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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Zucker, wie Saccharose umgangssprachlich bezeichnet wird, wurde als SiBungsmittel
schon vor mehr als 1000 Jahren von den Agyptern aus Zuckerrohr gewonnen und damals
in Europa als Luxusgut gehandelt. Versuche zur eigenstindigen Gewinnung von Zucker
aus der heimischen Runkelriibe wurden erst Ende des 18. Jahrhunderts unternommen,
machten dieses Lebensmittel aber nun auch hierzulande zunehmend fiir jedermann
bezahlbar. Mittlerweile werden in der EU ca. 20 Millionen Tonnen Riibenzucker pro Jahr
produziert, etwa4 Mio. Tonnen davon allein in Deutschland (Bartens und Mosolff, 2006).

Hauptbestandteil der Zuckerriibe ist neben Wasser (73-77 %) Saccharose mit einem Anteil
von 13-18%. Weitere |6sliche Komponenten des Trockensubstanzanteiles sind
Monosaccharide, anorganische Bestandteile, wie unter Anderem Kalium, Natrium,
Calcium, Magnesium, Sulfat, Phosphat und Stickstoffverbindungen. Das unlsliche Mark
der Riibe wird durch Cellulose, Hemicellulosen, Pektine, Lignin und Proteine gebildet (van
der Pod ef al., 1998).

1.1 Zuckergewinnung aus Zuckerriiben — technologischer Uberblick

Zuckerriiben werden in Deutschland im Herbst geerntet und hauptsichlich in der Zeit von
Oktober bis Dezember, wihrend der so genannten Riibenkampagne, zu Zucker verarbeitet.
Nach Waschen und Zerkleinerung der Riiben werden die Schnitzel in einer Maische auf ca.
70-75°C erwiarmt, um die Pflanzenzellen aufzuschlief3en. Das Schnitzel-Saft-Gemisch wird
anschlielend in einen Extraktionsturm geférdert, wo der Zucker herausgelost wird. Die
Extraktion geschieht {iblicherweise im Gegenstromverfahren mit heiBem Wasser, das von
oben aufgegeben wird. In den dabei gewonnenen Rohsaft gelangen fast 99 % des in den
Riiben enthaltenen Zuckers. Die entzuckerten, gepressten und getrockneten Schnitzel
finden als Viehfutter Verwendung.

Fiir die dunkelbraune bis schwarze Farbe des Rohsaftes ist die Melaninbildung wahrend
des Prozesses verantwortlich. Die im Rohsaft enthaltenen Nichtzuckerstoffe werden
wihrend der Saftreinigung durch Zusatz von Kalkmilch und Kohlendioxid ausgefillt und
durch Filtration abgetrennt. Das gewonnene hellere Zwischenprodukt wird als Diinnsaft

bezeichnet. Der Diinnsaft wird in einem mehrstufigen Verdampfungsprozess schonend
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1 Einleitung

eingeengt, bis der Trockensubstanzgehalt des nun als Dicksaft bezeichneten Produktes ca.
70-75 % betrigt. Im Anschluss wird der Dicksaft im Kochapparat bis zur Ubersittigung
eingeengt und die Kristallisation des Zuckers durch Animpfen mit Saccharosekristallen
(Slurry) ausgelost (Verdampfungskristallisation). In Zentrifugen wird die Mutterlauge von
den Kristallen abgetrennt. Nach dem Trocknen des Zuckers durch warme Luftstréme und
Absieben von Fein- und Grobanteilen erhidlt man den so genannten Weifzucker
(Standardqualitit, WZz-2)'. Der Muttersirup (Griinablauf) wird einer weiteren
Kristallisation unterworfen, wodurch man den Rohzucker erhdlt. Dieser kann unter
Anderem als KristallfuB3 (Impfkristalle) fiir die Kristallisation des Weizuckers verwendet
werden. Ein Grofiteil wird allerdings aufgelost und ergibt nach erneutem Auskristallisieren
die Raffinade (WZ-1)°. Aus dem Griinablauf der Raffinade wird wiederum WZ-2
gewonnen. Aus dem Griinablauf des Rohzuckers erhdlt man in einer weiteren
Kristallisationsstufe das so genannte Nachprodukt.

Die durch Auflosung des Nachproduktes hergestellte Kldre wird wie die Rohzuckerklare
als Einzugsgut fiir die Raffinadekristallisation verwendet. Der Ablaufsirup der letzten
Kristallisationsstufe (Nachprodukt) wird als Melasse bezeichnet. Die Melasse enthilt die
aus der Riibe stammenden und die im Prozess entstandenen Nichtzuckerstoffe sowie noch
etwa 50 % Saccharose. Sie kann entweder an die Futtermittelindustrie abgegeben oder bei
der Gewinnung von Ethanol, Hefe oder Zitronensiure als Gérsubstrat verwendet werden
(Reinefeld und Thielecke, 1984; Gerhartz, 1994).

In einigen Zuckerwerken wird aus Kapazititsgriinden neben der Riibenkampagne eine so
genannte Dicksaftkampagne durchgefithrt. Dazu wird ein Teil des Dicksaftes aus der
Riibenkampagne bis zur Weiterverarbeitung in Stahltanks eingelagert. Zuvor wird der
Trockensubstanzgehalt auf 66-68% eingestellt, um vorzeitiges Auskristallisieren zu
verhindern. AuBerdem wird durch Zugabe von Natronlauge der pH-Wert auf 9,0-9,2
eingestellt, wodurch mikrobieller Verderb vermieden wird. Mit der Durchfithrung einer
Dicksaftkampagne, die etwa einen bis vier Monate nach der Riibenkampagne beginnt,
kann bel eingeschriankter taglicher Verarbeitungskapazitit des Zuckerhauses eine bessere
Auslastung der Kristallisationsanlagen erzielt werden. Gleichzeitig wird die Kristallisation
des Zuckers gleichmdBiger tiiber das Jahr verteilt und damit der Bedarf an

Silolagerkapazitit reduziert.

1 VERORDNUNG (EG) Nr. 318/2006 DES RATES vom 20. Februar 2006 iiber die gemeinsame
Marktorganisation fiir Zucker. (ABI. Nr. L 58 v. 28.02.2006, S. 1) Anhang |, Abschnitt II.

2 RICHTLINIE 2001/111/EG DES RATES vom 20. Dezember 2001 iiber bestimmte Zuckerarten fiir die
menschliche Erndhrung (ABL. Nr. L 10 v. 12.01.2002, S. 53) Anhang A, Nr. 3.
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1 Einleitung

1.2 Chemische und sensorische Eigenschaften und Qualititsmerkmale

von Weillzucker

Der gebriduchliche Handelszucker ist Saccharose, ein Disaccharid, in dem die
Monosaccharidbausteine D-Glucose (Traubenzucker, Dextrose) und D-Fructose
(Fruchtzucker) iiber eine 1,2-glycosidische Bindung verkniipft sind. Saccharose ist somit

ein 2-O-B-D-Fructofuranosyl-1-O-a.-D-glucopyranosid.

Wie die meisten Saccharide bildet auch Saccharose farblose monokline Kristalle. Je nach
Reinheitsgrad konnen gelbliche Féarbungen unterschiedlicher Intensitdt auftreten. Diese
entstehen durch Produkte von Braunungsreaktionen wie Karamellisierung oder Maillard
Reaktion. Zur Karamellisierung kommt es vorzugsweise bei Temperaturen oberhalb von
120°C und bei pH-Werten unterhalb von 3 oder oberhalb von 9 unter Bildung von braun
gefarbten, karamellartig riechenden, leicht bitter schmeckenden Produkten. In sauren
Medien erfolgen Dehydratisierungsreaktionen, Furfuralderivate werden gebildet. Basen
fithren zu Isomerisierungs- und Fragmentierungsreaktionen von Saccharose (Kroh, 1994).
Die Maillard Reaktion findet zwischen freien Aminokomponenten (von Proteinen oder
Aminosiduren) und reduzierenden Zuckern statt. Art und Konzentration der Reaktanten
sowie pH-Wert, Temperatur und Wassergehalt des Mediums beeinflussen die Reaktion.
Produkte und Nebenprodukte der Maillard Reaktion, teilweise mit karamellartigem Aroma
sind Furane, Pyrone, Cyclopentenone, Carbonyle, Diacetyl, Pyrazine, verschiedene Siuren,
aber auch hochmolekulare, farbgebende Verbindungen, die als Melanoidine bezeichnet
werden (Ames, 1992, Schieberle und Hofmann, 2002). Bei einer Untersuchung zur
Farbbildung wihrend Gewinnung und Lagerung von Zucker (Clarke et al., 1995) wurden
vorwiegend phenolische und flavonoide Verbindungen gefunden, die durch
Melaninbildung (enzymatische Braunung), Melanoidinbildung (Maillard Reaktion) und
Karamellisierung entstanden. Wihrend des Zuckergewinnungsprozesses sollten diese
hochmolekularen Verbindungen allerdings im Rahmen der Verarbeitungss und

Reinigungsschritte weitgehend entfernt werden.

Die Qualitit des europdischen Riibenweilzuckers wird durch Richtlinien und
Verordnungen im Rahmen der EU-Zuckermarktordnung in verschiedene Kategorien

eingeteilt. Die Hersteller gewihrleisten diese hohe Qualitit durch geeignete




1 Einleitung

Produktionsprozesse, deren korrekter Verlauf durch analytische Betriebskontrollen und
tellweise auch durch Online-Messungen sichergestellt wird.

Die Untersuchungsmethoden zur analytischen Bestimmung der Zuckerqualitit sind durch
die "Internationale Kommission fiir einheitliche Methoden der Zuckeranalyse" (ICUMSA)
international standardisiert. Die ICUMSA ist eine globale Vereinigung, die die Aktivititen
aler nationalen Komitees fiir Zuckeranalytik von mehr als dreilig Produktionsldandern in
Einklang bringt (Reinefeld und Thielecke, 1984). So existieren ICUMSA-Methoden zur
Bestimmung von Parametern wie Brechungsindex, pH-Wert, Absorption bei 420 nm als
Farbe in Losung (50 %ige Zuckerlsung), Reinheit als Anteil Saccharose pro
Gewichtseinheit  Trockensubstanz und andere wichtige Eigenschaften wie
KristallgroBenverteilung, Farbtype, Gehalt an Invertzucker, Asche und Schwermetallen,
Flocbhildungstendenz und Leitfahigkeit (Pihlsgard, 1997).

Geschmack und Geruch des Zuckers sind zwei sensorische Qualititsmerkmale, die im
unmittelbaren Interesse des Endverbrauchers stehen.

Der Geschmack von Zucker ist rein si3. Die Siikraft der Saccharose wird sogar as
Bezugsstandard  fir ~ Vergleiche mit  anderen  Zuckern,  Siilstoffen  und
Zuckeraustauschstoffen zu 100 % oder 1 definiert (van der Poel et al., 1998).

Neben der oben beschriebenen Bildung von farbgebenden Komponenten wihrend der
Zuckergewinnung ist auch die Entstehung einiger geruchsaktiver Stoffe zu verzeichnen.
Allgemein wird der sensorische Eindruck von Rohrzucker als honigartig, der von
Riibenzucker als erdig, muffig, beide auch als karamellartig und mitunter als ,,griin-grasig
beschrieben. Allerdings kann der typische Zuckergeruch nicht allgemein giltig
beschrieben werden, zumal eine Vielzahl von chemischen Verbindungen, die als Produkte
aus dem thermischen Verarbeitungsprozesses hervorgehen, jeweils in unterschiedlicher
Anzahl und Konzentration an dessen Ausbildung beteiligt sein kénnen.

Ist die Intensitit des Zuckergeruchs zu stark, so kann es zur Ablehnung durch den
Verbraucher kommen. Aufgrund der adsorptiven Eigenschaften der Oberflachenstruktur
der Kristalle nimmt Zucker schnell den Geruch der Umgebung an, verliert ihn aber auch
meist ebenso leicht wieder (Andres, 1953). Da ein zu ausgepriagter Eigengeruch des
Riibenzuckers vom Verbraucher immer weniger akzeptiert wird, ist eine systematische
Charakterisierung dieses Geruchsprofils notwendig, um die technologische Kontrolle

dieses Qualititsmerkmals zu ermoglichen.




1 Einleitung

1.3 Geruch von Weillzucker — Stand des Wissens

Die Tatsache, dass WeiBzucker als mnatiirliches Produkt einen charakteristischen
Eigengeruch aufweist, ist den meisten Endverbrauchern nicht bewusst.

Die erste Verdffentlichung zum Geruch von Weillzucker datiert aus dem Jahr 1878
(Anonym, 1878). Schon damals wurde vermutet, dass geringste Mengen an Fremdstoffen
den "salpetrigen Geschmack und den Knochengeruch” des Riibenzuckers hervorrufen.
Man wusste, dass Zucker bei Lagerung an der Luft seinen Geruch abgab, ihn jedoch bei
erneuter Lagerung in geschlossener Verpackung wiedererlangte. Die Autoren wiesen
mehrfach darauf hin, dass an der Vernichtung oder Uberdeckung des typischen
Riibenzuckergeruches gearbeitet werden muss, um diesen Zucker in Konkurrenz zum

Rohrzucker verkehrsfahig zu machen.

Fir den charakteristischen Geruch des Zuckers ist eine Mischung fliichtiger Substanzen
verantwortlich, die an den Zuckerkristallen haften oder in die Kristallmatrix
eingeschlossen sind und allmahlich nach auBen diffundieren. Fiir diese flichtigen
Verbindungen gibt es wihrend der Gewinnung des Zuckers aus der Zuckerriibe eine Reihe
moglicher Quellen (Pihlsgard, 1997).

Nach Pihlsgard et al. (2000) sind die im Wesentlichen am Geruch von Zucker beteiligten
Verbindungen Carbonsiuren wie Essig-, Propion-, Butter- und Isovaleriansiure, Aldehyde
wie 2- und 3-Methylbutanal, Terpene, schwefelhaltige Verbindungen wie
Dimethyldisulfid, verschiedene Pyrazine und Furane. Der typisch erdige Geruch von
Zucker kann von den Zuckerriiben selbst bzw. der ihnen anhaftenden Erde stammen. Als
Hauptkomponenten wurden Geosmin  (trans-1,10-Dimethyl-trans-(9)-decalol),  2-
Methylisoborneol oder Alkoxypyrazine, wie z.B. 2-lsopropyl-3-methoxypyrazin
identifiziert. Die Strukturformeln dieser Verbindungen sind in Abbildung 1-1 dargestellt.

- | NN
OH OH N\)
Geosmin 2-Methylisoborneol 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin

Abbildung 1-1: Strukturformeln von Geosmin, 2-Methylisoborneol und 2-1sopropyl-3-
methoxypyrazin.
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Geosmin ist ein Metabolit von Bodenorganismen, der von Actinomyceten, v.a. von
Streptomyces, gebildet wird (Gerber und Lechevalier, 1965; Pollak und Berger, 1996). In
Pflanzenzellen konnen Geruchsstoffe durch Aktivititen von Mikroorganismen und
Enzymen entstehen, wie z.B. geruchsaktive Fettsiuren in den an der Riibe verbleibenden
Kopf- und Blattanteilen. Des Weiteren konnen auch dic Bestandteile der Riiben fiir die
Bildung einiger Geruchsstoffe verantwortlich sein. Beim Abbau von Proteinen oder
anderen stickstoffhaltigen Verbindungen kann z.B. Ammoniak entstehen.

Durch die Reaktion von stickstoff- und schwefelhaltigen Aminosiuren und anderen
Stickstoff-Verbindungen mit reduzierenden Zuckern kénnen Substanzen entstehen, die
Geriiche nach Erdnuss, Schokolade, gerdsteten Niissen oder Fleisch aufweisen (Godshall et
al., 1984). Fir rostige Noten sind in erster Linie die Pyrazine als Nebenprodukte der
Maillard Reaktion, fiir siiBliche, karamellartige die Zuckerabbau- und Karamellisierungs-
produkte (Diacetyl, Furfural) verantwortlich (Monte und Maga, 1981). Weitere daraus
entstehende Verbindungen sind Aldehyde (Acetaldehyd, Propionaldehyd, Butyraldehyd,
Valeraldehyd, Acrolein), Ketone (Aceton, Methylethylketon, Methylpropylketon), Furane
(Furan, 2-Methylfuran, 2,5-Dimethylfuran) und Siuren (Ameisen-, ESsig-, Propionsiure).
Die Noten ,.griin, ,,blumig® oder andersartig ,,pflanzlich® werden durch die Anwesenheit
von Alkoholen und l4dngerkettigen Aldehyden, v.a. Nonanal und Decanal hervorgerufen
(Pihlsgard et al., 2000).

Wie oben beschrieben, entstammen viele der bisher gefundenen Geruchskomponenten
entweder der Zuckerriibe oder ihr anhaftenden Materialien, oder sie entstehen im
Verarbeitungsprozess durch Karamellisierung, Maillard Reaktion, Strecker-Abbau oder
durch mikrobielle Aktivitdten. Bei guter Prozessfithrung sollten diese Abbaureaktionen des
Zuckers weitgehend verhindert und durch Reinigung und Umkristallisation die Entfernung
der Nichtzuckerstoffe groBtenteils gewihrleistet werden (Godshall er al., 1984). Die
Vermeidung der Geruchsentstehung ist in der Praxis haufig dennoch nicht vollstindig
realisierbar. Geruchsstoffe, die im Sirup enthalten sind, konnen wéhrend der Kristallisation
in die Kristalle eingeschlossen werden und konnen spdter wéhrend der Lagerung des
Zuckers allmihlich nach aullen diffundieren. Die Zusitze von adsorbierenden Materialien,
so wie der Einsatz von lonenaustauschern und Aktivkohlefiltern erwiesen sich in
Einzelfillen als erfolgreich, um die fliichtigen Verbindungen nachtriglich zu entfernen und
somit vom Zucker fernzuhalten (Pihlsgard et al., 2000). Als ebenso hilfreich erwies sich
das Waschen der Kristalle mit Methylenchlorid oder Methanol (Clarke et al., 1995), da
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sich die grote Menge an flichtigen Verbindungen nach Pihlsgard (1997) an der
Oberflache der Kristalle befindet. Die Kristalle sind nach dem Zentrifugieren von einer
Sirupschicht umgeben, in der sich Geruchsstoffe I6sen und bei Trocknung einlagern
konnen. Des Weiteren besitzen die Kristalle selbst adsorptive Eigenschaften, wobei die
Geruchsstoffe unter Anderem auch iiber Wasserstoff-Briickenbindungen an die Oberfldche
gebunden sein konnen. Da das Waschen mit organischen Losungsmitteln in der Praxis fiir
die Zuckerherstellung nicht realisierbar ist, wurde versuchsweise stark riechender Zucker

erfolgreich mit trockenen Luftstromen behandelt.

Analytik fliichtiger Verbindungen in Zucker

Neben Berichten zur Analytik fliichtiger Verbindungen in kristallinem Weilzucker gibt es
in der Literatur zahlreiche Studien zum Geruch im Rahmen der Fliissigzuckerproduktion.
Die Isolierung und Anreicherung der flichtigen Komponenten aus Zucker oder
Fliissigzucker erfolgte bisher meist mittels Gasphasenextraktion oder Purge & Trap
(Pihlsgard et al., 2001; Pihlsgard et al., 2000; Pihlsgérd et al., 1999; Pihlsgérd et al., 1998;
Godshall et al., 1995; Marsili et al., 1994). Ferner wurden Festphasenextraktion und
Fliissig/Fliissig-Extraktion mittels Scheidetrichter fiir die Analytik eingesetzt (Pihlsgard
2000). Erg in neueren Verodffentlichungen von Batista ef al. (2002) und Moore et al.
(2003) wurde die Anreicherung fliichtiger Verbindungen aus kristallinem WZ mittels
Festphasenmikroextraktion (SPME) beschrieben. Moore er al. (2003) fanden bei
Vergleichsuntersuchungen, dass sich die SPME besser zur Extraktion der fliichtigen
Verbindungen eignet als die statische Headspace-Technik.

Die analytische Erfassung der in den Extrakten gewonnenen Substanzen erfolgte
ausnahmslos mittels Gaschromatographie. Lediglich in einem Teil der Verdffentlichungen
wurde tiber die Bestimmung der Geruchsrelevanz der isolierten fliichtigen Verbindungen
mittels GC/Olfaktometrie (GC/O) berichtet.

Pihlsgard et al. (2000) analysierten bereits eine Reihe von Zwischenprodukten des
Gewinnungsprozesses im Hinblick auf ihre fliichtigen Verbindungen, befassten sich jedoch
dabei ausschliellich mit dem Geruch bei der Produktion von Fliissigzucker. In einer
Folgestudie beschrinkte sich diese Arbeitsgruppe auf drei Zwischenprodukte, deren
fliichtige Komponenten erstmals mittels GC/O auf ihre Aromarelevanz untersucht wurden

(Pihlsgard et al., 2001).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Der Geruch ist eines der Kriterien, anhand dessen die Qualitit von Weillzucker beurteilt
wird. Dabei wurde der Geruch in der Praxis bisher vorwiegend auf Basis
humansensorischer Klassifizierungen bewertet. Der Nachteil dieser Charakterisierung ist
ihre eingeschrinkte Objektivitdt. AuBerdem lassen diese Ergebnisse in den seltensten
Fallen darauf schlieen, welche genaue Ursache den jeweiligen Geruch oder Fehlgeruch
hervorruft. Gezielte technologische Malnahmen zur Vermeidung oder Beseitigung von
gegebenenfalls unerwiinschten Geruchsstoffen erfordern jedoch objektive und messbare
GroBen.

Wie die Literaturiibersicht zeigt, gibt es bereits aufschlussreiche Angaben, welche
Inhaltsstoffe maB3geblich fiir die Ausbildung von Geruch und Fehlgeruch von Zucker
verantwortlich sind. Ein groBBer Tell der bisherigen Untersuchungen bezieht sich allerdings
auf die Produktion von Fliissigzucker. Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse sind aufgrund
einer abweichenden Prozessfiihrung nicht generell auf kristallinen WeiBzucker
iibertragbar.

Des Weiteren sind die in der Literatur beschriebenen Analysenmethoden zur Erfassung des
Zuckergeruches nicht fiir ein groBeres Probenautkommen in der Routineanalytik der
Prozesskontrolle geeignet.

Die Quantifizierung beschrinkte sich bisher auf eine geringe Zahl fliichtiger Komponenten
(Godshall et al, 1995, Marsili et al, 1994). Abgesehen von Ansitzen zur
Semiquantifizierung von 30 Komponenten aus Zuckerlosungen (Kaipainen et al., 1997)
und zur Quantifizierung von Buttersiure aus kristallinem Weillzucker mittels SPME
(Batista et al., 2002) lagen quantitative Daten fiir ein breiteres Spektrum an Verbindungen
und Erkenntnisse iiber die Beitrige einzelner Substanzen zum Geruchsprofil von

WeiBzucker bislang nicht vor.

