationsexperimenten mit '*C-markiertem L-Glutamin zur in-situ Bildung der y-Glutamyl-
peptide als Ressource des Enzyms in Parmesankédse identifiziert werden. Studien zur
Substratspezifitit der Milch-GGT, die mit den erhaltenen quantitativen Daten fiir die
v-Glutamylpeptide und freien Aminosduren im vorliegenden Kése korreliert wurden, ergaben,
dass die bei der Kisereifung proteolytisch freigesetzten Aminosduren durch die GGT zu
v-Glutamylpeptiden umgesetzt werden, wobei das L-Glutamin als Glutamyl-Donor und die
weiteren Aminosduren mit unterschiedlicher Substratspezifitit als Akzeptor-Aminoséuren

agierten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Schliisselgeschmacksstoffe von Traditionellem
Balsamico Essig aus Modena identifiziert und charakterisiert. Die sensorisch geleitete
Fraktionierung mittels Ultrafiltration lokalisierte den majoren Teil der geschmacksaktiven
Verbindungen des Essigs in der niedermolekularen Fraktion. Die instrumentelle Analyse von
potentiellen Geschmacksstoffenerlaubte neben der quantitativen Erfassung von 52
Sensometaboliten auch die erstmalige Identifizierung der aus Eichenholz stammenden
Ellagtannine Vescalagin (27) und Castalagin (28) sowie des aus Akazienholz stammenden
Flavonols (+)-Dihydrorobinetin (29). Rekombinations- und Omissionsexperimente zeigten,
dass der typische, intensiv siile und fruchtig-saure Geschmack des Essigs vornehmlich durch
die majoren Inhaltsstoffe, wie Glucose und Fructose, Weinsdure, Gluconsdure, Glykolsdure,
Apfelsiure, Essigsiure und Citronensiure hervorgerufen wird. Desweiteren konnte der
Einfluss der mineralischen lonen auf die Séurequalitit, der Beitrag der Ellagtannine zur
Adstringenz sowie der Polymerfraktion zur Astringenz und charakteristischen Mundfiille
herausgearbeitet werden. Einzig die Lénge des Siilgeschmacks des authentischen Essigs

konnte durch das biomimetische Gesamtrekombinatnicht addquat rekonstituiert werden.

Die Lokalisierung von siil-modulierenden Verbindungen anhand sensorisch-orientierter
Fraktionierung fiihrte zur Identifizierung der Zuckermonoacetate 6-O-Acetyl-o//3-D-

glucopyranose (30) und 1-O-Acetyl-f-D-fructopyranose (31) sowie von 5-Hydroxymethyl-2-
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furaldehyd (33) und 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34). Rekombinationsexperimente mit
den Verbindungen 30 — 34 in der Essigmatrix zeigten, dass einzig 5-Acetoxymethyl-2-
furaldehyd (34) siiBmodulierende, jedoch keine intrinsischen sensorischen Eigenschaften
aufwies. Erstere wurden durch umfassende Time-Intensity-Sensoriken in einer vereinfachten
Matrix aus 4 % Saccharose in Wasser auch quantitativ erfasst, wobei der siiBmodulierende

Effekt bei einer Konzentration von 1500 pmol/l an 34 ein Maximum durchlief.

Die gewonnenen Kenntnisse iiber das Sensometabolom von Traditionellem Balsamico Essig
konnten im Weiteren erfolgreich angewendet werden, um die sensorischen Unterschiede
zwischen dem Traditionellen und einem herkdmmlichen Balsamico Essig aus Modena mit
instrumentell-analytischen Daten zu korrelieren. So spiegelte sich die weniger intensive Siifle
des herkdmmlichen Essigs in den signifikant geringeren Gehalten an Glucose, Fructose,
Glycerin und dem Siifmodulator 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) wider, wihrend die
stechende Sauerqualitit auf die im Vergleich zum Traditionellen Essig deutlich
unterschiedlichen Gehalte der organischen Siuren zuriickzufiihren war. Auch konnten die
Ellagtannine 27 und 28, die aufgrund der fehlenden Fasslagerung im herkdmmlichen Essig
ginzlich abwesend waren, als eindeutige Authentizitidtsmarker fiir Traditionellen Balsamico
Essig postuliert werden. Zudem wurden die Verdnderungen im Sensometabolom von
Traditionellem Balsamico Essig widhrend der Lagerung in einer Fasskaskade quantitativ
erfasst. Dabei wurde deutlich, dass viele Schliisselgeschmacksstoffe wie z.B. Glucon- oder
Apfelsiure iiber die Reifezeit hinweg zwar in ihren absoluten Gehalten abnehmen, aufgrund
der Wasserevaporation jedoch aufkonzentriert werden und somit an Bedeutung fiir den

Gesamtgeschmack gewinnen.