Ziel dieser Arbeit war deshalb die Entwicklung von Methoden, die es erlauben,
geruchsrelevante Aromastoffe aus Weillzucker zu isolieren (extrahieren), zu detektieren,
zu identifizieren und zu quantifizieren. Von entscheidender Bedeutung war dabei, dass die
analytischen Methoden schnell, einfach, reproduzierbar, empfindlich und routinetauglich

sein sollten.
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Das Spektrum der fiir den Geruch von Weilzucker verantwortlichen Verbindungen wird
insbesondere durch die Technologie der Zuckergewinnung aus der Zuckerriibe beeinflusst.
Aus diesem Grund sollten die entwickelten Verfahren sowohl auf das Endprodukt Zucker
als auch auf die Zwischenprodukte des Gewinnungsprozesses anwendbar sein. Die
erzielten Ergebnisse sollen Riickschliisse auf mogliche Ursachen, Entstehungen und
Eintragsquellen der geruchsrelevanten Verbindungen erlauben. Ergédnzend zur
Identifizierung der Verbindungen soll die Bewertung der jeweiligen Geruchsrelevanz
wiéhrend des Prozesses ermoglicht werden, um den Einfluss der Prozessstufen auf die
Geruchsentwicklung zu klaren. Dafiir sollte die Aromaverdiinnungsanalyse erstmals im

Rahmen von Studien beziiglich des Geruches von Weillzucker angewandt werden.
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2 GRUNDLAGEN

2.1 Aromastoffe

Als Aromastoffe werden allgemein fliichtige Verbindungen bezeichnet, die von der
menschlichen Nase als geruchsaktiv empfunden werden. Der griechische Begriff Aroma
steht fiir "Gewiirz", das Geschmacks- und Geruchsstoffe als wiirzende oder
geschmacksgebende Zutaten enthilt. Nach DIN 10950 Teil 2 (1999) ist das Aroma
definiert als der von den Geruchsnerven wahrgenommene Gesamteindruck (pro- und
retronasal) an flichtigen Verbindungen eines Lebensmittels. Der Begriff "Flavour”
bezeichnet den oralen Gesamtsinneseindruck aus Geruchs,, Geschmacks- und
Tastempfindungen, der beim Verzehr eines Lebensmittels entsteht (Schreier und Mosandl,
1985).

Das Gesamtaroma eines Lebensmittels wird im Allgemeinen durch das komplexe
Zusammenspiel einer Vielzahl flichtiger Substanzen hervorgerufen, wobei einzelne
Komponenten nach Gerhard (1990) bereits im unteren ppb-Bereich wirksam sein konnen.
In seltenen Fillen ist nur eine einzige chemische Verbindung, eine so genannte "character
impact compound"” fiir den Geruch ausschlaggebend. Beispiele hierfiir sind 1-Octen-3-on
(Pilz), Vanillin (Vanille), 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (Erbsenschote) oder Geosmin
(Erde).

Der Zusammenhang zwischen dem Geruch einer Verbindung und ihrer chemischen
Struktur ist bis heute nicht ausreichend geklart. Bekannt ist jedoch, dass der Geruch einer
Verbindung starker durch den geometrischen Aufbau als beispielsweise durch funktionelle
Gruppen beeinflusst wird (Young et al., 1996). Da die Geruchsrezeptoren aus Proteinen
aufgebaut sind, ist es nicht verwunderlich, dass sich die Enantiomere chiraler
Verbindungen in Aromaqualitit und Aromaintensitét unterscheiden kénnen (Boelens et al,
1993; Koppenhoefer ef al., 1994; Asche, 1997; Brenna et al., 2003).

Wie auch bel der Reizaufnahme durch andere menschliche Sinne, korreliert die
Wahrnehmung eines Geruches nicht linear mit der Konzentration des Geruchsstoffes. Das
Verhalten von Geruchsstoffkonzentration und Wahrnehmung kann mit Hilfe einer
sigmoiden Funktion verdeutlicht werden (Abbildung 2-1) (Gardner und Bartlett, 1994).

Der Geruchsschwellenwert, unterhalb dessen eine Verbindung nicht mehr sensorisch

wahrgenommen werden kann, ist stark von der jeweiligen Verbindung sowie von der
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Prifperson selbst abhdngig. Im oberen Bereich der Kurve findet eine Sittigung der
Rezeptoren statt. Eine weitere Erhéhung der Konzentration des Geruchsstoffes oberhalb

dieses Grenzwertes hat keinen Einfluss mehr auf die Geruchswahrnehmung.

N\

Sittigung

Intensitit des Geruches
|

Konzentration des Geruchsstoffes

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des sigmoiden Zusammenhangs zwischen der
wahrgenommenen Intensitit eines Geruchsstoffes und seiner Konzentration.

2.2 Geruchsempfinden und Sensorik

Die sensorische Analyse ist ein komplexer Prozess und basiert auf der
Geruchswahrnehmung aromaaktiver Komponenten durch geeignete Testpersonen. Nach
DIN 10952 Teil 1 (1999) wird als Sensorik die Wissenschaft des Einsatzes menschlicher
Sinne zu Priif- und Messzwecken bezeichnet.

Der Geruchssinn gehort, wie der Geschmack, zu den so genannten niederen Sinnen.
Demgegeniiber stehen die hoheren Sinne Horen, Sehen und Tasten. Die
Geruchswahrnehmung kann orthonasal, aso durch Einatmen durch die Nase, oder
retronasal, tiber den Rachenraum, erfolgen. Die Reize werden dabei iiber Millionen von
Zellen im Riechepithel aufgenommen, einem im oberen Bereich der Nase gelegenen Teil
der Nasenschleimhaut. In jeder dieser Zellen ist eins von ca. 500 verschiedenen Genen, die
der Mensch fiir die olfaktorischen Rezeptoren besitzt, aktiv, so dass auf der Oberfldche der
Zellen nur jeweils ein ganz bestimmter Rezeptortyp vorhanden ist. Jeder Rezeptor kann
mehrere Geruchsstoffe erkennen, wihrend jeder Geruchsstoff gleichzeitig auf mehrere
Arten von Rezeptoren wirkt. Daraus ergibt sich ene Vielzahl an
Kombinationsméglichkeiten fiir die Aktivierung verschiedener Rezeptoren und somit fiir
die Weiterleitung von Geruchsinformationen. Die Nervenzellen leiten die Signale direkt an

den Bulbus olfactorius weiter, einen direkt oberhalb des Riechepithels liegenden Teil des
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GroBhirns. Von dort wird die Geruchswahrnehmung einerseits in die GroBhirnrinde, die
den Geruch dem Bewusstsein meldet, und andererseits ins so genannte Limbische System,
das Zentrum fiir Emotion und Gedéchtnis, weitergeleitet. Somit kommt es beim Riechen
hdufig zu einer Vermischung von sensorischer Information mit emotionalen Inhalten und
Erinnerungen. Diese Besonderheit des Geruchssinnes ermoglicht ein gezieltes Training
bestimmter Personengruppen auf die unterschiedlichsten Arten von Geriichen (Plattig,
1995; Herman 2002).

Die Empfindlichkeit gegeniiber Geriichen ist abhingig von der Natur des Geruches selbst
wie auch von der jeweiligen Person. Jede sensorische Beurteilung gibt einen subjektiven
Eindruck wieder, da die Geruchserfahrung eines Menschen nicht mit der eines anderen
vergleichbar ist. Weiterhin gibt es fir die menschliche Geruchswahrnehmung genetische,
hormonelle, altersbedingte, aber auch tageszeit- und verfassungsabhingige Unterschiede
(Gardner und Bartlett, 1999).

Die Ergebnisse einer Untersuchung von Gilbert und Wysocki (1987) zeigten, dass lediglich
1,2 % einer untersuchten Personengruppe an totaler Anosmie, dem kompletten Fehlen des
Geruchssinnes litten. Viel hdufiger waren dagegen spezifische Anosmien, d. h.
Unempfindlichkeiten gegeniiber einzelnen Geruchsstoffen.

Ist man einem Geruchsstoff im Ubermal ausgesetzt, so kann es zur Adaptation, d.h. dem
voriibergehenden Verlust der Geruchswahrnehmung gegeniiber diesem Stoff, kommen.
Gefihrliche Folgen kann dies bei giftigen Verbindungen wie Schwefelwasserstoff haben.
Moglich ist auch eine so genannte Kreuz-Adaptation, die spezifische Verminderung der
Geruchserkennung nach Zusatz eines zweiten Geruchsstoffes. Es ist erwiesen, dass die
wahrgenommene Intensitit einer Geruchsstoffmischung geringer ist als die Summe der
Intensititen der individuellen Verbindungen. In selteneren Fillen treten synergistische
Effekte auf, wobei eine Verbindung die Geruchsausprigung einer anderen steigert
(Gardner und Bartlett, 1999).

Die Humansensorik wird mittels eines Sensorikpanels, das meist aus 5 - 15 geschulten
Priifpersonen besteht, durchgefiihrt. Eine humansensorische Beurteilung ist in der
L ebensmittelindustrie besonders bei der Entwicklung neuer Produkte oder der Anwendung
neuer technologischer Verfahren von groBer Bedeutung, da sie eine differenzierte
Erfassung der sensorischen Verinderung erméglicht und dem Hersteller bereits im
Entwicklungsstadium die Akzeptanz oder Ablehnung durch den Verbraucher signalisiert
(Pangborn, 1981).
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2.3 Analytik von Aromastoffen

2.3.1 Anreicherung fliichtiger Verbindungen

Die geruchsaktiven Verbindungen, die die Qualitit des Zuckers beeinflussen, liegen
lediglich in Spurenmengen vor. Somit besteht der erste Schritt der Analytik darin, die
flichtigen Verbindungen in ausreichenden Mengen aus dem Zucker zu isolieren und
anzureichern (Pihlsgard, 1997). Im Laufe der Jahre wurden effiziente und zuverlissige
Methoden zur Extraktion und Anreicherung der relevanten fliichtigen Verbindungen aus
einer Reihe von komplexen Lebensmittelmatrices entwickelt. Dazu zihlen unter Anderem
die Fliissig/Fliissig-Extraktion, z.B. mit Extraktoren nach Kutscher-Steudel (Gattermann
und Wieland, 1972) oder nach Ludwig, die simultane Destillation-Extraktion nach Likens
und Nickerson (1964), die Vakuumheadspace-Extraktion nach Joulain (1986) sowie die
Solvent Assisted Flavour Evaporation (SAFE)-Methode nach Engel ez al. (1999).

Die jeweilige Methode der Wahl wird von der Art und Komplexitiat der Matrix, der Natur
der zu erwartenden Verbindungen und den beabsichtigten Untersuchungen bestimmit.
Haufig miissen mehrere Anreicherungstechniken kombiniert werden, da sich das Aroma
meist aus einer komplexen Mischung mehrerer chemischer Verbindungen

unterschiedlicher Natur und Fliichtigkeit zusammensetzt (Nufiez et al., 1984).

2.3.1.1 Gasphasenextraktion

Werden Lebensmittel in dicht schlieBenden, nur zum Teil gefiillten Gefiflen aufbewahrt,
so befinden sich im Dampfraum dariiber, in dem S0 genannten Headspace (HS), die
reprasentativen Geruchsstoffe. Abhingig von der Probenmenge, dem Volumen des
Dampfraumes und der Temperatur dieses Systems stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht
der fliichtigen Komponenten zwischen Probe und Headspace ein (Wyllie et al., 1978).
Direkte Analysen aus dem Headspace werden als Gasphasen-Extraktion bezeichnet. Wird
durch Entnahme eines definierten Gasvolumens die Zusammensetzung des Kopfraums
direkt untersucht, wird diese Technik als statische HS-Extraktion bezeichnet. Die
Konzentrationen der fliichtigen Komponenten sind jedoch in vielen Fillen, wie auch bei
der Untersuchung von Zucker zu gering fiir aussagekriftige Analysen. Des Weiteren kann
sich bei wissrigen Proben Wasserdampf storend auf die iiblicherweise mit dem

gewonnenen Extrakt durchzufiihrenden chromatographischen Untersuchungen auswirken.
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2.3.1.2 Festphasenmikroextraktion

Bei der Festphasen-Extraktion (SPE) werden die Analyten reversibel an eine stationire
Phase gebunden. Stérende Komponenten werden von der stationdren Phase mit einem
Losungsmittel ausgewaschen und die Analyten anschlieBend mit einem anderen
Losungsmittel eluiert. Somit ist keine Hitzebehandlung notwendig, und die Zeit der
Isolierung ist, verglichen mit konventionellen Fliissigextraktionsverfahren, sehr kurz.
Wihrend bei der Fliissig/Fliissig-Extraktion nur wasserunlgsliche Losungsmittel verwendet
werden konnen, um die Analyten zu isolieren, gibt es bei der SPE kaum Einschrankungen
in der Wahl der Eluenten. Dadurch kann auBerdem der Einsatz toxischer oder
gesundheitsschidlicher Losungsmittel vermindert werden (Pawliszyn, 1997).

Nach einem #hnlichen Prinzip funktioniert die Festphasenmikroextraktion (SPME). Die
Adsorption der Analyten erfolgt an einer Fused Silica Faser (Stationdre Phase), die mit
einer selektiven Adsorptionsphase beschichtet ist. Diese Fasern werden der Probe oder
dem Headspace (HS) tiber der Probe ausgesetzt, was zu Adsorption und/oder Absorption
der fliichtigen Komponenten an der Faserbeschichtung (Adsorptionsphase) fiihrt (Costa
Freitas et al., 2001). AnschlieBend werden die Analyten thermisch von der Faser desorbiert
und kénnen direkt chromatographisch getrennt werden (Sigma-Aldrich, 1996). Je nach Art
der zu untersuchenden Verbindungen kénnen einzelne Parameter variiert werden, wie zum
Beispiel Adsorptions- und Desorptionszeit, Desorptionstemperatur und Einstecktiefe der
Faser in den GC Injektor, aber auch Temperatur und Menge der Probe oder Grofle des
Probengefifes wihrend der Adsorption (Jackson und Linskens, 2002). Je nach den
physikalisch-chemischen Eigenschaften der zu extrahierenden Verbindungen kann man aus
einer Vielzahl von Fasern auswihlen, die sich durch die Lange der Faser oder Dicke und

Polaritit der Beschichtung unterscheiden.

Schematisch lasst sich die SPME aus dem Headspace wie folgt beschreiben (Pawlyszin,
1997): Eine fluissige Probe, die eine geloste organische Verbindung enthilt, befindet sich in
einem geschlossenen Probengefal3. In den Dampfraum iiber der Probe wird eine Fused-
Silica-Faser eingebracht, die mit einer diinnen Schicht eines organischen Polymers belegt
ist. Bestimmte Verteilungsgleichgewichte stellen sich nun zwischen der wissrigen Phase
und der Gasphase und zwischen der Gasphase und der Faserbeschichtung ein. Die fliissige
Beschichtung der Faser beginnt, den organischen Analyten aus dem Headspace zu ad-/
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absorbieren. Dabei durchlduft der Analyt eine Reihe von Transportprozessen zwischen der
wissrigen Phase, der Gasphase und der Faserbeschichtung, bis das Gesamtsystem einen
Gleichgewichtszustand erreicht hat. Der Aufbau ist in Abbildung 2-5 anhand eines

vereinfachten Modells schematisch dargestellt.

Fused SilicaKern
___— Beschichtung

<«———— Headspace

—— wissrige Phase

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Headspace-SPME (Pawlyszin, 1997).

Nach abgeschlossener Extraktion wird die Faser, in deren Beschichtung die Analyten
angereichert sind, in den Injektor des GC- (oder HPLC-) Systems eingesetzt. Wihrend des
Desorptionsvorganges, der durch Aufheizen veranlasst wird, diffundiert der Analyt aus der
Beschichtung in den Strom des Trigergases. Dieser Vorgang ist unter idealen Bedingungen
genau gegenldufig zum Adsorptionsvorgang. Zu Beginn der Desorption wird der Analyt
aus der duBeren Schicht und spéter aus den tieferen Schichten der Adsorptionsphase
entfernt. Dabei ist eine hohe lineare Flussrate erforderlich, damit der desorbierte Analyt
sofort aus der Umgebung der Beschichtung entfernt wird. Nur dann werden Interaktionen
mit der Faser und eine dadurch bedingte Verlangsamung des Desorptionsprozesses
weitgehend vermieden (Pawlyszin, 1997).
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2.3.2 Trennung von Aromastoffen

Nach der Anreicherung der fliichtigen Verbindungen ist eine effektive Auftrennung des
gegebenenfalls sehr komplexen Gemisches zur Identifizierung der einzelnen Komponenten
notwendig. Das iiblichste Verfahren ist die Kapillargaschromatographie (GC), die eine
wesentlich hohere Auflésung als andere Chromatographietechniken, wie z.B. die Fliissig-
keitschromatographie (HPL C von High Performance Liquid Chromatographie) bietet. Zum
anderen eignet sie sich besonders zur Analyse von Geruchskomponenten, da diese von
ihrer Natur her fliichtig sind (Wampler, 2002).

Die fiir die GC eingesetzten Kapillarsdulen sind in einer Vielzahl von Dimensionen und
Beschichtungen erhiltlich. Die Beschichtungen unterscheiden sich in ihrer Polaritdt und
Schichtdicke und konnen abgestimmt auf die Natur der zu analysierenden Verbindungen
ausgewihlt werden.

2.3.3 Identifizierung fliichtiger Verbindungen

Die Erfassung der getrennten Verbindungen erfolgt bei der GC mit Hilfe von instrumen-
tellen Detektoren. Fiir die vorliegende Arbeit standen ein Flammenionisationsdetektor
(FID), ein Atomemissionsdetektor (AED) und zwei massenspektrometrische Detektoren
(MSD) zur Verfiigung. Um mit diesen Methoden detektiert werden zu kénnen, miissen die
Verbindungen mindestens im Nanogramm-Bereich vorhanden sein. Nur selektive
Detektoren, wie der lon Trap MSD oder der AED sind nach Grimm et al. (2002) in der
Lage, die Komponenten im Picogramm-Bereich zu detektieren.

Der FID wird wegen seiner Unempfindlichkeit gegeniiber nicht brennbaren Gasen (H20,
CO;, NOy) universell und als Standarddetektor fir die GC eingesetzt. Seine
Empfindlichkeit ist jedoch deutlich niedriger als die anderer Detektoren, so dass er nicht

fiir diese Arbeit verwendet werden konnte.

Der AED erlaubt eine selektive elementspezifische Erfassung der Komponenten. In einem
ca. 3000 K heilen He-Plasma werden die gaschromatographisch getrennten Substanzen
atomisiert. Die Atome befinden sich im angeregten Zustand und emittieren Licht in Form

der charakteristischen Linienspektren im UV-VIS Bereich. Das Emissionsspektrum wird
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tiber eine geeignete Optik erfasst, wobei in einem Chromatographielauf mehrere Elemente
simultan ausgewertet werden konnen. Dies erlaubt beispielsweise eine direkte
Unterscheidung von schwefel-, stickstoff- und kohlenstoffhaltigen Verbindungen. Die
grofSte Empfindlichkeit besitzt der AED gegeniiber schwefelhaltigen Komponenten.

Detektionsschwierigkeiten ergeben sich besonders bei komplexen Mischungen fliichtiger
Verbindungen, da Coelutionen nicht auszuschlie3en sind. Besonders Detektoren, wie der
bereits erwihnte FID oder AED, kénnen bei der Identifizierung und insbesondere bei der
Quantifizierung zu nicht befriedigenden Ergebnissen fithren. Vorzuziehen sind hier
mehrdimensionale Detektoren, die neben der Retentionszeit als erster und der Intensitit als
zweiter Dimension, auch {iber eine dritte Dimension verfiigen, wie z.B. diec Wellenldnge
bei Absorptions, Fluoreszenz- und Lichtstreudetektoren in der HPLC. In der
Gaschromatographie ist das Massenspektrometer der gebriuchlichste mehrdimensionale
Detektor, dessen dritte Dimension das Verhiltnis von Masse zu Ladung m/z ist. Der MSD
(massenspektrometrischer Detektor) zeigt eine sehr effektive Kombination von

Empfindlichkeit und Auflosung entlang dieser dritten Achse (Holland und Gardner, 2002).

Mit der GC/MS Analyse konnen Totalionenchromatogramme aufgenommen werden,
wobei alle bei der lonisierung entstehenden Fragmentionen iiber den kompletten
Chromatographielauf aufgezeichnet werden (full scan Modus). Die maximalen Massen, die
aufgezeichnet werden konnen, variieren je nach Auflosungsvermodgen des jeweiligen
Massenspektrometers. Fiir die Untersuchungen der Geruchsstoffe liegt der gewihlte
Massenbereich zwischen 35 und 290 amu, da bei fliichtigen Verbindungen ein niedriges
Molekiilgewicht zu erwarten ist. Je kleiner der Massenbereich ist, desto kiirzer ist die
jeweilige Scandauer und desto mehr Scanzyklen konnen pro Zeiteinheit durchgefiihrt
werden. Den kleinsten Bereich stellt folglich die Aufnahme eines einzelnen lons dar, was
als SIM (Single lon Monitoring) bezeichnet wird. Diese SIM Messungen sind allerdings
nur moglich, wenn die zu bestimmenden Verbindungen und ihre Retentionszeiten bekannt
sind, so dass die zu scannenden Massen definiert werden kénnen. Die Anwendung von
SIM Messungen bedeutet einen hohen Aufwand in der Methodenentwicklung. Ein weiterer
Nachteil besteht darin, dass eine Menge an Information verloren geht, da nur ausgewihlte
Verbindungen untersucht werden. Unerwartete Signale, die durch mogliche
Kontaminationen der Proben verursacht werden konnten, bleiben unbemerkt. Der grofie

Vortell liegt allerdings in der stark erhohten Empfindlichkeit dieser Messungen, wodurch
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der Nachweis und die Quantifizierung von Substanzen im Spurenbereich vereinfacht

werden.

Die lonisierung der Verbindungen kann chemisch oder durch Elektronenstof3 erfolgen. Fiir
die Anaytik der meist niedermolekularen Geruchsstoffe wird iiblicherweise die
Elektronenstoflionisation (EI) mit einer Ionisierungsenergic von 70 €V angewendet. Die
Verbindungen zerfallen dabei in charakteristische Fragmentionen, die mit
Referenzspektren der Literaturdatenbank und mit den Massenspektren von authentischen
Standardsubstanzen verglichen werden kénnen, wodurch die ldentifizierung ermoglicht

wird.

2.3.4 Sensorische Bewertung von Aromastoffen

2.3.4.1 Olfaktometrie

Mit den beschriebenen Anreicherungstechniken wird eine Vielzahl fliichtiger
Verbindungen aus dem jeweiligen Lebensmittel erfasst. Um zu differenzieren, welche
dieser Stoffe aktiv zum Aroma beitragen, miissen zunichst Methoden zur
Charakterisierung der Geruchsrelevanz dieser Stoffe  angewendet werden.  Fiir
Aromenanalytiker spielt folglich neben den instrumentellen Techniken die menschliche
Nase eine wichtige Rolle, womit zunichst die Geruchsstoffe erkannt werden miissen, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit einen Beitrag zum Gesamtaroma des untersuchten
Lebensmittels leisten. In Kombination mit der instrumentellen Analytik wird tiblicherweise
der Triagergasstrom nach der gaschromatographischen Trennung {iber eine Splitvorrichtung
aufgetrennt. Ein Teil des Eluates wird in den Detektor, im vorliegenden Fall in den AED,
der andere Teil in den so genannten olfaktometrischen Detektor (OD) geleitet. Durch eine
spezielle Vorrichtung (Sniffing Port) wird hier das Abriechen des aus der Kapillarsiule
stromenden Gases ermoglicht. Dabel soll das Anfeuchten des Eluates das Austrocknen der
Nasenschleimhaut der Testperson verhindern. Bei Wahrnehmung eines Geruches gibt der
Priifer ein Signal mit einem Taster, das eektronisch aufgezeichnet wird. Alle Signale
zusammen ergeben das Olfaktogramm oder Aromagramm. Dieses Olfaktogramm wird per
Computer mit dem Chromatogramm des instrumentellen Detektors iiberlagert, wodurch

eine direkte Zuordnung der Signale zu den olfaktorischen Eindriicken ermdglicht wird.
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Auch gering konzentrierte Geruchsstoffe, die instrumentell kein Signal ergeben, kénnen so
erfasst und der entsprechenden Stelle im Chromatogramm zugeordnet werden. Auf der
anderen Seite konnen gegebenenfalls auch Verbindungen, die als groBes Signal im

Chromatogramm sichtbar sind, als sensorisch irrelevant identifiziert werden.

I dentifizierung von Aromastoffen
Die Kombination von SPME und GC/O hat sich als niitzliches und einfaches Werkzeug

zur Aromenanalyse erwiesen (Deibler er al., 2002). Die Identifizierung eines
Geruchsstoffes erfolgt somit durch eine Kombination der Geruchsbeschreibung mittels
GC/O in Zusammenhang mit der Bestimmung der entsprechenden Retentionsindices an
mindestens zwei Kapillarsiulen unterschiedlicher Polaritit und der Ermittlung von Daten
auf molekularer Basis der Substanzen, z.B. mittels Massenspektrometrie (Ullrich und
Grosch, 1988).

2.3.4.2 Charakterisierung der sensorischen Bedeutung

Die GC/O-Analyse erlaubt eine allgemeine sensorische Beurteilung von fliichtigen
Verbindungen. Zur Beurteilung der Aromarelevanz fliichtiger Bestandteile komplexer
Gemische werden tiblicherweise Aromaextraktverdiinnungsanalysen (AEVA) nach Ullrich
und Grosch (1987) oder CHARM-Analysen (Akronym fiir: combined hedonic and
response measurement, oder auch zu verstehen als ,,charm (engl.) = Reiz) nach Acree et
al. (1984) durchgefiihrt.

Aroma- (extrakt-) Verdiinnungsanalyse

Bel der Aromaextraktverdiinnungsanalyse wird der Extrakt, beispielsweise durch LLE-
oder VHS-Extraktion gewonnen, in mehreren Schritten mit jewells gleichen Volumina
Losungsmittel verdiinnt und GC-Olfaktometrisch analysiert, bis keine der Verbindungen
mehr am Sniffing-Port wahrnehmbar ist. Dies fiihrt zu einer Abstufung der Verbindungen
beziiglich ihrer Geruchsstirke und damit Relevanz fiir den Gesamtgeruch.

Wihrend der Sniffing-Analysen sollte die Beschreibung der Aromagualititen der einzelnen
Substanzen registriert werden, da diese sich mit der Konzentration dndern kénnen
(Arctander, 1969).
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Bei Anreicherung mittels Festphasenmikroextraktion (s. Abschnitt 2.3.1.2) ist nach Ulrich
et al. (1998) eine derartige Abstufung durch Variation der Adsorptionszeit moglich, die
Verdiinnung wird z.B. durch die wiederholte Halbierung der Expositionszeit erreicht. Das

Verfahren wird in diesem Fall als Aromaverdiinnungsanalyse (AVA) bezeichnet.

Der Flavour Dilution Factor (FD-Faktor) gibt bei der AEV A definitionsgemal3 an, mit wie
vielen Teilen Losungsmittel der Aromaextrakt verdiinnt wurde, damit der Aromastoff
gerade noch am Sniffing-Port wahrgenommen werden kann, d.h., bis seine Konzentration
den Schwellenwert in Luft erreicht. Der FD-Faktor ist somit eine relative Groe zur
Beurteilung der Aromawirksamkeit der einzelnen Verbindungen im Extrakt und wird als 2"
definiert, wobel n der Anzahl an Verdiinnungen entspricht. Die Komponenten in der
unverdiinnten Probe besitzen demnach einen FD-Wert von 1(Ullrich und Grosch, 1987).
Bel der modifizierten AVA mittels Reduzierung der Extraktionszeit ist die Zeit der
variable Faktor, so dass der FD-Faktor angibt, wie oft sie halbiert wird.

Das von Rothe und Thomas (1963) eingefiihrte Aromawertkonzept berticksichtigt neben
dem Geruchsschwellenwert eines Aromastoffes auch dessen Konzentration in der

jeweiligen Lebensmittelmatrix.

Bei Verdiinnungsanalysen werden die relativen Intensititen der Aromastoffe nach einer
gaschromatographischen Trennung beurteilt, wobel eine Abgrenzung von wichtigen
gegeniiber unwichtigeren geruchsrelevanten Verbindungen ermoglicht wird. Dabei kénnen
Wechselwirkungen der Aromastoffe untereinander oder mit der jeweiligen
Lebensmittelmatrix nicht beriicksichtigt werden. Diese konnen in den meisten Féllen eine
Schwichung der Wahrnehmung zur Folge haben, die sich bis zur volligen Maskierung
ausweiten kann (DFL, 1999). Ebenso sind synergistische Effekte der Komponenten nicht
auszuschlieBen. Um solche Phidnomene zu erkennen und den Beitrag aromaaktiver
Substanzen zu priifen, werden Modellversuche zur Rekombination des Aromas mit den
beteiligten Aromastoffen (Zusatz- bzw. Weglassversuche) durchgefiithrt (Grosch, 2001,
Biittner und Schieberle, 2001; Hofmann ez al., 2001).
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2.3.5 Quantifizierung

Die im Abschnitt 2.3.4 angefiihrten Methoden der GC/O dienen der Auswahl sensorisch
relevanter Verbindungen. Der Vergleich erfolgt auf Basis ihrer Schwellenwerte in Luft,
wihrend die tatsdchliche Matrix nicht beriicksichtigt wird. Zudem sind GC/O-Analysen,
wie auch humansensorische Charakterisierungen, subjektiv und von der jeweiligen
Testperson und ihrer Verfassung abhingig. Bei der Untersuchung von Weillzuckern im
Hinblick auf ihre Geruchsbelastung, wie auch bei der analytischen Beobachtung der
prozesstechnischen Eingriffe zur Vermeidung oder Beseitigung dieses Geruches, sind
somit zusitzlich quantitative Daten notwendig. Diese Objektivierung des Geruches ldsst
auch langfristig Vergleiche von Zuckerproben im Hinblick auf ihre geruchsrelevanten
Inhaltsstoffe zu.

Zur Quantifizierung im Spurenbereich vorliegender Aromastoffe hat sich die
| sotopenverdiinnungsanalyse bewihrt (Schieberle, 1995; Milo und Blank, 1998; Blank et
al., 1999). Isotopenmarkierte Standards zeigen, bis auf geringe |sotopeneffekte, die
gleichen chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie die authentischen Substanzen.
Aufgrund dieser Ahnlichkeit erleiden sie wihrend der Aufarbeitung dieselben Verluste,
und sind demnach ideal als interne Standards zu verwenden. Die | sotopenmarkierung (°H,

3C) erlaubt bei der Gaschromatographie eine separate Auswertung mittels M S.

2.3.5.1 Interne und externe Kalibrierung

Der Nachteil der Isotopenverdiinnungsanalyse besteht darin, dass die isotopomeren
Standardsubstanzen stabil sein und vor der Quantifizierung synthetisiert werden miissen.
Da eine Herstellung zeit- und kostenaufwindig und nicht in jedem Routinelabor
durchfithrbar ist, bedient man sich hdufig herkémmlicher Substanzen, die als interne
Standards zugesetzt werden. Diese Verbindungen missen den Analyten strukturell
moglichst dhnlich sein, diirfen jedoch im Lebensmittel selbst nicht in erfassbaren Mengen
enthalten sein. Diese Methode der internen Standardisierung wurde erfolgreich fiir die

Quantifizierung von Aromastoffen eingesetzt, besonders wenn die zu bestimmenden
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Verbindungen in hierfiir ausreichend hohen Konzentrationen vorhanden waren (Schmid
und Grosch, 1986; Guth und Grosch, 1993; Masanetz und Grosch, 1998).

Mittels SPME ist eine Quantifizierung der fliichtigen Verbindungen ebenfalls méglich. Da
die SPME jedoch auf Gleichgewichtsverteilungen der Komponenten zwischen Probe,
Dampfraum und Faserbeschichtung basiert und somit die Verbindungen mehr oder
weniger selektiv ad- oder absorbiert werden, muss fiir die Quantifizierung eine vorherige
Kalibrierung unter Einbeziehung der Extraktionsbedingungen erfolgen.

Batista er al. (2002) stellten erste Ansitze zur Quantifizierung von Buttersdure aus
kristallinem Wei3zucker mittels SPME vor. Dafiir wurde die SPME-Extraktion aus
derselben Probe so lange wiederholt, bis keine Buttersiure mehr im Chromatogramm
nachweisbar war. Die prozentuale Berechnung ergab, dass bei der ersten Extraktion in
diesem Beispiel 38% der enthaltenen Buttersiure extrahiert wurde. Uber eine externe

Kalibrierkurve wurde anschlielend die absolute Menge an Butterséure ermittelt.

Eine andere Moglichkeit ist die Kalibrierung iiber eine externe Standardreihe. Dafiir
werden einer geruchsfreien, der Probe moglichst dhnlichen Matrix die Standardsubstanzen
in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt und eine Kalibriergerade aufgenommen.
Der Zusatz eines internen Standards konnte bei den SPME-Extraktionen zu verbesserten
Reproduzierbarkeiten fiihren. Eine derartige Verbesserung konnte in den Untersuchungen
von Chung et al. (2002) nicht bestitigt werden.

Die Konzentrationen der Geruchsstoffe werden bei allen beschriebenen Methoden
massenspektrometrisch durch Peakflichenvergleich ermittelt.

2.3.5.2 Akzeptable Abweichung

Chemische Analysen sind natiirlicherweise mit Fehlern behaftet. Aus diesem Grund
werden Mehrfachuntersuchungen durchgefiihrt, die Mittelwerte und dazugehorige
Standardabweichungen der einzelnen Messungen liefern. Ein prinzipielles Problem der
Spurenanalytik ist die Abnahme der relativen Analysenprizision mit geringer werdender
Konzentration der Verbindungen. Aus diesem Grund stellte Horwitz (1982) einen
empirischen Zusammenhang anhand der Auswertung von 150 Ringversuchen auf.

Hauptkomponenten, wie z.B. Zucker in Zuckerriiben lassen sich demzufolge mit sehr
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geringem Variationskoeffizienten bestimmen. Dagegen weisen Wiederholmessungen von
Geruchsstoffen in Zucker im ppb- oder sogar ppt-Bereich zwangslaufig hohere relative
Standardabweichungen auf. Nach Horwitz (1982) betrigt die relative Standardabweichung
RSA

RSA [%] = o(1-05l0g )
wobei ¢ die Konzentration des Analyten im System ist.
Die akzeptablen relativen Standardabweichungen von Spurenverbindungen betragen

demnach bei Konzentrationen von

100 ppb: RSA = 23%,
10 ppb:  RSA = 32%,
1ppb: RSA =45%,
100 ppt: RSA = 64%,
10 ppt:  RSA = 90%.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Materialien und Reagenzien

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Aus verschiedenen Zuckerfabriken der Firma Siidzucker AG wurden wihrend der
Riibenkampagnen 2002 und 2003 Proben aus dem Verarbeitungsprozess entnommen. Eine
vereinfachte schematische Darstellung des Prozesses und der Probennahmen ist der
Abbildung 3-1 zu entnehmen.

Riibenwaschen
Schnitzelband
Extraktionsturm
Saftreinigung

—= Diinnsaft
(Carbonatation)

v
Verdampfung | — Dicksaft
— WZ-2 und Rohzucker

.z

Abbildung 3-1: Stationen der Probenahme im Zuge der Gewinnung von Weifizucker.

Zentrifugenstation

Zusitzlich wurde eine groe Zahl verschiedener Zuckerproben der Qualititen WZ-1 und
W2Z-2 der Siidzucker AG (Deutschland), von Agrana (Osterreich), Saint Louis Sucre

(Frankreich) und Raffinerie Tirlemontoise (Belgien) herangezogen.

Rohsaft (RoS) und Diinnsaft (DiiS) wurden aufgrund der leichten Verderblichkeit gefroren
(-18°C), Dicksaft (DiS) gekiihlt (+4°C) und Weilzucker (WZ) bei Raumtemperatur
gelagert. Alle Proben wurden in geruchsneutralen Glasflaschen aufbewahrt.

In Tabelle3-1 sind fiir verschiedene Probentypen Mittelwerte einiger analytischer

Parameter aus der Kampagne 2003 zusammengefasst.
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Tabelle 3-1: Zusammensetzungen und chemische Eigenschaften wihrend des Prozesses
der Zuckergewinnung entnommener Proben.

Probe Gehalt an TS pH Invertzucker
[g/100g] [g/100g Z)]

Rohsaft 18,4 6,2 0,70

Diinnsaft 18,4 91 0,0025

Dicksaft 72,4 8,8 0,194

WZ-1 100 krist.

WZ-2 100 krist.

TS = Trockensubstanz; Z = Zucker

3.1.2 Chemikalien, Referenz- und Standardsubstanzen

Alle Chemikalien hatten, soweit nicht anders angegeben, p. A. Qualitit.
Phosphorsiure (85%ige H3PO,, reinst) Merck, Darmstadt

Methanol Merck, Darmstadt

Entionisiertes Wasser wurde mittels Membranfiltration (Millipore, Eschborn) gereinigt.

Tabelle 3-2: Referenz- und Standardsubstanzen fiir die Analyse von Geruchsstoffen aus
Weiizucker und den Zwischenprodukten des Zuckergewinnungsprozesses.

Substanz Hersteller/Lieferant
n-Alkane Mischung C5-C19 Fluka
n-Alkane Mischung C20-C40 Fluka
Acetophenon Merck
a-Angelicalacton (5-Methyl-2(3H)-furanon) ~ Sigma Aldrich
Benzaldehyd Merck
Bornylacetat Frey & Lau
1-Butanol Merck
Buttersiure Merck
d’-Buttersiure Sigma Aldrich
iSo-Buttersiure Merck
Butylhexanoat Frey & Lau
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin Acros
iso-Butyraldehyd Merck
n-Butyraldehyd Merck
Campher Frey & Lau
o-Caren Frey & Lau
Coumaran (Dihydrobenzofuran) Frey & Lau
Crotonaldehyd (cig/trans-2-Butenal) Frey & Lau
Decand Merck
1-Decanol Merck
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Fortsetzung Tabelle 3-2

Substanz Hersteller/Lieferant
Diacetyl Fluka
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin Sigma Aldrich
2,3-Diethylpyrazin Sigma Aldrich
4,5-Dihydro-2-methyl-3(2H)furanon Fluka
Dimethyldisulfid Merck
2,5-/6-Dimethyl-3-ethylpyrazin Sigma Aldrich
2,3-Dimethylpyrazin Merck
2,5-Dimethylpyrazin Merck
2,6-Dimethylpyrazin Merck
Dimethylsufid Merck
Dimethylsulfoxid Merck
Dimethyltrisulfid SigmaAldrich
1-Dodecanol Merck
Essigsiure Merck

Ethanol Merck
2-Ethylcapronsiure Merck
Ethylhexanoat Frey & Lau
2-Ethyl-1-hexanol Merck
2-Ethyl-3-methylpyrazin Frey & Lau
2-Ethylpyrazin Merck
Furaneol SigmaAldrich
Furfural Fluka
Geosmin Sigma Aldrich
Geranylaceton Frey & Lau
Guajacol Merck
1-Heptanol Merck
3-Hepten-2-on Frey & Lau
Hexan Merck
Hexanal Merck
1-Hexanol Merck
Hexansiure Merck
cis-2-Hexen-1-ol Frey & Lau
Homofuraneol (Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3-

2H-furan) Frey & Lau
1-Hydroxy-2-propanon (Acetol) Fluka
2-1sobutyl-3,5-/6-dimethylpyrazin Frey & Lau
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin Acros
2-1sobutyl-3-methylpyrazin Frey & Lau
Limonen Acros
Linalool Merck
Methional Merck
2-Methylbutanal Fluka
3-Methylbutanal Merck
3-Methylbutanol (Isoamylalkohol) Fluka
3-Methyl-3-buten-1-ol Frey & Lau
3-Methyl-3-buten-2-ol Frey & Lau
Methylhexanoat Frey & Lau
2-Methylisoborneol Sigma Aldrich
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Fortsetzung Tabelle 3-2

Substanz Hersteller/Lieferant
2-Methylisoborneol (Methyl-&) Euriso-top*
Methylisobutylketon (4-Methyl-2-Pentanon)  Fluka
2-Methylpyrazin Merck

Octanal Merck
Heptanal Merck
Nonanal Merck
1-Nonanol Merck
2-Nonanon Frey & Lau
1-Octanol Merck
2-Octanol Frey & Lau
3-Octanol Frey & Lau
2-Octanon Frey & Lau
3-Octanon Frey & Lau
1-Octen-3-ol Sigma Aldrich
1-Octen-3-on Sigma Aldrich
3-Octen-2-ol Frey & Lau
Pentan Merck
Pentanal Merck
1-Pentanol Merck
2-Pentanol Merck
3-Pentanol Merck
2-Penten-2-on Frey & Lau
o-Pinen Frey & Lau
S3-Pinen Frey & Lau
1-Propanol Merck
2-Propanol Merck
Propionsiure Merck
Pyrazin Merck

Pyridin SigmaAldrich
2,3,5-Trimethylpyrazin Sigma Aldrich
o-Terpinen Frey & Lau
2,3,5,6-Tetramethylpyrazin Merck
2-Thiophencarboxaldehyd SigmaAldrich
Undecanal Merck
trans-2-Undecenal SigmaAldrich
1-Undecanol Merck
2-Undecanon Frey & Lau
iso-Valeriansiure Merck
n-Valeriansiure Merck

* Von 2-Methylisoborneol (Methyl-¢°) wurden 10,6 mg in 10 mL Methanol aufgenommen und
bel -18°C gelagert.
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3.2 Sensorische Analyse von Weilizuckerproben

Die Weilzuckerproben wurden anhand des in Abbildung 3-2 dargestellten Priifschemas
charakterisiert. Die Zucker wurden dabei durch die 5 Geruchsklassen ammoniakartig,

sduerlich, erdig, siify/karamellartig und sonstige Geruchsarten auf einer Intensititsskala
von O bis 8 beschrieben.

Priifmethode fiir WeiBzucker - Feststoffmethode

Klassifizierung Geruchsart Geruchsintensitat
@ stechender Geruch
ammoniakartiger Geruch @ Stallgeruch 0 = kein Geruch
€ ammoniakartiger Geruch
@ leichter Buttersauregeruch 1 = auBerordentlich schwacher Geruch
sduerlicher Geruch @ ranziger Geruch

@ 1so-Valeriansaure 2 = sehr schwacher Geruch

@ Geruch nach Kése
@ krautiger Geruch

3 = schwacher Geruch

erdiger Geruch 4 muffiger Geruch 4 = deutlicher Geruch
@ modrig, fauliger Geruch
@ alt, feucht (Keller-Geruch) 5 = mittelstarker Geruch
@ Geruch nach Lehm, Torf
@ Geruch nach Riibe 6 = starker Geruch

@ pilzartiger Geruch

# fruchtige Geruchsnote
sii / karamellartiger Geruch | ® karamellartiger Geruch 8 = auRerordentlich starker Geruch
@ suR-karamellartiger Geruch

@ Verpackungsgeruch Papier/Pappe
sonstige Geruchsarten @ Verpackungsgeruch Kunststoff

@ Geruch nach Lésungsmittel

@ medizinischer Geruch

7 = sehr starker Geruch

Abbildung 3-2: Priifschema zur sensorischen Charakterisierung von Weil3zuckerproben.

Eine WeiBzuckerprobe wurde jeweils von 8-12 Priifpersonen eines Sensorikpanels
charakterisiert. Fiir die Auswertung wurden alle Geruchsattribute berticksichtigt, die von
mindestens der Hilfte der Priifpersonen angegeben wurden. Die Intensitdt ergab sich als
Mittelwert aus den Angaben dieser Personen.
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3.3 Identifizierung von Aromastoffen

3.3.1 Isolierung der fliichtigen Verbindungen mittels Festphasenmikroextraktion

Die Festphasenmikroextraktion erfolgte mittels SPME-Faser (SUPELCO) 24 gauge, 2 cm;
Beschichtung Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan (50/30um, DVB/Car/PDMS).
Die Faser war an der Faserhalterhalterung fiir manuelle oder automatisierbare
Probennahme (SUPEL CO) befestigt.

Probengefifie
40 mL-Vials, vorgereinigt (SUPELCO), fiir manuelle SPME. 20 mL-Headspace-Vials mit

teflonkaschierter Dichtung, fiir automatisierte SPME. Zur Reinigung wurden Glaschen und
Dichtungen zuvor bei 60-80°C iiber Nacht im Trockenschrank ausgeheizt.