Zur Kliarung des siiBmodulierenden Effekts von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) auf
Rezeptorebene wurden abschlieBend zellbasierte Messungen zur Aktivierung des humanen
SiiBrezeptors hTASIR2/hTAS1R3 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich im Kontrast zu den
Ergebnissen der psychophysikalischen Experimente eine spezifische Aktivierung des
Heterodimerenpaares hTASIR2/hTASIR3 durch die Verbindung 34, wéihrend die
kombinierte Applikation von Saccharose und 34 keinen synergistischen Effekt hervorrief.
Zusitzlicherfolgten Messungen zur Aktivierung des Siirezeptors durch verschiedene
strukturverwandte Furan-, Thiophen- und Pyrrolderivate, die erste
Struktur/Wirkungsbeziehungen im Hinblick auf die Aktivierung von hTAS1R2/hTAS1R3
offenlegten. Da allerdings auch fiir einige dieser Verbindungen Diskrepanzen zwischen

humansensorischen und wahrnehmungsphysiologischen Daten gefunden wurden, wéren fiir
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zukiinftige Folgeuntersuchungen detaillierte Experimente unter Verwendung von chiméren
Rezeptoren oder Punktmutationen zur genauen Lokalisierung und Charakterisierung der

Wechselwirkungen zwischen Siilrezeptor und Liganden interessant.

Zusammenfassend konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals das nicht-fliichtige
Sensometabolom von Parmesankise sowie Traditionellem und herkémmlichem Balsamico
Essig aus Modena auf molekularer Ebene aufgeklart werden. Weiterhin wurden wertvolle
Kenntnisse iiber Faktoren, die die Bildung dieser Schliisselgeschmacksstoffe beeinflussen,
gewonnen und somit die Grundlage zur gezielten Optimierung von technologischen Prozessen

bei der Herstellung von Parmesankése und Traditionellem Balsamico Essig gelegt.
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6 Anhang

Im Anhang sind neben einigen sensorischen Daten (Parmesan und Balsamico Essig), die
Rezepturen der Geschmacksrekombinate (Parmesan und Balsamico Essig), die 16S-
Basenpaarabfolge der aus P-13 isolierten Lactobacillen-Stimme K1 — K7, die
spektroskopischen Daten von 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd (34) sowie die quantitativen
Daten der ABTM-Intermediate A — H, die Basis fiir die Berechnungen der Heatmaps waren,

zusammengefasst.

Tabelle 44. Sensorische Beurteilung aller wiissrigen Parmesan-Rekombinate im Vergleich zum WE-24.

Intensititen (£SD) der einzelnen Geschmacksqualititen

Probe sauer bitter umami salzig siily kokumi  brennend
WE-24 1,4 3,5 2,5 3,0 1,5 2,3 2,2
rWE-24 1,5+0,1 3,6+0,2 2,54+0,2 3,1£0,1 1,5+0,3  2,2+0,3 2,1+0,3
rWE-24" 1,5+0,2 3,9+0,2 2,54+0,2 3,1£0,1 1,5+0,1 1,3+0,4 2,44+0,2
rWE-24 1,5+0,3 3,5+0,4 2,5+0,2 3,1+0,4 1,5+0,1  2,240,1 2,1+0,2
rWE-24" 1,3+0.3 3,8+0,3 2,54+0.2 3,0+£0.4 1,5+0,2  1,3+£0,2 2,1+0,2

rWE-24"4 1,740,2  3,4+0,3  2,540,2  3,3+0,3  1,5+0,1  2,2+02 0,5+0,1
rWE-24""¢ 1,4+0,2 34403  2,5+0.1 2,940,  1,540,1  2,1+0.1 2,0+0,1
rWE-24"%? 1,5+0,2  3,4402 24402  3,0£0,2  1,5£02  2,1+0.1 2,140,2
rWE-24""° 1,2+0,3  3,0£03 22402  3,0£03  1,3£02  2,0£02 1,9+0,3

Tabelle 45. Sensorische Beurteilung des Parmesan-Rekombinates in Matrix (rP24) im Vergleich zu P-24.