Probenmaterial
manuelle SPME  automatisierte SPME

WeiBizucker (kristallin) 20 g 109

WeiBizucker (Losung) 15 g+ 15 g gereinigtes 5 g + 5 g gereinigtes Wasser
Wasser

Dicksaft 15 g+ 15 g gereinigtes 5 g + 5 g gereinigtes Wasser
Wasser

Diinnsaft 209 109

Rohsaft 2049 10g

Weiizucker (saure Losung) 15 g WZ + 15 g gereinigtes
Wasser + 1 mL HiPO4 (60%)

Durchfithrung

Manuelle Extraktion

Die Proben wurden jeweils in 40 mL Vials fiir die Analyse eingesetzt. Die Extraktion
erfolgte bel einer Probentemperatur von 85°C (kristalliner Zucker) bzw. 60°C (wissrige
Proben) wihrend einer Zeit von 60 Minuten. Die fliissigen Proben wurden mit Hilfe eines
Magnetriihrers geriihrt, um die Freisetzung der fliichtigen Verbindungen zu begiinstigen.

Fir Gaschromatographie und Detektion vergleiche Abschnitt 3.5.
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Automatisierte Extraktion

Die Proben wurden jeweils in 20 mL-Headspace-Vials fiir die Analyse eingesetzt. Die
Extraktion erfolgte bei einer Probentemperatur von 85°C (kristalliner Zucker) bzw. 60°C
(wissrige Proben) wihrend einer Zeit von 60 Minuten.

Extraktion und Injektion erfolgten mit Hilfe des Autosampler (CTC Combipal, Zwingen,
CH). Fiir Gaschromatographie und MS-Detektion vergleiche Abschnitt 3.5.3.

Eswurde jeweils eine Doppel bestimmung durchgefiihrt.

Optimierung der Anreicherung mittels SPME fiir Dicksaft und Weifszucker

Variation der Adsorptionszeit

Dicksaft:

Bei Raumtemperatur betrug die Anreicherungszeit 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten.
Bei 60°C betrug die Anreicherungszeit 5, 15, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten.

Weilzucker:
Bei 85°C betrug die Anreicherungszeit 5, 15, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten.

Variation der Probentemperatur:

Die Anreicherungszeit betrug jeweils 60 Minuten.
Dicksaft: Raumtemperatur (25-30°C), 40, 60 und 85°C.
Weizucker: Raumtemperatur (25-30°C), 40, 60, 85, 100 und 120°C.

Losung von Standardsubstanzen zur Untersuchungen unterschiedlicher Zeit-Temperatur-
Kombinationen

Herstellen einer Mischung aus folgenden Standardsubstanzen: 3-Methylbutanal (0,7777 g),
Dimethyldisulfid (0,0277 g), 2,5-Dimethylpyrazin  (0,9935¢), 2-Ethyl-1-hexanol
(0,0146 g), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (0,0096 g).
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Die eingewogenen Substanzen wurden mit Methanol auf 10 mL aufgefillt und
anschlieBend 1:10 verdiinnt. Fiir die SPME wurden 3 pL dieser Losung und 1,5 pL eines
Geosmin-Standards (100 pg/mL) zu 25 mL gereinigtem Wasser gegeben. Die
Probentemperatur wihrend der Extraktion betrug zunichst 80°C und die Anreicherungszeit
30 Minuten. In weiteren Schritten wurde die Temperatur gesenkt (60, 40, 30°C) und die
Anreicherungszeit verliangert (2, 8, 16 Stunden). Die Messungen erfolgten mittels GC/M S
(Abschnitt 3.5.3).

3.3.2 Identifizierung fliichtiger Verbindungen

Die Identifizierung fliichtiger Verbindungen erfolgte mit Hilfe von Referenzsubstanzen sowie durch den
Vergleich der kapillargaschromatographischen (Retentionszeit, Kovats-Index) und massenspektrometrischen
Daten mit Literaturangaben. Die jeweilige Identifizierungsgrundlage ist in den Tabellen im Ergebnisteil

angegeben.

Bestimmung der Retentionsindices

Zur Bestimmung der Retentionsindices, (Kovats Indices, Kl), wurden n-Alkane als

Bezugsgréen verwendet (Kovats, 1958).

Der Kovats Index Kl ergibt sich aus:

logz, (x) —logt, (n)
logz. (N) —logz, (n)

KI =100x N

wobel n die Anzahl der C-Atome des kiirzerkettigen Alkans

N die Anzahl der C-Atome des langerkettigen Alkans

t- (x) die Retentionszeit der zu untersuchenden Verbindung
t (n) die Retentionszeit des kiirzerkettigen Alkans und

t, (N) die Retentionszeit des langerkettigen Alkansist.
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3.3.3 Aromaverdiinnungsanalyse

Die Aromaverdiinnungsanalyse erfolgte analog Abschnitt 3.3.1. Die Extraktionszeit betrug
zu Beginn 60 Minuten, die adsorbierten Verbindungen wurden im Injektor des GC-
Systems thermisch desorbiert, danach kapillargaschromatographisch getrennt und simultan
mittels AED (Abschnitt 3.5.1) und OD (Abschnitt 3.5.2) detektiert. Bei den darauf
folgenden Analysen wurde die Anreicherungszeit jeweils halbiert, die
Verdiinnungsstufen n, die Extraktionszeiten und die sich daraus ergebenden FD-Faktoren
(vgl. auch Abschnitt 2.3.4.2) sind in Tabelle 3-3 angegeben.

Tabelle 3-3: Anreicherungszeiten und sich daraus ergebende FD-Faktoren (FD = 2"); n =
Verdiinnungsstufe.

n Extraktionszeit F‘fl]()t:)r

0 60 min 1
1 30 min 2
2 15 min 4
3 7 min 30 sec 8
4 3 min 45 sec 16
5 1 min 53 sec 32
6 56 sec 64
7 28 seC 128
8 14 sec 256
9 7 sec 512
10 3,5 seC 1024
11 1,8 sec 2048

3.4 Quantifizierung

Die fliichtigen Verbindungen wurden, sofern nicht anders angegeben, aus wissrigen
Zuckerlosungen mit einem TS-Gehalt von 50% quantifiziert. Die Zuckerlosungen wurden
tiaglich frisch mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Fiir die Analyse wurden jeweils
10 g dieser Losungen eingesetzt.

Die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich der Signalflichen von Analyten und
Standards.
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3.4.1 SPME unter Einsatz eines internen Standards

Ein mL 1-Octanol wurde in 9 mL Methanol gelost und mit gereinigtem Wasser auf eine
Konzentration von 10 ppb verdiinnt. Von dieser Lésung wurden jeweils 2 uL. mit Hilfe
einer Mikroliterspritze auf den kristallinen Zucker (10 g) aufgespritzt. Die Analyse erfolgte
in 10facher Wiederholung.

3.4.2 Quantifizierung der fliichtigen organischen Siuren

Interner Standard: d’-Buttersiure 50 mg/10 mL Wasser, davon 1:100 Verdiinnung.

Kalibrierung

Fiir die Kalibrierung wurden folgende Mengen Standardsubstanzen eingesetzt: Essigsdure
(2,25 g), Propionsiure (0,30 g), Isobuttersiure (0,08 g), Buttersiure (0,17 g), Isovalerian-
siure (0,08 g), Vaeriansiure (0,08 g), Methylvaleriansiure (0,08 g), Hexansiure (0,08 Q).

Von dieser Mischung wurden 140 mg in 100 g Wasser gelost und 1:10 mit Wasser
verdiinnt (Stammldsung). Davon wurden je 0,025, 0,05, 0,075, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 und
0,50 mL fiir die Analyse eingesetzt.

Zur Kalibrierung wurde ein Weillzucker eingesetzt, der nach mehrmaligem
Umkristallisieren keinen erkennbaren Geruch mehr aufwies.

Fir die Aufstellung der Kalibriergeraden wurden jeweils 10 g Losung dieses Zuckers mit
der oben angegebenen Menge an Standardmischung, 100 uLL Phosphorsdure (85%) und
50 puL Losung des internen Standards in ein 20 mL Headspace-Gléschen pipettiert.

Bestimmung der fliichtigen organischen Sduren aus Weizucker

Fir die Analyse der fliichtigen organischen Sauren wurden jeweils 10 g Zuckerlgsung mit
100 uL Phosphorsdure (85%) und 50 pL Losung des internen Standards in 20 mL
Headspace Glischen pipettiert.

33



3 Experimenteller Teil

Analytik
Die SPME wurde analog Abschnitt 3.3.1 durchgefiihrt, jedoch mit 30 Minuten
Extraktionszeit bei 60°C. Die Messungen erfolgten mittels automatisierter SPME/GC/MS

im full scan Modus.

Wiederholbarkeit der Messungen

Zur Uberpriifung der Wiederholbarkeit der Quantifizierung wurde ein Zucker 20 Mal
aufgearbeitet. 10 Mal wurden 30,5g und 10 Mal 61,0 g Weiizucker im Messkolben in
Wasser gelost und auf 100 mL aufgefiillt. Die Analyse erfolgte wie oben beschrieben.

3.4.3 Quantifizierung von Pyrazinen, Geosmin und 2-Methylisoborneol

Interner Standard: &°-2-Methylisoborneol 10,6 mg/10 mL in Methanol, davon eine 1:1000

Verdiinnung.

Kalibrierung
Fiir die Kalibrierung wurden folgende Mengen an Standardsubstanzen eingesetzt:

Tabelle 3-4: Kalibrierung von Pyrazinen und Terpenen, Target- und Qualifier-lonen.

Stamm- Verdiin-  Verdiin- Target-

|6sung nung | nung I1 lon Qualifier-lon
[mg/10mL]  [pg/mL] [m/Z] [m/z]

2,5-Dimethylpyrazin 99,8 99,8 1:10 108,12
o 1046 1046 1100 1522 13715
ﬁ?ﬁ;ﬁ;@i‘;ﬁgn 98,1 08,1 1:100 151,25 138,15
?ngsﬁgi;{,'yfazm 95,5 95,5 1:100 124,15 151,25
Geosmin* - 100,0 - 112 138
2-Methylisoborneol* - 100,0 - 95 107

*Geosmin und 2-Methylisoborneol wurden als Standardlésung (100 pg/mL) bezogen.

Fir jede Verbindung wurde eine eigene Losung hergestellt (Stammlésung) und verdiinnt

(Verdiinnung I und Verdiinnung II).
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Fiir die Kalibrierung der quantitativen Analyse der Geruchssubstanzen in den Weillzuckern
wurden von allen Verdiinnungen II und der Geosminldsung jeweils 0,1 mL sowie von der
2-Methylisoborneollésung 0,2 mL in einen Messkolben pipettiert und mit Methanol auf
1,0 mL aufgefiillt (Lésung III). Von dieser Mischung wurden 1, 2,5, 5, 7,5 und 10 pL fiir
die Analyse eingesetzt.

Fir die Kalibrierung der quantitativen Analyse der Geruchssubstanzen in den Siften
wurden von den Stammlgsungen und der Geosminlosung jeweils 0,1 mL sowie von der 2-
Methylisoborneollosung 0,2 mL in einen Messkolben pipettiert und mit Methanol auf
1,0 mL aufgefiillt (Losung IV). Von dieser Mischung wurden 1, 3, 5 und 10,0 pL fiir die
Analyse eingesetzt.

Fir die Aufstellung der Kalibriergeraden wurden jeweils 10 mL Wasser mit der oben
angegebenen Menge an Losung III oder Losung IV und 2 pl. Losung des internen
Standards in ein 20 mL Headspace Glaschen pipettiert.

Die Kalibriergeraden (Konzentration des Geruchsstoffes gegen Peakfliche) fiir
Buttersiure, Geosmin und 2,5-Dimethylpyrazin sind in Abbildung 3-3 dargestellt.

a)

Calibration Equation Y = .895X

Amt. Cmpd)
Amt. LS,
(Y) ~.8

o
5 1 1.5
Area Compound / Area LS. (X)

35



3 Experimenteller Teil

b) 0)

Calibration Equation Y =-.0104 +,09219X Calibration Equation Y =-.9394 +2.262X

5

L
|
|
4 ‘—4
\

|
| .
i
Amt. Cmpd,” 3 | Amt. Cmpd. 3 ‘
Amt.1S. | Amt. LS, |
(Y) (Y)
.3 |
2 | -2 ‘
| |
|
| | |
i |
l - | = 1
1
1 2 3 4 5 1 2 3
Area Compound / Area LS. (X) Area Compound / Area LS. (X)

Abbildung 3-3: Kalibriergeraden zur Quantifizierung von a) Buttersiure, b) Geosmin und
c¢) 2,5-Dimethylpyrazin.

Quantitative Bestimmung der Komponenten in Wei3zucker

Fiir die Analyse wurden jeweils 10 g Zuckerlésung (5 g Zucker + 5 g gereinigtes Wasser)

mit 2 uL L6sung des internen Standards in 20 mL Headspace-Glischen pipettiert.

Quantitative Bestimmung der Komponenten in Rohsaft, Diinnsaft und Dicksaft

Fir die Analyse wurden jewells 10 g Rohsaft, 10 g Diinnsaft oder 10 g Dicksaftlosung
(50% TS) mit 2 ul Losung des internen Standards in 20 mL Headspace Glischen
pipettiert.

Analytik

Die Messungen erfolgten mittels automatisierter SPME/GC/MS im SIM-Modus (Selected
lon Monitoring Mode), um eine maximale Empfindlichkeit zu erreichen. Die SPME wurde
analog Abschnitt 3.3.1 durchgefiihrt. Die Target-lonen wurden aus den Fragmentierungs-

mustern jeder Verbindung ausgewihlt, um eine moégliche Stérung durch coeluierende
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Substanzen zu vermeiden. Zur Absicherung wurden zusitzlich fiir jede Verbindung ein bis

zwei Qualifier-lonen hinzugezogen (Tabelle 3-4).

Die Bestimmungsgrenze wurde nach DIN 32645 (1994) in grober Niherung als dreifacher

Messwert der Nachweisgrenze ermittelt.

Wiederholbarkeit der Messungen

Die Uberpriifung der Wiederholbarkeit der Quantifizierungen erfolgte durch eine 10-fache
Bestimmung der Komponenten aus einem Weillzucker. Die Analyse erfolgte wie oben
beschrieben.

3.4.4 System zur Luftprobennahme und Quantifizierung fliichtiger Verbindungen

aus Luft

Probennahme

An verschiedenen Stellen einer Zuckerfabrik wurden wihrend der Riibenkampagne
Luftproben genommen. Dafiir wurden mittels einer in Abbildung 3-3 schematisch
dargestellten Apparatur jeweils 3 L Luft iiber einen mit dem Adsorbermaterial Tenax GR
gefiillten Septum-Liner gesaugt, woran die fliichtigen Verbindungen angelagert und
angereichert wurden. Die Flussrate betrug 300 mL/min. Die Réhrchen entsprachen in ihrer
GroBe den Linern des Septuminjektors des Agilent GC6890 Gerites, so dass sie nach
erfolgter Anreicherung direkt in den Injektor eingesetzt, und die adsorbierten Substanzen
der gaschromatographischen Analyse zugefiihrt werden konnten.
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Umgebungsluft

!

GC-Liner } Tenaxfiillung
Pumpe
mit Abluft

Durchflussmesser

Abbildung 3-3: Vorrichtung zur Entnahme von L uftproben.

Kalibrierung fiir die Bestimmung von Pyrazinen und Terpenen

Aus den in Tabelle 3-4 angegebenen Einwaagen der Standardsubstanzen wurden Losungen
folgender Konzentrationen fiir die Kalibrierung zur Bestimmung der Pyrazine und Terpene
hergestellt (Tabelle 3-5). Von beiden Losungen wurde jeweils 1 plL fiir die Analyse
eingesetzt.

Tabelle 3-5: Kalibrierlosungen fiir Pyrazine und Terpene bei der Luftprobennahme.

Losung 1 Losung 11
[ng/mL] [ng/mL]

2,5-Dimethylpyrazin 99,8 9,98
2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 10,46 1,046
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 9,81 0,981
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 9,55 0,955
Geosmin 20 2
2-Methylisoborneol 10 1

Kalibrierung zur Bestimmung der fliichtigen organischen Sduren

Fir die Kalibrierung zur quantitativen Bestimmung der fliichtigen organischen Séuren
(FOS) wurden folgende Mengen eingesetzt (Tabelle 3-6).
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Tabelle 3-6: Kalibrierlosungen der fliichtigen organischen Sduren zur Bestimmung nach
der Luftprobennahme.

Einwaage Stammlosg. I Stammlosg. 11

[d] [mg/g] [ng/mL]

Essigsiure 2,2623 716,7 7425
Propionsiure 0,2917 92,4 957
| sobuttersiure 0,0879 27,8 289
Buttersiure 0,1660 52,6 545
| sovaleriansiure 0,0887 28,1 291
Valeriansiure 0,0884 28,0 290
Methylvaleriansiure 0,0856 27,1 281
Hexansiure 0,0858 27,2 282
Summe 3,1564

Fir die Stammlosung 1 wurden die Sduren in den angegebenen Mengen
zusammengemischt. Die Stammlosung II ergibt sich aus 10,360 mg Stammldsung I, mit
Wasser auf 1 mL aufgefiillt. Fiir die Kalibrierung wurden 990 mg der Stammlésung I und
jeweils 0,25, 0,5 und 0,75 mL der Stammlosung II mit Wasser auf 1 mL aufgefiillt. Von
diesen Verdiinnungen sowie der Stammlosung II wurde jeweils 1 pL fiir die Analyse
eingesetzt.

Fir die Kalibrierung wurde jeweils 1 uL der angegebenen Standardlosungen auf einen

gereinigten mit Tenax GR gefiillten Septum-Liner gespritzt.

Analytik

Die adsorbierten Geruchsstoffe oder Standardsubstanzen wurden im Injektor des
Gaschromatographen thermisch desorbiert (240°C) und direkt mittels GC/MS
(Abschnitt 3.5.3) analysiert.

Bestimmung der Wiederfindungsrate

Fir die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde in 10 Wiederholungen jeweils 1 puL
der Standardlosungen der fliichtigen organischen Sduren bzw. der Losung 1 (Tabelle 3-6)
in das mit Tenax befiillte R6hrchen gespritzt. Im Anschluss wurden 3 L Laborluft analog
der Probennahme durch das Réhrchen gesaugt. Die Analyse erfolgte wie oben beschrieben.
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3.5 Kapillargaschromatographie (GC)

Die Auftrennung der Losungsmittel- und SPME-Extrakte und die Detektion der

Komponenten erfolgten mittels hochauflsender Gaschromatographie.

3.5.1 Kapillargaschromatographie/Atomemissionsspektrometrie (GC/AED)

Geriit: HP6890 GC System

Detektor: HP G2350A Atomemissionsdetektor;
Aufnahme bei 193nm (Kohlenstoff), 181nm (Schwefel) und 174nm
(Stickstoff)

Trennsidule A OPTIMA-5 MS-Fused Silica Kapillarsiule, bezeichnet als DB-5
((5% Phenyl)-methylpolysiloxan; Macherey & Nagel, Diiren)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke
PTV-Injektor:  40°C, 0,1 min; 420°C/min auf 240°C, 30 min
Temperaturprogramm: 40°C, I min, 6°C/min auf 150°C, 2min, 12°C/min auf 240°C,
11 Minuten isotherm
Triagergas:  Helium (4,6) 2,3 mL/min, Flussrate konstant, splitlos

Bei Analyse der Losungsmittelextrakte: solvent vent zZwischen 3,5 und 5 Minuten.

Trennsiule B FFAP-Fused Silica Kapillarsiule (Polyethylenglycol modifiziert mit
Nitroterephthalsiure; Phenomenex, Aschaffenburg)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke

PTV-Injektor:  40°C, 0,1 min; 420°C/min auf 220°C, 50 min

Temperaturprogramm: 40°C, 1 min isotherm, 5°C/min auf 180°C, 2 min isotherm,
10°C/min auf 220°C, 15 min isotherm

Tragergas:  Helium (4,6) 1,5 mL/min, Flussrate konstant, splitlos

Trennsiule C OPTIMA-Wax (Polyethylenglycol; Macherey & Nagel, Diiren)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke

PTV-Injektor:  40°C, 0,1 min; 420°C/min auf 240°C, 30 min

Temperaturprogramm: 40°C, 1 min, 6°C/min auf 150°C, 2min, 12°C/min auf 240°C,
11 Minuten isotherm

Triagergas:  Helium (4,6) 2,3 mL/min, Flussrate konstant, splitlos
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3.5.2 Kapillargaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O)

Der Sniffing-Port (oder Olfaktometer) war an das GC/AED-Gerit gekoppelt. GC-
Parameter wie in Abschnitt 3.5.1.

Das GC-Eluat wurde iiber eine Splittvorrichtung ("three-way zero dead-volume splitter”,
Gerstel GP-3D/2; Miihlheim/ Ruhr) im Verhéltnis 2:1 geteilt. Ein Teil des Eluates wurde in
das Olfaktometer, zwei Teile in den AED geleitet. Als Transferleitung dienten unbelegte
Silica Kapillarsiulen von 90 cm (OD) und 110 cm (AED) Lénge. Am Glas-Sniffing-
Trichter wurde das Eluat angefeuchtet, um ein Austrocknen der Nasenschleimhaut der
Priifperson zu vermeiden (Gerstel Olfactory Detector Port ODP-2). Mit Hilfe eines
Joysticks wurden Zeit, Dauer und Intensitit der wahrgenommenen Geriiche aufgezeichnet.
Das daraus entstehende Olfaktogramm (auch Aromagramm) wurde durch einen Computer
aufgezeichnet und kann den mittels AED gewonnenen Daten iiberlagert werden. Wihrend
der Sniffing-Analyse wurden alle wahrgenommenen Geriiche protokolliert und spiter dem

Olfaktogramm zugeordnet.

Die Steuerung des gesamten GC/AED/O-Systems, sowie die Auswertung erfolgten mit der
HP ChemStation Software.

3.5.3 Kapillargaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)

Gerit I: HP5890 Serie B Plus
Detektor: HP5989B Engine Quadrupol Massenspektrometer
Transferleitung: 260°C

lonenquelle: 200°C
Quadrupol:  100°C
lonisierung: Elektronenstoflionisation (EI) mit 70 eV

Injektor:  Optic 2 (Al Qualitek Ltd., Cambridge, UK)
(40°C, 15°C/sec auf 240°C)
Scanbereich: 35-290 amu
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a) Trennsiule A OPTIMA-5 MS-Fused Silica Kapillarsiule, bezeichnet als DB-5
(Macherey & Nagel, Diiren)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 pm Filmdicke
Temperaturprogramm: 40°C, 1 min isotherm, 5°C/min auf 240°C, 10 min isotherm

Triagergas:  Helium (4,6) 1,2 bar, Flussrate konstant, splitlos

b) Trennsiule B FFAP-Fused Silica Kapillarsiule, (Phenomenex, Aschaffenburg)

60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke
Temperaturprogramm: 40°C, 1 min isotherm, 5°C/min auf 220°C, 10 min isotherm
Triagergas:  Helium (4,6) 1,2 bar, Flussrate konstant, splitlos

Die Steuerung des GC/MS-Systems sowie die Auswertung erfolgten mit der HP
ChemStation Software.

Geriit II: HP6890 GC System

Detektor: JMS-GCMATE I, Jeol Sektorfeld Massenspektrometer
Injektor:  Optik 2 (Al Qualitek Ltd., Cambridge, UK)

Triagergas:  Helium (4,6) 0,5 bar, Druck konstant, splitlos

Ofen: 40°C, 1 min, 5°C/min auf 220°C, 10 min isotherm
Transferleitung: 260°C

lonenquelle: 100°C

lonisierung: Elektronenstoflionisation (EI) mit 70 eV
Scanbereich: 35-290 amu

a) Trennsiule A OPTIMA-5 MS-Fused Silica Kapillarsiule, bezeichnet als DB-5
(Macherey & Nagel, Diiren)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke
Temperaturprogramm: 40°C, 1 min isotherm, 5°C/min auf 240°C, 10 min isotherm

Triagergas:  Helium (4,6) 1,5 bar, Flussrate konstant, splitlos
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b) Trennsiule B FFAP-Fused Silica Kapillarsiule, (Phenomenex, Aschaffenburg)
60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um Filmdicke
Temperaturprogramm: 40°C, 1 min isotherm, 5°C/min auf 220°C, 10 min isotherm

Triagergas:  Helium (4,6) 1,2 bar, Flussrate konstant, splitlos

Die Steuerung des GC/MS-Systems, sowie die Auswertung erfolgten mit der TSS 2000
Software (Shrader Analytical and Consulting Lab). Das Injektionssystem wurde durch eine
separate Optic Software gesteuert.




4 Ergebnisse und Diskussion

4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Etablierung der Festphasenmikroextraktion

Die Prozess begleitende Analytik erfordert eine einfache Analysentechnik, die
aussagekriftige und reproduzierbare Ergebnisse liefert, Quantifizierungen erméglicht und
bei Bedarf durch Automatisierung die Bewiltigung eines groflen Probenaufkommens in
vertretbarer Zeit gewihrleistet.

Fir die bestehende Fragestellung wurden in Vorversuchen zunichst einige in der
Aromaanalytik  verbreitete Techniken wie die Flissig/Flissig-Extraktion, die
V akuumheadspace-Extraktion, die Methode der Solvent Assisted Flavor Evaporation und
die Festphasenmikroextraktion zur Extraktion und Anreicherung geruchsrelevanter
Verbindungen aus Weillzucker, Dicksaft, Diinnsaft und Rohsaft getestet. Die
Untersuchungen dienten einer ersten Orientierung und der Auswahl der bevorzugten
Anreicherungsmethode.

Die Fliissig/Fliissig-Extraktion mittels eines Rotationsperforators erwies sich als geeignet
fir die Extraktion flichtiger Verbindungen aus Wei3zucker und Dicksaft. Bei Diinnsaft
und Rohsaft bildeten sich hingegen Emulsionen, die keine klare Trennung von wissriger
und organischer Phase wihrend des Extraktionsvorganges erméglichten.

Mit Hilfe der Vakuumheadspace-Extraktion und der Solvent Assisted Flavour Evaporation
(SAFE) konnten aus den untersuchten Fabrikationssiften gaschromatographisch erfassbare
Mengen fliichtiger Komponenten isoliert werden. Fir die Untersuchung von Weifizucker
liefen sich dagegen keine ausreichenden Anreicherungen erzielen.

Als Ergebnis dieser Voruntersuchungen wurde die Festphasenmikroextraktion als Technik
zur Isolierung und Anreicherung fliichtiger Komponenten sowohl aus Zucker als auch aus
den entsprechenden Fabrikationsvorstufen ausgewihlt. Die Schritte zur Optimierung dieser
Methode sind in den folgenden Abschnitten beschrieben.




4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Variation von Adsorptionszeit oder Probentemperatur

Die Festphasenmikroextraktion (SPME) ist ein Extraktionsverfahren, das auf
Gleichgewichtsverteilungen der fliichtigen Komponenten zwischen Probe und Dampfraum
und zwischen Dampfraum und Faserbeschichtung basiert. Verschiedene Parameter konnen
die Effizienz und Reproduzierbarkeit der Methode maBgeblich beeinflussen. Um die
geeigneten Bedingungen fiir eine moglichst effektive Anreicherung zu ermitteln, wurden
die Parameter Adsorptionszeit und Probentemperatur fiir die Anwendung der SPME auf
die Fabrikationssifte und auf Weillzucker optimiert.

4.1.1.1 Dicksaft

Dicksaft wurde als Vertreter fliissiger Proben fiir die Untersuchungen zur Optimierung der
Extraktionsbedingungen mittels SPME eingesetzt. Zur Auswertung wurden fliichtige
Verbindungen herangezogen, die verschiedenen Stoffklassen angehéren und nach
Vorversuchen als potentielle Geruchsstoffe in Dicksaft erkannt worden waren. Dabei
handelte es sich um Dimethyldisulfid (DMDS), 2- und 3-Methylbutanal (MB), 2,5-
Dimethylpyrazin (DMP) und 2,3,5-Trimethylpyrazin (TMP).

Variation der Adsorptionszeit

Bei konstanter Temperatur (30°C) wurde die Adsorptionszeit zwischen 30 und
120 Minuten variiert. Abbildung 4-1 zeigt die Veranderungen der relativen Peakflichen
der ausgewihlten Verbindungen in Abhingigkeit von der Zeit.

Die Verlingerung der Expositionszeit fithrte im Allgemeinen zu einer stirkeren
Anreicherung der Verbindungen. Nach etwa 90 Minuten stellte sich fiir alle untersuchten
Substanzen ein Gleichgewichtszustand zwischen Faser und Umgebung ein, und eine
erhohte Adsorption an die Faser war mit Verlangerung der Zeit nicht mehr zu beobachten.
Bei den leichter fliichtigen Komponenten 2- und 3-Methylbutanal, die aufgrund von
Coelution zusammen  betrachtet werden, und Dimethyldisulfid war der

Gleichgewichtszustand bereits nach einer Zeit von 30 Minuten annidhernd erreicht.
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Abbildung 4-1: Veridnderungen der nach SPME (Temperatur 30°C) fiir ausgewihlte
fliichtige Verbindungen aus Dicksaft erhaltenen relativen Peakflachen in Abhédngigkeit von
der Expositionszeit.

In weiteren Untersuchungen wurde mit einer Probentemperatur von 60°C gearbeitet und

die Expositionszeit zwischen 5 Minuten und 120 Minuten variiert (Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-2: Verinderungen der nach SPME (Temperatur 60°C) flir ausgewihlte
flichtige Verbindungen aus Dicksaft erhaltenen relativen Peakflachen in Abhédngigkeit von
der Expositionszeit.

Die leicht flichtigen Verbindungen 2-/3-Methylbutanal und Dimethyldisulfid erreichten
bereits nach 15 bis 30 Minuten Extraktionszeit den Gleichgewichtszustand, wihrend bei
den Pyrazinen nach fast linearer Steigerung eine Anniherung an den Séttigungsbereich erst

ab 90 Minuten zu erkennen war.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Variation der Probentemperatur

Bei konstanter Extraktionszeit (60 min) wurde die Probentemperatur zwischen
Raumtemperatur und 85°C variiert. Abbildung 4-3 zeigt die Verdnderungen der
Peakflichen der fliichtigen Verbindungen aus Dicksaft in Abhédngigkeit von der

Temperatur.
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Abbildung 4-3: Veridnderungen der nach SPME (Extraktionszeit 60 min) fiir ausgewahlte
fliichtige Verbindungen aus Dicksaft erhaltenen relativen Peakflachen in Abhédngigkeit von
der Probentemperatur.

Bis zu einer Probentemperatur von 60°C waren deutliche Intensititssteigerungen der
Signale fiir die Pyrazine zu beobachten. Weitere Temperaturerhohung auf 85°C fiihrte
bereits zur leicht abnehmenden Adsorption an die Faser. Dimethyldisulfid wurde mit
steigender Temperatur vermindert angereichert, wofiir entweder zunehmende Desorption
von der Faser oder die Instabilitit der Verbindung verantwortlich sein kann. Das
Anreicherungsverhalten von 2-/3-Methylbutanal wurde durch die Temperaturveranderung
nicht signifikant beeinflusst.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.2 Weilzucker

Aus Vorversuchen ging hervor, dass im Wei3zucker, anders als im Dicksaft, kurzkettige
organische Sduren das chromatographische Bild der fliichtigen Verbindungen dominieren.
Aus diesem Grund wurden neben 2-/3-Methylbutanal, 2,5-Dimethylpyrazin und 2,3,5-Tri-
methylpyrazin fiir die Optimierung der Extraktionsparameter auch Essigsdure und
Buttersiure herangezogen. Dimethyldisulfid wurde im Dampfraum kristallinen Zuckers

nicht nachgewiesen.

Variation der Adsorptionszeit

Bei konstanter Temperatur (85°C) wurde die Adsorptionszeit zwischen 5 und 120 Minuten
variiert. Abbildung 4-4 zeigt die relativen Veranderungen der Peakflichen der
ausgewihlten Verbindungen in Abhidngigkeit von der Extraktionszeit.
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Abbildung 4-4: Verinderungen der nach SPME (Temperatur 85°C) fiir ausgewihlte
flichtige Verbindungen aus Wei3zucker erhaltenen relativen Peakflachen in Abhidngigkeit
von der Expositionszeit.

MB = 2-/3-Methylbutana, DMP = 2,5-Dimethylpyrazin, TMP = 2,3,5-Trimethyl pyrazin.

Eine Verlingerung der Adsorptionszeit resultierte in verstiarkter Anreicherung der
Verbindungen. Im Bereich zwischen 5 und 60 Minuten war die Zunahme der Intensititen
der Signale in etwa linear, die BestimmtheitsmaBe bei der Anpassung von

Regressionsgeraden in diesem Bereich (R?) lagen zwischen 0,932 fiir Essigsaure und 0,998
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fir 2,5-Dimethylpyrazin. Mit Ausnahme der beiden Pyrazine zeigten die
Regressionskurven ab 60 Minuten bereits den Beginn des Sittigungsbereiches an.

Variation der Probentemperatur

Der Einfluss der Temperatur auf die Festphasenmikroextraktion der fliichtigen
Verbindungen aus Weilzucker wurde zwischen 25°C (Raumtemperatur) und 120°C
untersucht. Die Anreicherungszeit betrug 60 Minuten. In Abbildung 4-5 sind die relativen

Verianderungen der Peakflachen in Abhdngigkeit von der Probentemperatur dargestellt.

relative Flache

10 30 50 70 90 110 130

Probentemperatur [°C]

—&—Essigsaure =~ MB Buttersdure ~ =O=DMP  =¥=TMP

Abbildung 4-5: Veridnderungen der nach SPME (Extraktionszeit 60 min) fiir ausgewahlte
fliichtige Verbindungen aus Wei3zucker erhaltenen relativen Peakflachen in Abhidngigkeit
von der Probentemperatur.

MB = 2-/3-Methylbutana, DMP = 2,5-Dimethylpyrazin, TMP = 2,3,5-Trimethyl pyrazin.

Aus Abbildung 4-5 geht hervor, dass eine deutliche Steigerung der Signale erst im Bereich
zwischen 60°C und 85°C stattfand. Widhrend mit weiterer Temperaturerh6hung die
Signalintensititen der Pyrazine weiter anstiegen, war bel den organischen Siuren oberhalb
von 85°C ein Abflachen des Anstiegs zu beobachten. Im Falle von 2- und 3-Methylbutanal
nahm die Intensitit zwischen 100°C und 120°C sogar ab, was mit der zunehmend
iiberwiegenden Desorption von der Faser in diesem Temperaturbereich zu erkliren ist. Die
optimale Probentemperatur liegt somit zwischen 85°C und 100°C.
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Hydroxymethylfurfural (HMF) ist ein Produkt der Maillard Reaktion und kann auch sauer
katalysiert aus Glucose oder Fructose gebildet werden (Kuster, 1975; van Dam et al.,
1986). Hohere Temperaturen begiinstigen diese Reaktion. Da dies vermuten lie3, dass
wihrend der hier beschriebenen Untersuchungen infolge der thermischen Belastung bei der
Extraktion aus Weillzucker die Bildung von HMF einsetzen kénnte, wurden die SPME-
Extrakte massenspektrometrisch auf das Vorliegen dieser Substanz untersucht. Bei einer
Extraktionszeit von 60 Minuten waren ab einer Temperatur von 100°C messbare Mengen
von HMF vorhanden, wobei die Bildung von HMF bis zur Temperatur von 120°C
weiterhin zunahm (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: Fir HMF detektierte Signalintensititen nach SPME von Weillzucker in
Abhingigkeit von der Probentemperatur (Doppelbestimmungen mittels SPME/GC/MS).

40°C 60°C 85°C 100°C 120°C
1. n.d. n.d n.d. 21236 61042
2. n.d. n.d. n.d. 32771 31768

n.d. nicht detektierbar

4.1.1.3 Rohsaft

Erginzend zu den beschriebenen Untersuchungen zur Anderung der Anreicherungszeit
(zwischen 5 und 120 Minuten) wurde am Beispiel von Rohsaft die Extraktionszeit
schrittweise halbiert, beginnend mit 60 Minuten bis zur kiirzesten technisch realisierbaren
Zeit von 1,8 Sekunden. Fiir die Auswertung wurden Verbindungen aus verschiedenen
Stoffklassen mit unterschiedlichen Fliichtigkeiten herangezogen. Die relativen Peakfldchen
von Dimethylsulfid, 2-/3-Methylbutanal, 2,5-Dimethylpyrazin, Essigsiure, 2-sec-Butyl-3-
methoxypyrazin, Dimethylsulfoxid und Geosmin, jeweils bezogen auf die Fliche bei
60 Minuten (3600 Sekunden), sind in Abbildung 4-6 dargestelit.

Die Flichenabnahme der betrachteten Verbindungen bel stetiger Halbierung der
Extraktionszeit verlduft mit Ausnahme von zwei Komponenten iiber den gesamten Bereich
weitgehend linear. Bei Dimethylsulfid und 2-/3-Methylbutanal wird bereits nach einer
Adsorptionszeit von 225 Sekunden annidhernd der so genannte steady state, das mégliche

Maximum an extrahierbarer Menge, erreicht.
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Abbildung 4-6: Verinderung der nach SPME (Temperatur 60°C) fiir ausgewihlte
fliichtige Verbindungen aus Rohsaft erhaltenen relativen Peakflachen in Abhédngigkeit von
der Expositionszeit. SBMP = 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin.

4.1.2 Einsatz unterschiedlicher Zeit-Temperatur-Kombinationen

Nach der Optimierung der Einzelparameter Extraktionszeit und Probentemperatur fiir die
Matrices Weillzucker und Dicksaft, stellte sich die Frage, wie dic Kombination dieser
beiden Faktoren den Anreicherungsprozess beeinflusst. In weiteren Versuchsreihen wurde
daher tiiberpriift, ob der bei einer bestimmten Temperatur erhaltene Extrakt mit dem
vergleichbar ist, der bei Raumtemperatur aus dem Dampfraum bei entsprechend lidngerer
Adsorptionszeit gewonnen wird, und ob Sekundirreaktionen wihrend des

Anreicherungsprozesses auftreten.

Vergleich der Adsorptionen bei Raumtemperatur, 60°C und 85°C

Die Extraktion fliichtiger Verbindungen mittels SPME aus Weilzucker wurde bei 60°C
und bei 85°C jeweils fiir eine Stunde durchgefiihrt, wihrend als Adsorptionszeit fiir eine
Anreicherung bei Raumtemperatur 16 Stunden gewihlt wurden. Aufgrund des Riihrens

erwirmte sich die Probe von Raumtemperatur auf etwa 30°C.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Wie aus Abbildung 4-7 ersichtlich, hatte die Anreicherung der fliichtigen Verbindungen
bei 85°C eine gesteigerte Empfindlichkeit fiir die untersuchten mittel bis schwer fliichtigen
Komponenten zur Folge. Nur 2-/3-Methylbutanal wurde bei 85°C und bei Raumtemperatur
in gleichem Mal3e angereichert.

Mittels GC-M S konnten keine hitzeinduzierte Neubildung und kein Abbau von Substanzen
detektiert werden.
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Abbildung 4-7: SPME/GC/AED von Wei3zucker bei unterschiedlichen Kombinationen
von Temperatur und Extraktionszeit.

Erhohung der Temperatur bei gleichzeitiger Kiirzung der Anreicherungszeit

Die Verteilung eines Geruchsstoffes zwischen der Gasphase und dem Adsorbermaterial ist
in groem MaBe von der Temperatur abhingig. Dieser Abhingigkeit liegt die van't
Hoffsche Gleichung oder die so genannte Qio0-Regel zugrunde, wonach sich, vereinfacht
ausgedriickt, erfahrungsgemdfl die Anreicherung bei einer Temperaturerh6hung um 10 K
verdoppelt. Somit stellte sich die Frage, ob in Anlehnung an diese Regel die durch
Verkiirzung der Adsorptionszeit verursachte Verringerung der Signalintensititen durch
eine gleichzeitige Steigerung der Temperatur ausgeglichen werden kann. Zur Uberpriifung
der Anwendbarkeit der Qio-Regel wurden als Bezugsbedingungen 80°C und 30 min

gewdhlt, um bei 30°C nach 16 Stunden enden zu konnen.
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Losung von Standardsubstanzen

Die Analysen wurden zunichst mit einer Losung von Standardsubstanzen (3-
Methylbutanal, Dimethyldisulfid, 2,5-Dimethylpyrazin, 2-Ethyl-1-hexanol, 2-sec-Butyl-3-
Methoxypyrazin und Geosmin) durchgefiihrt. Die Verdnderungen der Signalintensititen
mit variierenden Kombinationen von Probentemperatur und Anreicherungszeit sind in
Abbildung 4-8 dargestellt.
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Abbildung 4-8: SPME/GC/MS von Standardsubstanzen aus waissriger Losung bel
unterschiedlichen Kombinationen von Temperatur und Extraktionszeit.

3-MB = 3-Methylbutanal, DMDS = Dimethyldisulfid, 2,5-DMP = 2,5-Dimethylpyrazin, SBMP = 2-sec-
Butyl-3-Methoxypyrazin.

Die jewells hochsten Signalintensitdten wurden bei der Adsorptionszeit von 16 Stunden
beobachtet. Folglich war diese Zeitspanne ausreichend, um die unter den gegebenen
Bedingungen maximal mégliche Menge an Analyten zu extrahieren.

3-Methylbutanal, 2-Ethyl-1-hexanol, 2-sec-Butyl-3-Methoxypyrazin und Geosmin erfiillen
iber das gesamte Spektrum von Zeit- und Temperaturkombinationen annidhernd die Qio-
Regel. 2,5-Dimethylpyrazin erfiillt diese Regel im Bereich zwischen 30 und 60°C.
Vermutlich hatte sich wihrend der Adsorptionszeit von 30 Minuten bei 80°C das
Verteilungsgleichgewicht noch nicht eingestellt. Bei Dimethyldisulfid zeigten sich bereits
ab 60°C Verluste bei der Anreicherung, was durch eine verstirkte Desorption von der

Faser in diesem Temperaturbereich zu erkliren ist.
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Weifszucker

Fir die Untersuchungen wurden zwei Zuckerproben ausgewéhlt, die unterschiedliche
Geruchsgualitaten aufwiesen. Probe 1 roch siuerlich und muffig, wihrend Probe 2 einen

schwicheren muffigen und leicht karamellartigen Geruch aufwies.
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Abbildung 4-9: SPME/GC/AED von Weilzuckerproben bei  unterschiedlichen

Kombinationen von Temperatur und Extraktionszeit. (a) Probe 1, (b) Probe 2.
MB = 2- und 3-Methylbutanal, ES = Essigsiure, BS = Buttersdure, TMP = 2,3,5-Trimethyl pyrazin.

Die Ergebnisse in Abbildung 4-9 zeigen, dass die betrachteten Verbindungen die Qio-
Regel iiber das gesamte Spektrum von Zeit- und Temperaturkombinationen anndhernd
erfiillen. 2,3,5-Trimethylpyrazin verhilt sich dabei, mit Ausnahme eines Messpunktes in
Probe 2, fast ideal. Im Vergleich zu den Standardlosungen sind groflere Variationen
zwischen den einzelnen Messpunkten zu beobachten, woraus der Einfluss der Matrix
deutlich wird. AuBerdem verdeutlichen die leicht abweichenden Ergebnisse von Probe 1
und Probe 2, dass zwei unterschiedliche Weilzuckermatrices vorliegen, lediglich

Essigsiure verhilt sich in beiden Zuckern anndhernd gleich.

4.1.3 Vortemperieren von Weillzucker

Weitere  Untersuchungen  wurden  beziglich  denkbarer  Verdnderungen und
Artefaktbildungen im Spektrum fliichtiger Verbindungen des Dampfraumes durch
Temperaturerhohungen durchgefiihrt. Dafiir wurde ein Zucker jeweils eine Stunde auf eine
bestimmte Temperatur (60°C, 80°C, 100°C, 120°C) erhitzt und anschlielend abgekiihlt.
Um vergleichbare Extraktionsbedingungen zu gewihrleisten, erfolgte die SPME jeweils

bei Raumtemperatur wihrend einer Zeit von 16 Stunden.
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Die Verdnderungen der Signalintensititen von Essigsiure, Buttersiure, 2-/3-
Methylbutanal, Hexanal, 2,5-Dimethylpyrazin, 2,3,5-Trimethylpyrazin, Dimethylsulfid,
Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid sind in Abbildung 4-10 aufgezeigt.
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Abbildung 4-10: SPME Extraktion von Wei3zucker (25°C, 16 Stunden).Verinderungen

der Signalintensititen in Abhéngigkeit von der Vorbehandlungstemperatur.
ES: Essigsiure, BS: Buttersdure, MB: 2- und 3-Methylbutanal, Hex: Hexanal, DMP: 2,5-Dimethylpyrazin,
TMP: 2,3,5-Trimethylpyrazin, DMS: Dimethylsulfid, DMDS; Dimethyldisulfid, DMTS: Dimethyltrisulfid.

Die Signalintensititen von Essigsdure und Buttersiure verdnderten sich mit Erhéhung der
Vorwirmtemperatur kaum. Die Sduren lagen somit bereits bei 60°C in beinah maximal
moglicher Konzentration im Dampfraum vor und ihre Freisetzung wurde nur geringfiigig
durch héhere Temperaturen begiinstigt. Die extrahierten Mengen von 2-/3-Methylbutanal,
Hexanal und den Pyrazinen, die bei 60°C vergleichsweise niedrig waren, nahmen bis
120°C stark zu. Die Pyrazine wurden mit Erhohung der Vorwarmtemperatur offensichtlich
besser freigesetzt. Der deutliche Anstieg der extrahierten Menge von 2-/3-Methylbutanal
zwischen 85°C und 100°C koénnte auf den Siedepunkt dieser Verbindung, der mit 92°C in
diesem Bereich liegt, zuriickzufithren sein. Die Sulfide (hier gezeigt Dimethylsulfid,
-disulfid und -trisulfid) waren erst ab einer Vorwarmtemperatur von 100°C mittels AED
und am Sniffing-Port detektierbar.