Intensitiiten der einzelnen Geschmacksqualitiiten in

Geschmacksqualitit P-24 rP24

sauer 1,7 1,7+0,1
bitter 1,5 1,4+0,2
umami 1,2 1,2+0,1
salzig 2,8 2,840,2
sif3 1,0 1,1+0,2
brennend 2,5 2,44+0,2
kokumi 2,2 2,2+0,1
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Tabelle 46. Rezeptur (mg/100 ml) fiir das Geschmacksstoffrekombinat rWE-24 (1/3 der Konzentrationen
des authentischen WE-24).

Substanz Einwaage [mg/100 ml]
umami
L-Asparagin 100,5
L-Asparaginsdure 154,6
L-Glutamin 20,8
Natrium-L-Glutamat*H,O 689,3
bitter
CaCl, 190,1
MgCl,*H,0 104,3
L-Tryptophan 18,7
L-Leucin 2771
L-Isoleucin 240,3
L-Valin 2452
L-Tyrosin 39,7
L-Lysin 362,3
L-Phenylalanin 2,2
L-Arginin 103,3
L-Histidin 80,6
sauer/salzig
NaCl 22.9
CalLactat*SH,0O 917,7
KCl 156,4
Na,HPO4*2H,0 2232
Citronensaure 20,1
Natriumacetat 100,1
sufy
L-Methionin 80,7
L-Alanin 100,1
L-Prolin 349,2
L-Serin 2277
L-Threonin 111,4
Glycin 93,0
brennend
Histamin 4,3
Tyramin 2,5
Glutamylpeptide
a-Glu-Gly 0,2
o-Glu-Val 0,3
o-Glu-Ala 0,1
o-Glu-Glu 1,2
a-Glu-Lys 1,6
a-Glu-Asp 0,1
0-Glu-Thr 0,3
a-Glu-Trp 0,05
v-Glu-Gly 7,1
v-Glu-Val 10,5
v-Glu-Ala 1,5
v-Glu-Tyr 2,0
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v-Glu-Glu
v-Glu-Lys
v-Glu-Asp
v-Glu-Thr
v-Glu-Trp
v-Glu-His
v-Glu-Phe
v-Glu-Met
v-Glu-Leu
v-Glu-Gln
v-Glu-Ile

30,2
10,6
2,4
21,0
0,7
57,8
11,3
5,8
11,3
1,4
8,3
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Tabelle 47. Matrixbestandteile (Protein, Fett, Wasser) und Rezeptur (mg/100 g) fiir das
Geschmacksstoffrekombinat rP-24.

Matrixbestandteil Menge
Proteinpellet 28,15 ¢
Fettschicht 26,60 g
Wasser 28,15 ml

Substanz Einwaage [mg/100 g]
umami
L-Asparagin 301,5
L-Asparaginsdure 463,7
L-Glutamin 62,6
Natrium-L-Glutamat*H,O 1533,5
bitter
CaCl, 570,2
MgClz*Hzo 3 13,0
L-Tryptophan 56,1
L-Leucin 831,4
L-Isoleucin 720,9
L-Valin 735,5
L-Tyrosin 119,1
L-Lysin 1078,0
L-Phenylalanin 6,44
L-Arginin 309,9
L-Histidin 241.,8
sauer/salzig
NaCl 68,8
CalLactat*SH,0O 2753,1
KCl 469,3
Na,HPO4*2H,0 669,7
Citronensaure 60,4
Natriumacetat 300.4
NaOH 420,2
suf
L-Methionin 2419
L-Alanin 300,3
L-Prolin 1047,5
L-Serin 683,2
L-Threonin 334,0
Glycin 279,0
brennend
Histamin 13,0
Tyramin 7,4
Glutamylpeptide
a-Glu-Gly 0,7
0-Glu-Val 0,7
o-Glu-Ala 1,4
0-Glu-Glu 1,7
a-Glu-Lys 1,7
a-Glu-Asp 0,3
0-Glu-Thr 0,5
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a-Glu-Trp
v-Glu-Gly
v-Glu-Val
v-Glu-Ala
v-Glu-Tyr
v-Glu-Glu
v-Glu-Lys
v-Glu-Asp
v-Glu-Thr
v-Glu-Trp
v-Glu-His
v-Glu-Phe
v-Glu-Met
v-Glu-Leu
v-Glu-Gln
v-Glu-Ile