Mit zunehmender Vorbehandlungstemperatur konnten verstirkt lingerkettige organische
Sduren im Extrakt nachgewiesen werden. Die extrahierte Menge an Hexansiure nahm
stetig zu; ab einer Vorwiarmtemperatur von 100°C konnten auch Heptansiure und ab
120°C Octansédure detektiert werden. Die Bildung von Produkten der Maillard Reaktion
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und Karamellisierungsreaktionen setzte bereits bei 100°C ein; nach einer
Vorbehandlungstemperatur von 120°C waren Furfural, 5-Methylfurfural, Furfurylalkohol
und Hydroxymethylfurfural detektierbar.

4.1.4 Diskussion

Die Festphasenmikroextraktion (SPME) wurde als Isolierungs- und Anreicherungstechnik
fir die vorliegende Studie ausgewi#hlt. Ein Vorteil der SPME gegeniiber anderen
Anreicherungstechniken ist, dass sie automatisierbar ist und dass in Kombination mit der
Kapillargaschromatographie auf die Verwendung von Losungsmitteln verzichtet werden
kann. Dadurch wird eine Kontaminationsquelle ausgeschlossen und die Signale
leichtfliichtiger Verbindungen werden in den Kapillargaschromatogrammen nicht durch
Losungsmittelpeaks tiberdeckt (Wampler, 2002). Je nach Art der Probe konnen mit einer
Adsorptions-Faser bis zu 100 Analysen durchgefiihrt werden, bevor sie ausgewechselt
werden muss. Im Vergleich zu den anderen beschriebenen Extraktionstechniken kann mit
geringeren Probenmengen (5-30 g statt 50-100 g) gearbeitet werden; dariiber hinaus nimmt

eine Analyse einschliellich Chromatographie lediglich maximal 2 Stunden in Anspruch.

Die Parameter Extraktionszeit und Probentemperatur wurden fiir die Extraktion aus
Weiizucker und Dicksaft optimiert. Nach Chung ef al. (2002) kann eine Erhéhung der
Extraktionstemperatur unterschiedliche Auswirkungen auf die SPME haben. Einerseits
wird dadurch der Anteil der fliichtigen Verbindungen im Headspace iiber der Probe erhoht,
so dass eine verstirkte Adsorption an die Faser die Folge sein kann. Auf der anderen Seite
wird durch die Temperaturerh6hung auch das Verteilungsgleichgewicht zwischen Faser
und Headspace verschoben, so dass in Konkurrenz zur Adsorption eine verstirkte
Desorption erfolgen kann.

Die Untersuchungen veranschaulichten, dass sowohl die Temperatur als auch die
Extraktionszeit die Ergebnisse der Festphasenmikroextraktion signifikant beeinflussen. Die
groBte Bedeutung kommt allerdings der physikalisch/chemischen Beschaffenheit der Probe
selbst und dem Zusammenspiel der jeweils vorhandenen fliichtigen Komponenten zu.
Prinzipiell miissten fiir jede zu untersuchende Matrix die einzelnen Parameter separat
optimiert werden. Bei den untersuchten Dicksaftproben handelte es sich um Lésungen mit

einem eingestellten Wassergehalt von 35%, Rohsaft ist im weitesten Sinne ein wissriger
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Extrakt aus Riibenschnitzeln (ca 18% TS). Durch kontinuierliches Riihren der fliissigen
Proben wihrend der SPME wurde die Freisetzung fliichtiger Komponenten beschleunigt
und ihr Ubergang in die Gasphase erleichtert. So zeigten zum Beispiel die leicht fliichtigen
Verbindungen aus Dicksaft und Rohsaft im Gegensatz zum kristallinen Weillzucker bereits
nach wenigen Minuten Extraktionszeit das Erreichen des Sittigungsbereiches der Faser fiir
diese Komponenten an. AuBerdem beeinflusst der hohe Wassergehalt die
Zusammensetzung des Dampfraumes und damit das Verhalten und die Fliichtigkeit der
Verbindungen.

Der Wassergehalt des Weiizuckers ist dagegen sehr gering (< 0,04%), und im Headspace
befinden sich vorwiegend fliichtige organische Sduren. Aufgrund der Tatsache, dass die
Kristalle bei der Headspace-SPME nicht bewegt werden konnen, diffundieren die
Komponenten aus den unteren Bereichen der Probe nur langsam in den Dampfraum.
Zudem zeigen die fliichtigen Komponenten grundsitzlich Wechselwirkungen mit den
Zuckerkristallen auf, wodurch ihre Freisetzung maBgeblich beeinflusst wird. Die Kristalle
besitzen, wie auch der viskose Dicksaft oder jede andere Lebensmittelmatrix selbst
gewisse Adsorptionseigenschaften (Costa Freitas er al., 2001), so dass eine bestimmte
Mindesttemperatur notwendig ist, um die fliichtigen Verbindungen in den Dampfraum zu
bewegen.

Neben dem Wassergehalt konnen wihrend der Extraktion mittels SPME auch gegenseitige
Einfliisse der Analyten ein Problem fiir die Ad- bzw. Absorption darstellen (Marsili, 2002).
Allerdings spielen auch hier die Konzentrationen der Komponenten eine wichtige Rolle.
Beispielsweise hatten in Studien von Roberts ef al. (2000) Konzentrationen bis zu 1 ppm
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin nur wenig Einfluss auf die Extraktionsausbeute der anderen
Komponenten (Guajacol, Dimethyltrisulfid, 3-Methylbutanal und 2,3-Diethyl-5-
methylpyrazin) aus der Standardlosung. Um allerdings kompetitive Effekte zu vermeiden,
empfehlen die Autoren, die Adsorptionszeit zu reduzieren. Kiirzere Anreicherungszeiten
wirken sich wiederum nachteilig auf die Extraktionsausbeute von mittel- bis
schwerfliichtigen Verbindungen aus. Sowohl aus Dicksaft als auch aus Rohsaft wurden bei
kiirzeren Anreicherungszeiten bevorzugt die leicht flichtigen Verbindungen extrahiert.
Sobald der Gleichgewichtszustand dieser Komponenten zwischen Probe, Dampfraum und
Faserbeschichtung erreicht war, blieben die extrahierten Mengen auch mit zunehmender
Anreicherungszeit weitgehend konstant. Dagegen wurden die schwerer fliichtigen

Verbindungen, wie z.B. die Pyrazine mit Verlingerung der Zeit zunehmend und effektiv
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angereichert. Insbesondere diese schwerer fliichtigen Komponenten zeigten in beiden
Matrices (Dicksaft und Rohsaft) ein lineares Anreicherungsverhalten an die Faser in
Abhingigkeit von der Anreicherungszeit.

Bei Weiizucker war die Intensititssteigerung der Signale aller Verbindungen bis zu einer
Adsorptionszeit von 60 Minuten annidhernd linear, bei lingeren Expositionszeiten wurden
bei fast allen Komponenten nur noch geringe Steigerungen festgestellt.

Diese Linearitit ist die Grundlage fiir die im spiteren Teil der Arbeit durchgefiihrten
Verdiinnungsanalysen.

Unter gleichzeitiger Beriicksichtigung des Zeitaufwandes fiir die beabsichtigte
Automatisierung dieser Methodik wurde fiir weitere Untersuchungen eine Adsorptionszeit

von 60 Minuten gewéhlt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen bel verschiedenen Anreicherungszeiten und
Probentemperaturen widerlegen die Vermutung von Moore et al. (2003), dass hohe
Mengen an Essig-, Butter- und Isovaleriansiure im Dampfraum des Weillzuckers zur
Absittigung der SPME-Faser fithren. In den dort beschriebenen Studien wurden die
fliichtigen Verbindungen aus Weilzucker mittels SPME unter Einsatz von etwa 0,75 ¢
Probe pro Analyse bei einer Probentemperatur von 65°C und einer Extraktionsdauer von
15 Minuten extrahiert. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Kapazitiit ciner
SPME-Faser unter diesen Bedingungen noch nicht erschopft sein kann, da unter
Beriicksichtigung der abweichenden Parameter (20 g Probe, 85°C Probentemperatur) nach
15 Minuten Extraktionszeit die betrachteten Verbindungen erst zu etwa einem Zehntel
(2,5-Dimethylpyrazin) bis zu einem Drittel (Essigsiure und Buttersdure) der erreichten

Maximalwerte extrahiert waren.

Neben der verlingerten Anreicherungszeit fiihrten auch eine Erhéhung der
Probentemperatur sowie beim Dicksaft zusitzliches kontinuierliches Riihren mit einem
Magnetrihrer zu einer verstarkten Freisetzung der flichtigen Verbindungen. Dadurch
verschoben sich die Gleichgewichtszustinde bzw. wurden schneller erreicht, und eine
verstirkte Adsorption der Komponenten an die Faserbeschichtung war die Folge.
Allerdings wurde das Anreicherungsverhalten der Komponenten deutlich von der
jeweiligen Fliichtigkeit beeinflusst. So konnte bei weiterer Temperaturerhohung die
gesteigerte kinetische Energie vor Allem in Bezug auf die tiefer siedenden Substanzen

ebenso zur Verschiebung des Gleichgewichtes von der Faser in den Dampfraum und damit
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zur Desorption von der Faser fithren. Beispielsweise konnte fiir die verminderte
Anreicherung von Dimethyldisulfid mit steigender Temperatur eine zunehmende
Desorption von der Faser die Ursache sein. Oder diese Komponente war im héheren
Temperaturbereich instabil und wurde abgebaut.

Die Ergebnisse der Vortemperierversuche von Weilzucker zeigten, dass die typischen
Produkte der Maillard Reaktion, wie Furfural, 5-Hydroxymethylfurfural und
Furfurylalkohol sowie einige der aus dem Zuckergewinnungsprozess bekannten
Geruchskomponenten, wie Pyrazine, Sulfide und Strecker-Aldehyde erst mit steigenden
Temperaturen gebildet wurden. Auf der anderen Seite besteht die Moglichkeit, dass ein
Teil dieser Verbindungen, wie auch Hexanal, zuvor in die Kristalle eingeschlossen waren
und durch héhere Temperaturen in Richtung Kristalloberfldche diffundierten. Nach ihrer
Freisetzung in die Gasphase belegen solche fliichtigen Komponenten vorzugsweise die
Kristalloberfliche, wovon sie wieder leicht desorbiert werden und somit verbessert im
Dampfraum nachweisbar sind.

Dagegen verlief die Diffusion der organischen Siuren zwischen den Zuckerkristallen und
dem Dampfraum stets gleichartig und wurde nicht signifikant von der Vorwiarmtemperatur
beeinflusst.

Das Probentemperaturoptimum fiir die SPME von kristallinem Zucker lag zwischen 85°C
und 100°C. Da jedoch bei 100°C bereits deutlich die Bildung von HMF als Beispiel eines
hitzeinduzierten Nebenproduktes nachweisbar war, wurde als Kompromiss zwischen
moglichst effektiver Anreicherung, geringer Diskriminierung der niedrig siedenden
Verbindungen und Vermeidung hitzeinduzierter Sekundirreaktionen in den weiteren
Untersuchungen mit einer Arbeitstemperatur von 85°C fortgefahren.

Da bei Dicksaft aufgrund seiner Zusammensetzung vermehrt temperaturinduzierte
Reaktionen zwischen den vorhandenen Komponenten dstattfinden konnen, sollte die
Arbeitstemperatur hier 60°C nicht tiberschreiten.
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4.1.5 Zusammenfassung

Die Festphasenmikroextraktion (SPME) erwies sich als eine einfach zu handhabende,
schnelle und relativ preisgiinstige Methode zur effektiven Anreicherung der fliichtigen
Komponenten aus verschiedenen Mustern des Zuckergewinnungsprozesses.

Sowohl eine Erhohung der Probentemperatur, als auch eine Verlingerung der
Extraktionszeit fiihrten zur verstirkten Anreicherung der fliichtigen Verbindungen.

Die Zeit von 60 Minuten erwies sich als ausreichend fiir die SPME. Bei der Bestimmung
der Temperatur waren Faktoren wie die Vermeidung thermoinduzierter
Sekundirreaktionen bei gleichzeitiger moglichst effektiver Anreicherung sowohl der tiefer
als auch der mittel bis hoher siedenden Komponenten zu beachten. Die Probentemperatur
fiir Weilzucker wurde zu 85°C und fiir Dicksaft zu 60°C gewdhlt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Identifizierung und Bewertung geruchsrelevanter Verbindungen

Zur Bewertung der Geruchsrelevanz der aus Rohsaft, Diinnsaft, Dicksaft und Weilzucker
isolierten fliichtigen Substanzen wurde das von Ulrich ef al. (1998) erssmals beschriebene
Prinzip der Aromaverdiinnungsanalyse (AVA) angewandt. Die Verdiinnung wurde hierbei
nicht durch das Mischen des Extraktes oder der Probe mit Losungsmittel erzielt, sondern
durch Verkiirzung der Zeit, die die Faser dem Dampfraum iiber der Probe wihrend der
SPME ausgesetzt ist.

Wie in Abschnitt 4.1 gezeigt, erwies sich die Beziehung zwischen den Mengen an
adsorbierten Verbindungen und der Adsorptionszeit bis 60 Minuten als annidhernd linear.
Basierend auf dieser Erkenntnis wurden Aromaverdiinnungsanalysen durchgefihrt, bei
denen die Extraktionszeit, beginnend mit 60 Minuten, so lange halbiert wurde, bis bei der
anschlieenden GC/Olfaktometrie kein Geruchsstoff mehr am Sniffing-Port wahrnehmbar
war.

In den folgenden Abschnitten werden die fiir die einzelnen Prozesszwischenstufen
erhaltenen Ergebnisse beschrieben. Eine Tabelle mit identifizierten, jedoch nicht als
geruchsaktiv eingestuften Komponenten der untersuchten Muster befindet sich im Anhang
(Tabelle 8-1).

4.2.1 Rohsaft

Als Rohsaft wurde exemplarisch eine Probe aus einer deutschen Zuckerfabrik aus der
Kampagne 2002/2003 ausgewihlt. Die Geruchsstoffe wurden aus dieser Rohsaftprobe
mittels SPME bei einer Probentemperatur von 60°C extrahiert. Die AVA sowie die
GC/MS Analyse wurden unter Verwendung der unpolaren stationidren Phase DB-5
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden durch jeweils eine zusitzliche GC/O und GC/MS
Analyse auf einer polaren stationiren Phase (FFAP) abgesichert. Mit dieser Methode
wurden 28 Peaks als geruchsaktive Komponenten detektiert (Abbildung 4-11, Tabelle 4-2);
21 davon wurden durch den Vergleich der Retentionsindices (KI), der Geruchsqualitaten
und der massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen
identifiziert. Zwei Komponenten wurden durch den Vergleich der Kl und der

Geruchsgualititen mit denen authentischer Referenzsubstanzen vorbehaltlich den in
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Tabelle 4-2 angegebenen Strukturen zugeordnet, wobei die Signalintensititen zu gering fur

die Absicherung anhand von massenspektrometrischen Daten waren.

AED3 A, Carbon 193 (J:\DATA2004\2004KW 16\GCO16B03.D)
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Abbildung 4-11: Kapillargaschromatographische Trennung der aus Rohsaft isolierten
fliichtigen Verbindungen (SPME 60°C, 60 Minuten); Bedingungen s. Kapitel 3.5.
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Tabelle 4-2: In Rohsaft mittels SPME und AV A erfasste geruchsaktive Verbindungen.

Nr. Klpgs Klgrap Geruch Verbindung FD Ident.
1 520 813 faulig Dimethylsulfid 1024 1
2 550 852 Siif}, malzig 2-Methylpropanal 8 1
3 596 1001  Buitter Diacetyl 256 1
4 681 950 malzig 2-/13-Methylbutanal 256 1
5 710 1072  Buitter 2,3-Pentandion 4 1
6 738 1116  leimartig, 2-Methyl-3-butenal 5 3
1227  Klebstoff 2-/13-Methyl-1-butanol 1
7 755 1106  echend Pyridin 4 1
unangenehm
8 800 1095  griin Hexanal 6 1
9 812 1637  Buttersauer Buttersiure 16 1
10 840 sif3, fruchtig unbekannt 8 -
11 850 1252  fruchtig, ranzig 1-Hexanol 8 1
12 896 1475  Kartoffel Methional 256 1
13 908 1345  nussig 2,5-Dimethylpyrazin 256 1
14 972 1398  faulig Dimethyltrisulfid 2 1
15 974 1303  pilzartig 1-Octen-3-on 512 1
16 980 1453 PlZatg 1-Octen-3-0l 8 2
metallisch
17 982 sif, fruchtig unbekannt 2 -
18 994 1296  siiB, ranzig Octanal 4 1
1413 . . 2-Ethyl-5-methylpyrazin
19 997 1426 erdig, nussig 2,3,5-Trimethylpyrazin 16 1
20 1050 1475 erdig 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 64 1
21 1092 1445  Zuckerschote 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 2048 1
22 1120 griin, grasig unbekannt 2 -
23 1161 modrig, siilich unbekannt 4 -
24 1172 1514  Zuckerschote 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin - 2048 1
25 1181 1546  Paprika 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 2048 1
26 1192 1604 erdig 2-Methylisoborneol 128 2
27 1312 blumig unbekannt 2 -
28 1428 1847 erdig Geosmin® A

Klpg-s = Kovats Index auf DB-5-Kapillarsiule; Klgeap = Kovats Index auf FFAP-Kapillarsiule; Ident. =

Die Identifizierung erfolgte durch den Vergleich (1) der KI, der Geruchsqualititen und der
massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (2) der KI und der
Geruchsgualitit mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (3) der K1 und massenspektrometrischen Daten
mit Literaturangaben.

dGeosmin wurde nur in der ersten Verdiinnungsstufe am Sniffing-Port erfasst und konnte aufgrund der
spezifischen Anosmie in den weiteren Verdiinnungsstufen nicht ausgewertet werden.

Da Rohsaft im wesentlichen ein wissriger Extrakt der Zuckerriibenschnitzel ist, wurden
hier vor Allem die aus der Zuckerriibe stammenden geruchsaktiven Inhaltsstoffe
nachgewiesen, wie 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin und 2-
| sobutyl-3-methoxypyrazin mit FD-Faktoren von jeweils 2048, 2-Methylisoborneol (FD

128) und Geosmin. Weiterhin wurden schwefelhaltige Komponenten, wie Dimethylsulfid
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(FD 1024) und Methional (FD 256) als stark und Dimethyltrisulfid (FD 2) als weniger
stark geruchsaktiv ermittelt, wihrend Dimethyldisulfid und Dimethylsulfoxid zwar
vorhanden, jedoch nicht geruchsaktiv waren (siehe Tabelle 8-1). Auch Aldehyde wurden in
Rohsaft identifiziert, wobei fiir 2- und 3-Methylbutanal (Coelution) ein FD-Faktor von 256
und fiir 2-Methylpropanal, Hexanal und Octanal niedrigere FD-Faktoren zwischen 4 und
16 ermittelt wurden. Weitere identifizierte Aldehyde, wie Benzaldehyd, Heptanal, Nonanal
und Decanal erwiesen sich bei der angewandten Methode als nicht geruchsaktiv. Daneben
wurden Ketone, wie 1-Octen-3-on (FD 512), Diacetyl (FD 256) und 2,3-Pentandion (FD 4)
detektiert. Weitere Ketone und Alkohole, wie z.B. 2-Heptanon, 1-Butanol, 2-Ethyl-1-
hexanol und 1-Octanol erwiesen sich als nicht geruchsaktiv. Auch kurzkettige organische
Sduren wurden nachgewiesen, wobei lediglich Buttersdure am Sniffing-Port (FD 16)
wahrgenommen wurde. Zudem wurden verschiedene Terpene, wie Limonen, a-Pinen, a-
Fenchen, Menthol, 5-3-Caren und 3-Chamigren identifiziert, jedoch nicht als geruchsaktiv
eingestuft.

4.2.2 Diinnsaft

Als Diinnsaft wurde exemplarisch eine Probe aus einer deutschen Zuckerfabrik aus der
Kampagne 2002/2003 ausgewihlt. Aus dieser Diinnsaftprobe wurden die Geruchsstoffe
mittels SPME bei einer Probentemperatur von 60°C extrahiert. Die AVA sowie die
GC/MS Analyse wurden unter Verwendung der unpolaren stationidren Phase DB-5
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden durch jeweils eine zusitzliche GC/O und GC/MS
Analyse auf einer polaren stationdren Phase (FFAP) abgesichert. Mit dieser Methode
wurden 41 Peaks als geruchsaktive Komponenten detektiert (Abbildung 4-12, Tabelle 4-3);
22 davon wurden durch den Vergleich der Retentionsindices (KI), der Geruchsqualitaten
und der massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen
identifiziert. Vier Komponenten wurden durch den Vergleich der Kl und der
Geruchsgualititen mit denen authentischer Referenzsubstanzen vorbehaltlich den in
Tabelle 4-3 angegebenen Strukturen zugeordnet, die Signalintensititen waren zu gering fiir

die Absicherung anhand von massenspektrometrischen Daten.
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Abbildung 4-12: Kapillargaschromatographische Trennung der aus Diinnsaft isolierten
fliichtigen Verbindungen (SPME 60°C, 60 Minuten); Bedingungen s. Kapitel 3.5.
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Tabelle 4-3: In Diinnsaft mittels SPME und AV A erfasste geruchsaktive Verbindungen.