0,2
10,0
14,0

1,7

1,9
32,5
31,8

7,2
63,0

2,1
37,7
33,9
4,03
21,3
27,6
24,9

273



Anhang

Tabelle 48. Basenpaarabfolge der 16S-Gensequenz der Kolonien aus P-13 isolierten Lactobacillen-Stimme

K1 - K7.

DOVOILOVVIDLOLOD
LOLOLDDHDODHOHVVOIDDHLOVOIVOVVOVVOOLVLIVLIVOVIDIODILVVVOLDDIDVIDLDLVIILOVVDDLOVOVDOV
DVVOVODLOVOLLOVOVODDOILOVVVDDILVODDDOVVOHVVOHIIVVLLODDILLIIIDVVVDLOLYVDOLOLOVVLLLIOL
DOHOOHOHVIDILOVOIOVVVIOIODDDLLVILLLYDDIODLOLLODOVVIDOILODVIOIVLILVVILIDDDODIDODVIDVIIDILOIV
LOVVIODDIVIIOVVVOVILVVOLLYLIODIVOLOVODLVIOLODLOVVLILOVOVOLOIDLODVVOVVOVVOLLVLLDLD
LOVVVVLIDOLODOILLIDDOVYVOVVOLDOVOILOIDIIDIOVVIOVOOLVOLOLOVVIDIVOOLVVIVIILLOLVVDOD
VLIOVODVIDHHVODHDIVIODLOVVVIIIDOIVIVOVDHLIOVOODILLVOVOIDOILVVIODDVOVDOLIDVOIDDVIOIV
LVDLVDIDVVVIIVIOIDDOIVVILOODDDLODILLOVIODVILLVIDIDDIDIIOVODLVOOVVDOLOVOLVIIDVVOIDID
DILVOVVVVIODOIDLOLODLVOIDIIVOVODIVIOLVVIVLIOIIVIVVLODLVOVOVVVDDOLLLVOVVLYVDDDDOVODOV
DLIDDIODIOOVVILDOODILDOVIVVIDVOHLODDIVOHDOIDHDILOVOIIVVVILVOIIVLLVVIIVILVIDLLODLODILODD
DLLLOVOLODLLLODVOIVVOILOVVIDLVOVLVVILOIDLODDDIODLODIVVOIVOOVILODDIOLLVOLLLOVOV

(s1sU2U1qADY
k> |

DOVDIOVV
LOIDLLODLOLOLIDDDODDOVVOIDDLOVIOVIVVOVVODOLVIVLIVOVILODDLYVVOLODIDVIDLOLVIDILOVVDOL
DVOVOHVOVVOVIDLOVOLLOVVVODDILIOVVVOHODLVODOOVVODVOIIVV.LLODOILODDDVVVDOLDOLVDILILOV
VLLLLLIDDDDDOHVIDOIDOVOHIOHVVVIDIDDDLLVLLLVODIOLVILLODOVVIDDILOOVIDDOVLVVILDDODIDDVODOVD

DDLODOVILOVVILOODIVIODOVVVOHVIIVVIILVILOODOVOLODDDIDILODLLIDLOVVILDVOVIODDILODLVVOVVOVDDL
LOLIDIOLOVVVVLIDOLOODDDLLLIDDVVOVVDILOVOLDDDIIODOVVIOVDHDOLVYVDIOLOVVIDOVODILVVOVOILLD
LVVDDOVIOVODVIODDHVOHDHDOVIODLOVVVIIDDOIVIVOVOHLIVODOLLVOVIODDDILVOLLODVOVOILOVVDOID
DVILOIVLVOLVYVDODOVVIOVILODDILVVILODVOLODLLOVIODOVLLVIOIDDDDIODOVODLVODLLLLIODDLVIODV
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Tabelle 49. Sensorische Beurteilung der ABTM- und ABM-Rekombinate im Vergleich zum authentischen

ABTM und ABM.