Nr. Klpgs Klgrap Geruch Verbindung FD Ident.
1 525 813 faulig Dimethylsulfid 2048 1
2 601 999 Butter Diacetyl 2048 1
3 664 848 malzig 2-/13-Methylbutanal 2048 1
4 709 1070  Buitter 2,3-Pentandion 2 1
5 733 1111  leimartig, 2-Methyl-3-butenal 30 3

1227  Klebstoff 2-/13-Methyl-1-butanol 1

6 750 1190 Stechend, Pyridin 6 1

unangenehm

7 800 1090  griin Hexanal 256 1
8 825 1147  griin, modrig 1-Pentanol 8 1
9 868 nussig unbekannt 16 -
10 887 fruchtig, si3 unbekannt 32 -
11 891 kisig unbekannt 8 -
12 896 1475  Kartoffel Methional 16 1
13 908 1340  nussig 2,5/6-Dimethylpyrazin 64 1
14 916 1363  nussig 2,3-Dimethylpyrazin 16 1
15 972 1398  faulig Dimethyltrisulfid 128 1
16 974 1303  pilzartig 1-Octen-3-on 64 2
17 976 1730  faulig, stumpf  3-Thiophencarboxaldehyd 2 3
18 980 1453  pilzartig 1-Octen-3-ol 4 2
19 985 sif3, fruchtig unbekannt 8 -
20 992 1707  faulig, ssumpf  2-Thiophencarboxaldehyd 2 1
21 994 1296  siiB, ranzig Octanal 2 1
22 997 1420  erdig, nussig 2,3,5-Trimethylpyrazin 8 1
23 1010 1406  nussig 2-Ethyl-5-methylpyrazin 2 1
24 1044 1491 Rose 2-Ethyl-1-hexanol 4 1
25 1050 1460  erdig 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 1024 1
26 1076 Pilz, sii3lich 3,5-Octadien-2-on 4 4
27 1081 nussig unbekannt 2 -
28 1092 1445  Zuckerschote 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 2048 1
29 1120 blumig Rosenoxid 8 1
30 1126 griin unbekannt 1 -
31 1141 1876  chemisch Guajacol 2 1
32 1157 1503  erdig 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 64 3
33 1172 1514  Zuckerschote 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 512 1
34 1175 Sif3 unbekannt 4 -
35 1177 1550  erdig 2,5-Diethyl-3-methylpyrazin 64 4
36 1181 1541  Paprika 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 512 2
37 1191 1606  erdig 2-Methylisoborneol 32 2
38 1243 Sif, fruchtig unbekannt 2 -
39 1428 1847 - Geosmin? -1
1546  Paprika 2,5-Dimethyl-3-N-butylpyrazin - 4

1690  siiB, nussig 2,5-Dimethyl-3-isopentylpyrazin - 4

Klpgs = Kovats Index auf DB-5-Kapillarsiule; Klgsap = Kovats Index auf FFAP-Kapillarsiule; Ident. =

Die Identifizierung erfolgte durch den Vergleich (1) der KlI, der Geruchsqualititen und der
massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (2) der Kl und der
Geruchsqualitit mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (3) der K1 und massenspektrometrischen Daten
mit Literaturangaben, (4) massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben.

dGeosmin konnte aufgrund der spezifischen Geruchshlindheit nicht ausgewertet werden.
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Auch in Diinnsaft spielen die Methoxypyrazine, wie anhand der FD-Faktoren (2048 fiir 2-
| sopropyl-3-methoxypyrazin und 512 fiir 2-sec-Butyl- und 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin)
ersichtlich, immer noch eine fiir den Geruch entscheidende Rolle. Daneben wurden die
sensorisch aktiven Alkylpyrazine 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin (FD 1024), 2,3-Diethyl-5-
methylpyrazin (FD 64), 2,5-Dimethylpyrazin (FD 64, Coelution mit 2,6-Dimethylpyrazin)
sowie 2,3,5-Trimethylpyrazin (FD 8) identifiziert; weitere Alkylpyrazine wurden
gefunden, erwiesen sich im Rahmen dieser Analyse jedoch nicht als geruchsaktiv.
Dimethylsulfid war, wie bereits in Rohsaft, stark geruchsaktiv (FD 2048), dariiber hinaus
erlangten in Diinnsaft auch Diacetyl und 2-/3-Methylbutanal mit FD 2048 eine groB3ere
Bedeutung fiir den Geruch. Neben Dimethylsulfid wurden weitere schwefelhaltige
Komponenten identifiziert: Dimethyltrisulfid (FD 128), Methional (FD 16) sowie 2- und 3-
Thiophencarboxaldehyd (jeweils FD 2). Dimethyldisulfid und Dimethylsulfoxid wurden
identifiziert, waren jedoch nicht geruchsaktiv. Auch 1-Octen-3-on (FD 64), Hexanal
(FD 256) und Octanal (FD 2) erwiesen sich in Diinnsaft als geruchsaktiv. Daneben wurde
eine Reihe welterer Ketone, wie Aceton, 2-Butanon und 2-Heptanon und Aldehyde, wie
Nonanal, Decanal und Benzaldehyd ohne Geruchsaktivitit identifiziert (siche Tabelle 8-1).
Alkohole spielten in diesem Diinnsaft fiir den Geruch eine untergeordnete Rolle, z.B.
wurde fiir 1-Octen-3-ol und 2-Ethyl-1-hexanol jeweils der FD-Faktor 4 ermittelt, wihrend
fir weitere Alkohole, wie 1,2-Propandiol, 2,3-Butandiol und 1-Hexanol keine

Geruchsaktivitiat ermittelt wurde.

4.2.3 Dicksaft

Als Dicksaft wurde exemplarisch eine Probe aus einer deutschen Zuckerfabrik aus der
Kampagne 2002/2003 ausgewihlt. In dieser Dicksaftprobe wurden die Geruchsstoffe
mittels SPME bei einer Probentemperatur von 60°C extrahiert. Die AVA sowie die
GC/MS Analyse wurden unter Verwendung der unpolaren stationidren Phase DB-5
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden durch jeweils eine zusitzliche GC/O und GC/MS
Analyse auf einer polaren stationaren Phase (FFAP) abgesichert.

Mit dieser Methode wurden 36 Peaks als geruchsaktive Komponenten detektiert
(Abbildung 4-13, Tabelle4-4); 20 davon wurden durch den Vergleich der
Retentionsindices (KI), der Geruchsqualititen und der massenspektrometrischen Daten mit

denen authentischer Referenzsubstanzen identifiziert. Finf Komponenten wurden durch
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den Vergleich der KI und der Geruchsqualitiat mit denen authentischer Referenzsubstanzen
vorbehaltlich den in Tabelle 4-4 angegebenen Strukturen zugeordnet, die Signalintensititen

waren zu gering fiir die Absicherung anhand von massenspektrometrischen Daten.

cccccc

00000

17 \

15

ooooo

14 \ 16

ooooo

Abbildung 4-13: Kapillargaschromatographische Trennung der von Dicksaft isolierten
fliichtigen Verbindungen (SPME 60°C, 60 Minuten).
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Tabelle 4-4: In Dicksaft mittels SPME und AV A erfasste geruchsaktive Verbindungen.

Nr. Klpps Klgrap Geruchsqualitit Verbindung FD Ident.
1 520 813 faulig Dimethylsulfid 32 1
2 550 856 malzig 2-Methylpropanal 2 1
3 610 940 Butter Diacetyl 1024 1

4+5 668 950 malzig 3-/2-Methylbutanal 512 1
6 706 1048 Buitter 2,3-Pentandion 4 1
7 804 1088  griin Hexanal 4 1
8 825 - Karamell, griin Furfural 8 1
9 875 - chemisch unbekannt 4 -

10 886 - Gemiise unbekannt 16 -
11 980 1475  Kartoffel Methional 32 1
12 910 1340 nussig 2,5/6-Dimethylpyrazin 32 1
1350 . 2-Ethylpyrazin
13 918 j3g3 NUSSQ 2,3-D)i/rr?gthylpyrazin 2 1
14 976 1398 faulig Dimethyltrisulfid 16 1
15 980 1306 Pilz 1-Octen-3-on 64 2
16 985 1453  Pilz 1-Octen-3-ol 4 2
17 1000 1‘2%(5) ranzig éft:n ;”methy'pyraz'” 16 1
18 1005 1410 nussig 2-Ethyl-5/6/3-methylpyrazin 16 3
19 1016 - erdig unbekannt 4 -
20 1020 - nussig unbekannt 32 -
21 1044 1491 Rose 2-Ethyl-1-hexanol 8 1
22 1079 1459 nussig 2,6-Dimethyl-3-ethylpyrazin 1024 1
23 1090 1489  rostig 2,3,5,6-Tetramethylpyrazin 128 1
24 1096 1445 Zuckerschote 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 4 2
25 1100 1402 siBlich Nonanal 8 1
26 1101 1472 ¥4 55 pighyipyrazin 512 1
modrig/nussig

27 1108 - Erdnuss unbekannt 16 -
28 1141 1894 chemisch Guajacol 2 1
29 1165 - erdig unbekannt 256 -
30 1180 1510 Zuckerschote 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin =~ 16 2
31 1190 1538 Paprika 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 16 2
32 1224 14567 faulig unbekannt? 4 -

- 1503 nussig, erdig 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin -1

. 2,5-Dimethyl-3-

- 1562  Paprika isobutylpyrazin - 4

- 1616 nussig unbekannt - -

: 1667  sif, nussig 2,3 Dimethyl-5- - 4

isopentylpyrazin
- 1752  erdig unbekannt - -

Klpg.s = Kovats Index auf DB-5-Kapillarsiule; Klgeap = Kovats Index auf FFAP-Kapillarsiule; Ident. =

Die Identifizierung erfolgte durch den Vergleich (1) der KI, der Geruchsqualititen und der
massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (2) der Kl und der
Geruchsqualitit mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (3) der K1 und massenspektrometrischen Daten
mit Literaturangaben, (4) massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben.

a)Wahrsnchei nlich handelt es sich bel Klpg.5 1224 und Kleeap 1456 um dieselbe Substanz, da beide Schwefel
enthalten und der Geruch sehr ghnlich ist.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In Dicksaft erwiesen sich die Alkylpyrazine, wie 2,6-Dimethyl-3-ethylpyrazin (FD 1024),
2,5-Diethylpyrazin (FD 512) und 2,3,5,6-Tetratmethylpyrazin (FD 128) als sensorisch
dominierende Komponenten. Bei den nicht identifizierten Verbindungen mit Klpgs 1016,
1020, 1108, 1165 und Klgeap 1616 und 1752 handelt es sich wahrscheinlich ebenfalls um
Alkylpyrazine, da sie die fiir diese Stoffklasse charakteristischen nussigen oder erdigen
Geruchsnoten aufwiesen. Dagegen verloren in Dicksaft die Methoxypyrazine an
Bedeutung, fiir 2-l1sopropyl-, 2-lIsobutyl- und 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin wurden
lediglich FD-Faktoren zwischen 4 und 16 ermittelt. Fiir diese Verbindungen sowie fiir 1-
Octen-3-on (FD 64) wurden mittels GC/MS keine messbaren Signale erhalten, die
Identifizierung beruhte lediglich auf dem Vergleich der Retentionsindices und der
typischen Geruchsqualititen mit denen der Standardsubstanzen. Eine grole Rolle fiir den
Geruch des Dicksaftes spielten auch Diacetyl (FD 1024) und 2-/3-Methylbutanal (FD 512).
Weitere Aldehyde, wie 2-Methylbutanal, Hexanal und Nonanal wurden mit FD-Faktoren
zwischen 4 und 16 identifiziert, wihrend fiir Benzaldehyd, Heptanal und Decanal keine
Geruchsaktivitat  identifiziert ~wurde. Weiterhin  wurden Dimethylsulfid und
Dimethyltrisulfid als geruchsaktive Verbindungen mit FD-Faktoren von 32 bzw. 16 in der
Dicksaftprobe wahrgenommen. Auch Dimethyldisulfid wurde mittels GC/AED und
GC/MS nachgewiesen, war jedoch in der vorhandenen Menge im Extrakt nicht

geruchsaktiv.

In Dicksaft wurde eine Reihe von Alkylpyrazinen detektiert. Ihre Strukturen unterscheiden
sich teilweise nur geringfiigig, so dass viele Pyrazine bei der chromatographischen
Trennung zu dhnlichen Zeiten eluieren oder direkt coeluieren. Eine separate Wahrnehmung
der oft dhnlichen Geruchseindriicke war daher am Sniffing-Port nicht moglich. Erst bei
kiirzeren Anreicherungszeiten konnte aufgrund der geringeren Konzentrationen eine
zunehmende Differenzierung infolge der verbesserten Trennung erzielt werden. Zum
Beispiel coeluierten die Substanzen 2,5-, 2,6-Dimethylpyrazin und 2-Ethylpyrazin und mit
wenigen Sekunden Verzogerung auch 2 3-Dimethylpyrazin. Die Ahnlichkeit der
Geruchseindriicke dieser Verbindungen machte eine Differenzierung und eine separate
Betrachtung bei der Aromaverdiinnungsanalyse unmoglich. Da 2,5-Dimethylpyrazin im
Vergleich zu den anderen Komponenten die gréte Signalintensitdt aufwies, wird
reprisentativ  fiir diese Gruppe in den folgenden Untersuchungen nur von 2,5-

Dimethylpyrazin gesprochen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Am Beispiel von 2,3,5-Trimethylpyrazin und Octanal wurde deutlich, wie wichtig die
Verwendung von zwei Kapillarsiulen unterschiedlicher Polaritdt ist. Auf der unpolaren
Kapillarsiule wurde der Geruch von 2,3,5-Trimethylpyrazin durch den ranzigen Eindruck
von Octanal (Klpg-5 1000) iiberdeckt und konnte sensorisch nicht wahrgenommen werden.
Dagegen erwies sich 2,3,5-Trimethylpyrazin bei GC/O auf der mit einer polaren Phase
belegten Siule durchaus als geruchsaktiv. Da die AVA an der unpolaren Phase
durchgefiihrt wurde, konnte fiir dieses Pyrazin kein separater FD-Faktor ermittelt werden.

4.2.4 Weillzucker

Fiir die Bestimmung geruchsrelevanter I nhaltsstoffe von Weiizucker wurde eine Probe mit
deutlicher Geruchsbelastung herangezogen. Dafiir wurde ein Weillzucker der Qualitét 2
aus einer deutschen Zuckerfabrik aus der Kampagne 2002/2003 ausgewihlt. Bei der
sensorischen Charakterisierung durch das Sensorik-Panel bewerteten lediglich 4 von 9
Personen diesen Zucker als akzeptabel in Bezug auf seinen Geruch (Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5: Sensorische Charakterisierung des zur SPME und AVA eingesetzten
Weilzuckers der Qualitét 2.

Geruchsart ja  nein Intensitit” Bemerkungen
1 ammoniakartig 2 4,0 Stall
2 Siuerlich 3 3,7 Buttersiure, ranzig, Kise
. muffig, Kraut, Erde,
3 erdg 9 4.0 Kondensat, Gewiirz, Riibe
4  sifBl / karamellig 5 2,8 sif3
sonstige .
5 Geruchsarten 2 3,5 Papier, Melasse, Kampagne
Zuckergeruch 4 5
akzeptabel

IDie Intensititsskala zeigt die Mittelwerte der Antworten von 9 Priifpersonen und reicht von 0-8. In den
Spalten "ja" und "nein” ist jeweils die Anzahl der dafiir stimmenden Personen vermerkt.

In Anlehnung an die in Abschnitt 4.1 beschriebene Optimierung wurde die
Festphasenmikroextraktion (Probentemperatur 85°C, beginnend mit 60 Minuten
Anreicherungszeit) in Kombination mit GC/O und GC/MS angewandt. Die AVA und die
GC/MS Analyse wurden unter Verwendung der polaren stationiren Phase FFAP
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4 Ergebnisse und Diskussion

durchgefiihrt (Abbildung 4-14). Die Ergebnisse wurden durch jeweils eine zusitzliche
GC/O und GC/MS Analyse auf einer unpolaren stationidren Phase (DB-5) abgesichert.

Mit dieser Methode wurden 28 Peaks als geruchsaktive Komponenten detektiert
(Abbildung 4-14, Tabelle4-5); acht davon wurden durch den Vergleich der
Retentionsindices (KI), der Geruchsqualititen und der massenspektrometrischen Daten mit
denen authentischer Referenzsubstanzen identifiziert. Finf Komponenten wurden durch
den Vergleich der KI und der Geruchsgualititen mit denen authentischer
Referenzsubstanzen vorbehaltlich den in Tabelle 4-5 angegebenen Strukturen zugeordnet,
die Signalintensititen waren zu gering fiir die Absicherung anhand von
massenspektrometrischen Daten.

In Abbildung 4-14 ist zusitzlich zum Kapillargaschromatogramm beispielhaft das durch
GC/O erhaltene Aromagramm dargestelt.
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Abbildung 4-14: Chromatogramm und Aromagramm (SPME/GC/AED/O) von
Weilizucker.

Im Weilzucker waren die hochsten beobachteten absoluten FD-Faktoren mit 64 deutlich
niedriger als in den zuvor untersuchten Proben der Prozesszwischenstufen (2048 bei
Rohsaft und Diinnsaft und 1024 bei Dicksaft). Als relativ geruchsintensivste Verbindungen
in Weilzucker erwiesen sich die Ketone 1-Octen-3-on und Diacetyl mit FD 64. Auch fiir

die flichtigen organischen Siuren Essigsdure (FD 32), Buttersdure (FD 64) und
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4 Ergebnisse und Diskussion

Isovaleriansiure (FD 32) wurden relativ hohe FD-Faktoren erreicht, wihrend Propion-,

I sobutter- und Hexansiure als nicht geruchsaktiv identifiziert wurden (sieche Tabelle 8-1).

Tabelle 4-6: In Weilzucker mittels SPME und AV A erfasste geruchsaktive Verbindungen.

Nr. KIFFAP KIDB-S KIFFAP Verbindung FD Ident.
1 821 673 malzig 2-/13-Methylbutanal 16 1
2 899 574 Butter Diacetyl 64 1
3 1095 801 griin, grasig Hexanal 8 1
4 1116 781 leimartig unbekannt 8 -
5 1137 881 griin unbekannt 4 -
6 1299 fruchtig unbekannt 4 -
7 1305 1003  zitrus, ranzig Octanal 4 1
8 1315 974 pilzartig 1-Octen-3-on 64 2

. 2,5-/12,6-12,3-

9 131 911 nussartig Dimethylpyrazin 32 1
10 1402 Sif3 Nonanal 1 1
11 1421 1064  nussig 2,3,5-Trimethylpyrazin 1 1
11 1421 1064  nussig 2-Ethyl-3-methylpyrazin 1
12 1445 1096 Zuckerschote 2 oPropyl-3- 4 2

methoxypyrazin
13 1449 1100 nussartig 2,5-Dimethyl-3- 2 2
ethylpyrazin
14 1453 972 pilzartig 1-Octen-3-ol 1 2
15 1457 647 essigsauer Essigsiure 32 1
16 1478 899 Kartoffel Methional 8 1
17 1492 1030 Rose 2-Ethyl-1-hexanol 1 1
18 1512 1100  nussartig 2,3-Dimethyl-5- 2 1
ethylpyrazin
19 1524 1180 Zuckerschote 2. XcButyl-3- 8 2
methoxypyrazin

20 1528 1190 Paprika 2-|sobutyl-3- - g 2

methoxypyrazin

21 1537 erdig unbekannt 2 -

. 2,5-Dimethyl-3-

22 1546 Paprika butylpyrazin 32 4

23 1549 760 sauer Propionsiure 4 1

24 1616 1195  erdig 2-Methylisoborneol 1 2

25 1637 809 schweiBig Buttersiure 64 1

26 1679 855 schweiBig | sovaleriansiure 32 1

27 1694 869 schweifig Valeriansiure 2 1

28 1887 1139  wiirzig/chemisch Guajacol 1 2

Klerap = Kovats Indices auf FFAP-Kapillarsiule; Klpgs = Kovats Indices auf DB-5-Kapillarsiule; Ident. =
Die Identifizierung erfolgte durch den Vergleich (1) der KI, der Geruchsqualititen und der
massenspektrometrischen Daten mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (2) der Kl und der
Geruchsqualitit mit denen authentischer Referenzsubstanzen, (3) der K1 und massenspektrometrischen Daten
mit Literaturangaben, (4) und massenspektrometrischen Daten mit Literaturangaben.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Auch Alkylpyrazine, wie 2,5-/2,6/2,3-Dimethylpyrazin (Coelution) oder 2,5-Dimethyl-3-
ethylpyrazin spielten mit einem FD-Faktor von 32 eine groBie Rolle fiir den Geruch des
Zuckers, wihrend, wie bereits in Dicksaft der Beitrag der Methoxypyrazine mit FD 4 (2-
| sopropyl-3-methoxypyrazin) und FD 8 (2-1sobutyl- und 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin)
deutlich geringer war. Weiterhin wurden Aldehyde, wie Methional (FD 8), Hexanal (FD 8)
und Octanal (FD 4), als geruchsaktiv bzw. ohne Geruch, wie Nonanal, Decanal und
Furfural, detektiert. Alkohole, wie 1,2-Propandiol und 2,3-Butandiol waren in diesen
Untersuchungen nicht geruchsaktiv.

4.3 Untersuchung geruchsrelevanter Verbindungen im Verlauf des

Zuckergewinnungsprozesses

Wihrend der Zuckergewinnung aus der Zuckerriibe laufen eine Reihe chemischer und
physikalischer Vorgiange ab, die zur Bildung und/oder zum Abbau von Geruchsstoffen
fithren konnen und somit zum Teil potentielle Quellen fiir Fehlgeriiche darstellen.
Wihrend bei Rohsaft erdig, riibenartig und griin-fruchtig riechende Verbindungen
dominieren, gewinnen nussartige, rostige Noten im weiteren Prozessverlauf an Bedeutung.
Die Verinderung des Aromaspektrums in Abhingigkeit von der Verarbeitungsstufe sollte
systematisch unter Anwendung von Aromaverdiinnungsanalysen untersucht werden. Dafiir
wurden aus zwei verschiedenen Zuckerfabriken (A und B) Proben der Zwischenprodukte
Rohsaft, Diinnsaft, Dicksaft sowie die Endprodukte Wei3zucker-1 (WZ-1) und
WeiBzucker-2 (WZ-2) entnommen und fiir die Untersuchung eingesetzt.

Technisch ist es nicht realisierbar, direkte Verlaufsproben aus dem Prozess zu entnehmen.
Das bedeutet, dass einer Rohsaftprobe nicht der genau daraus gewonnene Diinnsaft,
Dicksaft oder Weilzucker zugeordnet werden kann. Die hier untersuchten Proben wurden
am selben Tag dem laufenden Prozess entnommen und unter Beriicksichtigung von
Verweilzeiten, moglichen Schwankungen und Riickvermischungen als reprasentativ fiir die
einzelnen Stadien angesehen. Die in Tabelle4-7 zusammengestellten Ergebnisse der
Aromaverdiinnungsanalysen zeigen folglich ndherungsweise den Verlauf der Bildung bzw.

Eliminierung geruchsaktiver Verbindungen im jeweiligen Werk.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Ergebnisse

Die SPME erfolgte bei einer Probentemperatur von 60°C (Sifte) bzw. 85°C (Zucker),
beginnend mit 60 Minuten Adsorptionszeit. Die Zeit wurde schrittweise halbiert. Die
Gaschromatographische Analyse (GC/O und GC/MS) erfolgte unter Verwendung der
polaren stationdren Phase FFAP. Die Ergebnisse wurden durch jeweils eine zusitzliche
GC/O und GC/MS Analyse auf einer unpolaren stationiren Phase (DB-5) abgesichert.