Intensitit in Probe

Geschmacksqualitiit ABTM Rek"®™ ABM Rek**M
siif 2,3 2,4+0,2 1,5 1,340,2
sauer 3,6 3,6+0,2 43 4,2+0,3
bitter 0,6 0,5+0,1 0,8 0,8+0,2
adstringierend 2,2 2,1£0,2 2,5 2,2+0,3
mundfiille 1,7 1,6+0,2 1,0 1,0£0,2
umami 0,1 0,2+0,1 0,2 0,2+0,1
salzig 0,2 0,2+0,1 0,2 0,2+0,1

Tabelle 50. Rezeptur (mg/100 ml) fiir das Geschmacksstoffrekombinat Rek*®*™ (1/3 der Konzentrationen

des authentischen ABTM).

Substanz Einwaage [mg/100 ml]
siif
D-Glucose 10910,0
D-Fructose 9610,0
Glycerin 410,0
Inositol 30,0
Erythritol 30,0
Sorbitol 60,0
Xylitol 9,0
Arabitol 11,0
Ribitol 7,0
Mannitol 17,3
L-Prolin 41,5
Glycin 0,7
L-Methionin 0,1
L-Alanin 1,7
L-Serin 2,0
L-Threonin 0,1
sauer/salzig/bitter
Weinsiure 107,9
Citronensiure 76,4
Apfelsiure 479,7
Glykolsdure 60,7
Essigsdure 1113,3
Bernsteinsidure 9,5
Oxalséure 66,2
CaCl, 11,1
CalLactat*5SH,O 37,8
Natriumacetat 19.9
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K;PO4*H,0 94,5
CaAcetat*H,O 92,8
Kaliumtartrat 77,3
Magnesiumacetat*4H,0 141,44
bittere Aminosiuren

L-Leucin 0,6
L-Isoleucin 0,8
L-Valin 0.9
L-Tyrosin 0,5
L-Lysin 0,4
L-Phenylalanin 0,5
L-Arginin 44,7
L-Histidin 0,2

adstringierend
Castalagin 1,6
Vescalagin 1,2
(+)-Dihydrorobinetin 0,01
p-Hydroxybenzoesiure 0,1
trans-p-Coumarsaure 0,2
Vanillinsdure 0,1
trans-Kaffeesidure 0,2
Syringinsdure 0,2
Gentisinsiure 0,2
Vanillin 0,05
Syringaldehyd 0,05
Chinaséure 0,1
Gallusséure 0,2
umami

L-Asparaginsdure 2,3
L-Glutaminsidure 0,9

Tabelle 51. NMR-Daten der aus GAC-Fraktion X-2 isolierten Verbindung 5-Acetoxymethyl-2-furaldehyd
(34). Die Nummerierung der Kohlenstoffatome bezieht sich auf Abbildung 54.

Position Oc/ppm HMQC on/ppm M]J,Hz]

1 178.2 -- 9.59 S

2 153.0 H-C(3); H-C(4) -- --

3 122.5 H-C(4) 7.39 d,J=4.0Hz
4 112.2 H-C(3) 6.71 d,/J=4.0Hz
5 156.0 H-C(3); H-C(4) -- --

6 57.4 -- 5.17 S

7 170.5 H-C(6); H-C(8) --

8 19.1 -- 2.20 s
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Tabelle 52. Rezeptur (mg/100 ml) fiir das Geschmacksstoffrekombinat Rek*®™ (1/3 der Konzentrationen

des authentischen ABM).
Substanz Einwaage [mg/100 ml]
siify
D-Glucose 3905,0
D-Fructose 765,5
Glycerin 169,1
Inositol 7.8
Erythritol 6,7
Sorbitol 3,0
Xylitol 1,8
Arabitol 2.9
Ribitol 2,3
Mannitol 14,1
L-Prolin 47,8
Glycin 2,1
L-Methionin 0,3
L-Alanin 3,1
L-Serin 16,5
L-Threonin 0,2
sauer/salzig/bitter
Weinséure 51,0
Citronensaure 12,5
Apfelsiure 83,0
Glykolsdure 12,4
Essigsédure 1289,2
Kaliumacetat 76,6
KCl 9,0
Natriumacetat 38.4
K;PO4*H,0 56,9
CaAcetat*H,O 52,6
Kaliumtartrat 79,8
MgAcetat*4H,0 58,9
bittere Aminosiuren
L-Leucin 2,3
L-Isoleucin 1,9
L-Valin 1,6
L-Tyrosin 1,7
L-Lysin 3,2
L-Phenylalanin 1,9
L-Arginin 327,9
L-Histidin 0,9
adstringierend
p-Hydroxybenzoesiure 0,8
trans-p-Coumarsaure 2,2
Vanillinsiure 0,9
trans-Kaffeesdure 2.3
Syringinsdure 1,5
Gentisinsiure 1,5
Vanillin 0,2
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Syringaldehyd 0,3
Chinasdure 0,6
Gallussaure 1,8
Protocatechusdure 0,3
Ferulasdure 0,2
umami
L-Asparaginsdure 23,6
L-Glutaminséure 8,7

Tabelle 53. Mittels Trapezmethode aus TI-Kurven extrahierte Parameter fiir Referenz- wund
Probenlésungen mit verschiedenen Konzentrationen an 34.

Konzentration (34) [nmol/l]

Parameter 200 1000 1500 2000 2500

Referenz 6,3 5,9 6,5 5,4 52

I Probe (+ (34)) 6,3 6,0 6,8 6,2 6,3
Max Relativer Wert (34) [%] 99,8  101,7 105.,4 116,0 1203
p-Wert 0,8 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Referenz 53.8 44,1 53,2 42,9 36,0

AUCro Probe (+ (34)) 53,0 64,8 78,2 68,8 64,8
o Relativer Wert (34) [%] 98,7 146,9 147,0 160,1 179,8
p-Wert <0,01 <0,0 <001 <001 <001

Referenz 5,8 5,7 7,5 5.8 5,7

AUG; Probe (+ (34)) 5,8 7,6 7,9 8,0 7,1
ne Relativer Wert (34) [%] 100.4 132,3 105.9 139,1 123.5
p-Wert 0,03 0,07 <0,01 0,02 <0,01

Referenz 479 38,4 45,7 37,2 30,3

AUCpjateau+d Probe (+ (34)) 47,3 57,2 70,2 60,8 57,6
ec Relativer Wert (34) [%] 98,5 149,1 153,8 163,4 190,4
p-Wert <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Referenz 16,2 14,1 15,7 15,0 14,7

DUR [s] Probe (+ (34)) 16,0 18,6 21,2 20,1 18,6
Relativer Wert (34) [%] 99.0 131,5 134,8 133,8 126,6
p-Wert <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Referenz 2,1 2,2 2,5 2,6 2,8

Probe (+ (34)) 2,2 2,6 2,7 2,7 2,8

DURwelSl  pojativer Wert 34y (%] 1060 1207 1070 1064 98,4
p-Wert 0,01 0,01 <0,01 0,07 <0,01

Referenz 14,1 11,9 13,2 12,4 11,9

DURpiateau+D Probe (+ (34)) 13,8 15,9 18,5 17,3 15,9
ec [S] Relativer Wert (34) [%] 97,9 133,4 140,2 139.,4 1333
p-Wert <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
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Tabelle 54. Sensorische Beurteilung der intermediéiren Proben A, B, C, D, E, F, G und H im Vergleich

zum ABTM.
Intensititen (£SD) der einzelnen Geschmacksqualitiiten

Probe siify sauer adstringierend mundfiille

ABTM 2,3 3,6 2,2 1,7
A 1,3+0,3 4,2+0,3 2,3+0,2 1,0+0,3
B 2,2+0,3 3,9+0,3 2,240,2 1,3+0,2
C 2,24+0,2 3,8+0,3 2,3+0,2 1,4+0,2
D 2,5+0,2 3,6+£0,3 2,240,2 1,5+0,2
E 2,54+0,2 3,5+0,3 2,24+0,2 1,5+0,2
F 2,5+0,1 3,4+0,3 2,240,2 1,7+0,2
G 2,5+0,2 3,4+0,3 2,2+0,3 1,7+0,2
H 2,6+0,2 3,3+0,3 2,2+0,3 1,8+0,1
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Tabelle 55. Konzentrationen [umol/l] an Sensometaboliten in den Fissern A — H der Fassbatterie.
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Tabelle 56. Konzentrationen [pmol/kg Trockenmasse] an Sensometaboliten in den Féissern A — H der

Fassbatterie.
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