In Rohsaft wurden vor Allem die aus der Zuckerriibe stammenden geruchsaktiven
Inhaltsstoffe nachgewiesen. Die potentiell bedeutsamsten Aromastoffe des Rohsaftes sind
Methoxypyrazine (2-1sopropyl-, 2-sec-Butyl- und 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin), bei denen
die mit dieser Methode hochsten FD-Faktoren von 2048 erreicht wurden, Terpene (2-
Methylisoborneol), Geosmin, Aldehyde (2- und 3-Methylbutanal, Methional), Ketone (2,3-
Butandion, 1-Octen-3-on) und Alkohole. Auch organische Siuren, wie Butter- und

| sovaleriansiure wurden nachgewiesen.

Fir die im weiteren Prozessverlauf an Bedeutung gewinnende Verbindung 2,5-
Dimethylpyrazin wurden FD-Faktoren von 256 (Werk A) und 512 (Werk B) erreicht.
Weitere Pyrazine konnten kaum nachgewiesen werden. Beziiglich der Sulfide wurde
lediglich Dimethylsulfid, nicht aber Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid nachgewiesen.

Diinnsaft ist das Zwischenprodukt mit der groften Bandbreite an aromaaktiven
Inhaltsstoffen. Einerseits sind Geruchsstoffe aus dem Rohsaft verblieben. Besonders bei
den Verbindungen mit niedrigen Geruchsschwellen geniigen geringe Spuren, um noch
einen Geruchseindruck hervorzurufen. Andererseits wurden neue Geruchskomponenten
wihrend der Safireinigung gebildet. Dazu zdhlen schwefelhaltige Verbindungen, wovon
Dimethylsulfid mit einem FD-Faktor von jeweils 2048 und Dimethyltrisulfid mit FD-
Faktoren von 512 bzw. 128 mittels AV A erfasst wurden. Diacetyl erreichte jeweils einen
FD-Faktor von 1024, wihrend Methional mit vergleichsweise niedrigen FD-Faktoren von
16 und 64 erfasst wurde.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Inhaltsstoffe des Rohsaftes mit der vermutlich hochsten Bedeutung fur den Geruch, in
erster Linie die Methoxypyrazine, erreichten auch im Diinnsaft die hochsten FD-Faktoren
von 2048 und 1024. 2-Methylisoborneol spielte dagegen eine untergeordnete Rolle und
erreichte in Rohsaft und in Diinnsaft im Vergleich zu den anderen erdigen Komponenten
lediglich FD-Faktoren von 64 (Werk A) und 8 (Werk B).

Die kurzkettigen organischen Siuren liegen im Diinnsaft aufgrund des pH-Wertes (9,2)
nicht frei vor. lhre latente Anwesenheit konnte jedoch nach Freisetzung durch Ansiuerung

bestitigt werden.

In Dicksaft wurden mehrere nussartig riechende Alkylpyrazine detektiert, davon erreichte
2,5-Dimethylpyrazin in Werk B den hochsten FD-Faktor von 2048. Dagegen waren die
Methoxypyrazine, wie auch 1-Octen-3-on in der Probe aus Werk B mit FD-Faktoren von 4
relativ schwach am Sniffing-Port erkennbar. Die Vermutung, dass diese Verbindungen in
sehr geringen Mengen vorlagen, wurde dadurch bestitigt, dass sie mittels GC/MS nicht
erfasst wurden. In dem Muster aus Werk A wurde der hier hochste FD-Faktor von 512 bei
2- und 3-Methylbutanal, bei Diacetyl und bei Dimethyltrisulfid erreicht. Daneben erwiesen
sich 2-sec-Butyl- und 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin mit FD-Faktoren von 128 und 256 als

potentiell bedeutsam fiir den Geruch.

Bei den kristallinen Weilzuckern sind die organischen Sduren, v. a. Essigsidure,
Buttersiure und Isovaleriansdure die bedeutsamsten geruchsaktiven Verbindungen.
Propion-, n-Valerian- und Hexansiure konnten zwar nachgewiesen, jedoch nicht mittels
GCJ/O detektiert werden, d. h., sie waren in Mengen unterhalb ihrer Geruchsschwellen in
Luft in den Extrakten vorhanden. Der Geruch von Propionsiure konnte bei der
olfaktometrischen Analyse der WeiBizucker des Werkes A auch von dem relativ starken
Geruchseindruck des auf der FFAP-Kapillarsiule coeluierenden 2-1sobutyl-3-
methoxypyrazins iiberdeckt worden sein. Im Weilzucker-2 des Werkes B, in dem das
Methoxypyrazin nicht wahrgenommen wurde, wurde Propionsiure in den ersten

Verdiinnungsstufen mittels GC/O erfasst.

Bei den Zuckerproben des Werkes A traten erneut viele der im Rohsaft nachgewiesenen
Komponenten in den Vordergrund. Das sind Methional, 2-Methylisoborneol, die
Methoxypyrazine und 1-Octen-3-on, wobei die FD-Faktoren in den beiden
Zuckerqualitdten (WZ-1 und WZ-2) jeweils unterschiedlich hohe Werte erreichten.
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Wihrend beim WZ-2 in erster Linie Butter- und Isovaleriansiure fiir den Geruch
ausschlaggebend waren, spielten beim WZ-1 die Methoxypyrazine eine wesentlich

wichtigere Rolle.

Die Methoxypyrazine besallen dagegen fiir den Geruch der Weilzucker des Werkes B, mit
Ausnahme von 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin bei WZ-1, kaum Bedeutung. Beziiglich der
organischen Siuren war das Verhalten umgekehrt. So spielten Essig-, Butter- und
Isovaleriansiure im Werk A nur eine untergeordnete Rolle, wihrend sic im Werk B

dominierten.

4.3.2 Diskussion

Grundsitzlich dienen die FD-Faktoren bei der Aromaverdiinnungsanalyse der Bestimmung
der relativen Beitrage verschiedener Verbindungen zum Geruch innerhalb einer Matrix.
Der Vergleich von FD-Faktoren, die fiir Substanzen aus unterschiedlichen Proben ermittelt
wurden, kann nur einen groben Anhaltspunkt liefern, inwiefern sich der Geruchsbeitrag der
Verbindungen im Laufe des Prozesses veriandert. Die Matrices Rohsaft, Diinnsaft, Dicksaft
und WeiBlzucker koénnen zu schr unterschiedlichen Freisetzungen der fliichtigen
Verbindungen fiihren. Einfluss darauf kénnen zum Beispiel Aussalz- oder Riickhalteffekte,
Konkurrenzreaktionen zwischen den Komponenten, pH-Werte und die jeweiligen Gehalte

an Wasser und Trockensubstanz nehmen.

Bei den hier beschriebenen Aromaverdiinnungsanalysen wurden die relativen Intensititen
der Aromastoffe nach einer  gaschromatographischen  Trennung  beurteilt.
Wechselwirkungen der fliichtigen Verbindungen untereinander, die in den meisten Fillen
eine Schwichung der Wahrnehmung zur Folge haben, welche sich bis zur voélligen
Maskierung ausweiten kann, werden dabei nicht erfasst (DFL, 1999). Um vollstindig
Klarheit dariiber zu erlangen, welche der nachgewiesenen Verbindungen tatsichlich im
gemeinsamen Zusammenspiel das Aroma hervorrufen, miissten Rekombinations- und

Weglassexperimente durchgefiihrt werden.
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Fir Diacetyl wurden insbesondere in den Proben aus dem Werk B durchgehend hohe FD-
Faktoren bestimmt. Daraus ist zu schlieen, dass Diacetyl wihrend des Prozesses nur
bedingt eliminiert und wahrscheinlich stets neu gebildet wird. Diese Verbindung geht
vermutlich im Zuckergewinnungsprozess als Nebenprodukt aus dem Zuckerabbau hervor,
kann jedoch auch enzymatisch von Lactobacillen gebildet werden. Hofmann und
Schieberle (1998) zeigen einen moglichen Reaktionsweg fiir die Bildung von Diacetyl aus
o-Hydroxyacetaldehyd und Acetaldehyd als typisches Produkt der Maillard-Reaktion auf
(Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Moglicher Bildungsweg von Diacetyl aus a-Hydroxyacetaldehyd und
Acetaldehyd (Hofmann und Schieberle, 1998).

Furfural wurde in Diinnsaft, Dicksaft und einigen Weilzuckern nachgewiesen, jedoch in
den vorhandenen Konzentrationen nicht als geruchsaktiv eingestuft. Furfural hat einen
karamellartigen Geruch (Godshall er al., 1995), sein Geruchsschwellenwert liegt bei etwa
3000 ppb und ist damit im Gegensatz zu dem von Diacetyl (3 ppb) vergleichsweise hoch
(Buttery und Ling, 1998). Wihrend Kaipainen et al. (1997) in ihren Untersuchungen
Furfural nicht in Zucker nachweisen konnten, fanden Marsili ez al. (1994) relativ grofie
Mengen, wodurch sogar eine Quantifizierung mittels HPLC moglich war. Furfural ist ein
Produkt aus dem Zuckerabbau, weshalb darauf geachtet werden muss, dass diese
Verbindung nicht als Artefakt wihrend der Probenvorbereitung gebildet wird.

Methional war wie Diacetyl eine durchweg wichtige Geruchskomponente, lediglich in
Diinnsaft konnte sie vernachlissigt werden. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass
Methional wihrend der Saftreinigung abgebaut und wihrend der Verdampfung
nachgebildet oder aufkonzentriert wird. Im Zucker ist der Geruchsbeitrag relativ hoch, was
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darauf hindeutet, dass diese Verbindung wihrend oder nach der Kristallisation weiter
gebildet und/oder nicht weiter abgebaut wird. Methional entsteht aus der Aminosiure
Methionin in Gegenwart von reduzierenden Zuckern durch Strecker-Abbau (Belitz et al.,
2001).

Dimethyldisulfid ist ein Abbauprodukt von Methional und wurde in allen Diinn- und
Dicksiften nachgewiesen, war jedoch nur im Dicksaft des Werkes A geruchsaktiv. In
Rohsaft wurde, im Gegensatz zu den Untersuchungen von Pihlsgard ez al. (2000 und 2001)
kein Dimethyldisulfid gefunden. Im Dampfraum des kristallinen Zuckers konnte
Dimethyldisulfid nicht nachgewiesen werden, wihrend diese Komponente aus wissriger
Zuckerlosung durchaus zu bestimmen war. Da Methional in wissriger Losung nicht stabil
ist, konnte Dimethyldisulfid bei der Untersuchung von Zuckerlgsungen direkt aus dem
Abbau von Methional hervorgehen.

Dimethyltrisulfid trug im Werk A bei Diinnsaft und Dicksaft stark zum Geruch bei,
wihrend es bei den anderen Produkten am Sniffing-Port nicht wahrgenommen wurde. In
den Siften aus Werk B ist es nur von untergeordneter Bedeutung; im WZ-2 erreichte der
FD-Faktor noch einen Wert von 32. Trisulfide sind hiufig Abbauprodukte von Eiwei3en

und gehen vermutlich aus schwefelhaltigen Aminosiuren, wie z.B. Cystein, hervor.

2,5-Dimethylpyrazin Spielt, wie die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, offenbar
allgemein eine wichtige Rolle fir den Geruch im Zuckerfabrikationsprozess.
Alkylpyrazine sind Stickstoffheterozyklen, die von Aminosiuren abgeleitet werden. Sie
treten hiufig in thermisch behandelten Lebensmitteln in erhéhten Konzentrationen auf und
sind Nebenprodukte von nicht-enzymatischen Braunungsreaktionen (Maillard Reaktion)
oder auch des Strecker-Abbaus. 2,5-Dimethylpyrazin kénnte demnach, dhnlich einer von
Cerny und Grosch (1994) fiir alkylsubstituierte Pyrazine vorgeschlagenen Reaktion aus der
Kondensation von 2 Molekiilen Aminoaceton hervorgehen (Abbildung 4-16). Der Geruch
von Pyrazinen kann nussig, rostig oder erdig sein (Hwang et al., 1994, 1995; Maga, 1987).
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Abbildung 4-16: Moglicher nicht-enzymatischer Bildungsweg von 2,5-Dimethylpyrazin.

Dagegen werden Alkoxypyrazine ausschlielich enzymatisch gebildet. 2-1sopropyl-3-
methoxypyrazin kann nach Bungert er al. (2001) zum Beispiel durch Biosynthese aus
Glyoxalsiure und Valin gebildet werden. Die Isobutyl- und sec-Butyl-Seitenketten (R1,
Abbildung 4-17) koénnen sich von Leucin und Isoleucin ableiten (Murray et al., 1970).
Methoxypyrazine sind natiirliche Inhaltsstoffe der Zuckerriibe und kénnen erdige/muffige
Geruchsnoten hervorrufen (Parliment und Epstein, 1973; Murray und Whitfield, 1975).

N H2
I Amldlerung
N H2
H
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+ ﬁ

R3” O H,N

Abbildung 4-17: Mogliche Biosynthese von Alkylmethoxypyrazinen nach Murray et al.
(1970).

2- und 3-Methylbutanal erreichten in Diinn- und Dicksaft des Werkes B die hochsten FD-
Faktoren, wihrend ihre Bedeutung in den Siften aus A geringer war. Diese Verbindungen
sind allgemein, wie auch 2-Methylpropanal, als Strecker-Aldehyde, also Produkte aus dem
Strecker-Abbau von Aminosiuren (Valin, Isoleucin, Leucin; Abbildung 4-18) bekannt und
somit in Lebensmitteln weit verbreitet (Hofmann ez al., 2000; Multti, 2000). Moglich ist
auch die enzymatische Bildung dieser Aldehyde, z.B. als Nebenprodukt bei der

Biosynthese von Valin und Leucin (Hinrichsen und Andersen, 1994).
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Abbildung 4-18: Strecker-Abbau von Aminosiuren nach Hofmann ez al. (2000).

Nach Godshall er al. (1995) tragen neben 2- und 3-Methylbutanal weitere geruchsaktive
Aldehyde, besonders Octanal, Nonanal und Decanal zum Geruch von Weillzucker bei.
Diese Aldehyde entstehen aus enzymatischen Oxidationen von Fettsiuren. Nonanal wurde
als die wichtigste Geruchskomponente dieser Stoffklasse benannt, wihrend Pyrazine als
weniger bedeutsam fiir den Gesamtgeruch eingestuft wurden. In der vorliegenden Studie
wurden diese Aldehyde zwar in allen Zwischenprodukten nachgewiesen, waren jedoch mit

wenigen Ausnahmen kaum geruchsaktiv (vgl. Tabelle 8-1).

Die pilzartig riechende Komponente /-Octen-3-on trug in den Proben aus A im Gegensatz
zu den Proben aus B stark zur Geruchsbildung bei. 1-Octen-3-on geht, wie generell Cg-
Ketone, Aldehyde und Alkohole sowie 1-Alken-3-one aus der Oxidation ungesittigter
Fettsiuren hervor (Karahadian et al., 1985). Von Godshall er al. (1995) konnte die
Anwesenheit dieser Komponenten in Zucker nicht bestitigt werden, wihrend in der
vorliegenden Arbeit 1-Octen-3-on, 1-Octen-3-ol, 3-Octanol, Octanal mittels GC/O
aufgrund ihrer charakteristischen Geruchseindriicke detektiert werden konnten. Nur in
manchen WeiB3zuckerproben konnte 1-Octen-3-ol auch mittels MS detektiert werden.
Octanal dagegen war stets in ausreichenden Konzentrationen fiir die Identifizierung

vorhanden.

Die Bedeutung der Methoxypyrazine sowie von Methional und 1-Octen-3-on, ergibt sich
in  ester Linie aus ihren niedrigen Geruchsschwellen. Die  mittleren
Geruchsschwellenwerte liegen nach Young er al. (1996) zwischen 1,0 (2-1sopropyl-3-
methoxypyrazin) und 0,2 ppt (2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin). Die Geruchsschwellenwerte
fiir Methional wurden von Buttery und Ling (1998) zu 0,2 und 0,05 ppt angegeben.
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Aufgrund dieser niedrigen Werte ist zu schlieen, dass bereits kleinste Spuren der
Verbindungen zu einer deutlichen Geruchsausbildung fithren kénnen. Das bedeutet fiir die
Studien an Weizucker, dass diese Komponenten wesentlich zum Geruch oder Fehlgeruch
beitragen konnen, obwohl sie méglicherweise unterhalb der Nachweisgrenze der

instrumentellen Detektoren vorliegen.

Die fliichtigen organischen Scuren, besonders Essigsiure, Buttersdure und
Isovaleriansiure waren fiir den Geruch der kristallinen Wei3zucker ausschlaggebend. Sie
sind Produkte mikrobieller Aktivitit und konnen durch mikrobielle Infektion wihrend der
Riibenlagerung oder wihrend des Prozesses gebildet werden (Godshall ez al., 1995; Marsili
et al., 1994).

2-Methylisoborneol leistete beim WZ-1 des Werkes A einen deutlichen Geruchsbeitrag,
wihrend die hauptsichlich in Rohsaft vorkommende Substanz ansonsten in Weillzucker
nicht detektiert werden konnte. 2-Methylisoborneol wird wie Geosmin enzymatisch von

Mikroorganismen (z.B. Actinomyceten) oder endogen in Pflanzen gebildet (Gerber, 1979).

Geosmin ist eine viel diskutierte Komponente, die mitunter zum erdigen Geruch von
Weifizucker beitragen kann (z.B. Marsili er al., 1994). Im Zuge dieser Arbeit wurde
festgestellt, dass bis zu einem Drittel der befragten Personen diese Verbindung sensorisch
nicht wahrnahmen. Aufgrund dieser spezifischen Anosmie erscheint Geosmin nicht in den
tabellarischen Darstellungen der Aromaverdiinnungsanalysen. In der Literatur wurden
keine Hinweise darauf gefunden, dass eine Geruchsblindheit gegeniiber Geosmin bekannt
wire. In einer Studie von Young et al. (1996) waren z.B. ale 10 von 10 Testpersonen in
der Lage, Geosmin im mittleren ppt-Bereich wahrzunehmen.

Geosmin ist ein Metabolit von Mikroorganismen, der zum Beispiel von Actinomyceten,
aber auch von Blau-Griinalgen und bestimmten Pilzen gebildet wird (Gerber, 1965;
Tabachek und Yurkowski, 1976; Mattheis und Roberts, 1992). Zuniachst war die Herkunft
von Geosmin nicht eindeutig geklirt. Es gab Uberlegungen, ob Geosmin lediglich durch
Bodenorganismen gebildet und durch die den Riiben anhaftende Erde in die Fabrik
eingetragen wird, oder zuvor wihrend der Riibenreifung aus der Erde in die Riibe gelangt.
Die dritte Moglichkeit ist, dass Geosmin als Nebenprodukt des Riibenmetabolismus ein
natiirlicher Inhaltsstoff der Zuckerriibe ist (Marsili et al, 1994). Lu et al (2003)
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untermauerten durch ihre Studien an der roten Beete die Vermutung von Acree (1976) und

Maga (1987), dass Riiben auch die Fahigkeit zur endogenen Geosminsynthese besitzen.

4.3.3 Zusammenfassung

Es konnte festgestellt werden, dass einige geruchsaktive Substanzen erst wihrend des
Zuckerfabrikationsprozesses gebildet werden, wihrend andere Komponenten den Prozess
von Anbeginn durchlaufen, und wieder andere in bestimmten Prozessschritten weitgehend
entfernt werden. Erginzend dazu zeigten die hier erzielten Ergebnisse eine vierte
Moglichkeit auf, dass ndmlich bereits eliminierte Geruchsstoffe im Nachhinein erneut in
das Produkt eingetragen werden. Beispiele hierfiir sind 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-
| sobutyl-3-methoxpyrazin und Geosmin.

Die Geruchsstoffe konnen in ihrer Art, Anzahl und Intensitit von Probe zu Probe, aber
auch von Werk zu Werk aufgrund moglicherweise prozesstechnischer und baulicher
Unterschiede variieren. Ebenso gibt es, je nach Zeitpunkt der Probennahme, vermutlich
Abweichungen der jeweiligen Geruchsprofile innerhalb eines Werkes, die auf mehrere
Einflussfaktoren zuriickzufiihren sind. Eine besondere Bedeutung kommt hier der
Zuckerriibe selbst zu, deren Gehalte an Zucker, Proteinen und Aminosiuren, aber auch an
Mikroorganismen und damit organischen Siuren, von Parametern wie dem Fortschreiten
der Kampagne, der Beschaffenheit des Anbaubodens, dem Klima und der
Niederschlagsmenge, den Erntebedingungen oder den Lagerungsbedingungen der Riiben
abhingen.
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4.4  Methodenentwicklung zur  Quantifizierung  ausgewihlter

Verbindungen

Nach Identifizierung und Bewertung der potentiell bedeutsamen Geruchsstoffe in
Weiizucker und Dicksaft sollten Methoden zur Quantifizierung ausgewdhlter

Verbindungen entwickelt werden.

4.4.1 Quantifizierung mit Hilfe von 1-Octanol

Um fliichtige Verbindungen aus kristallinem Zucker reproduzierbar zu quantifizieren,
wurde zunichst der Zusatz einer Losung eines internen Standards vor der SPME
untersucht. Im Vergleich zur ausschlielich externen Kalibrierung sollte dies zu einer
verbesserten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fithren (Harmon, 2002).

Vor der Extraktion fliichtiger Verbindungen aus kristallinem Weilzucker mittels SPME
wurde eine methanolisch/wissrige Losung von 1-Octanol auf die Zuckerprobe aufgegeben.
Fir die Auswertung wurden die Signalflichen der Substanzen 2,5-Dimethylpyrazin, 2,3,5-
Trimethylpyrazin, Essigsiure, Buttersiure sowie des internen Standards herangezogen
(Tabelle 4-8).

Tabelle 4-8: Nach SPME erhaltene Peakflichen ausgewihlter Verbindungen einer
Weiizucker-Probe nach Zugabe einer methanolisch/wissrigen Losung von 1-Octanol.
Mittelwerte aus 10 Bestimmungen.

Standard-

. . b) ro
Verbindung Peakfliche abweichung RSA"™ [%]
1-Octanol? 10606451 775665 7,3
Essigsiure 5760562 436306 7,6
Buttersiure 7017767 415230 5,9
2,5-Dimethylpyrazin 95340 20135 21,1
2,3,5-Trimethylpyrazin 65270 5263 81

| nterner Standard. "RSA = relative Standardabwei chung.

Die beobachteten Standardabweichungen deuteten zunichst darauf hin, dass die Methode
reproduzierbar und praktikabel sein kénnte. Um den Zusammenhang zwischen den

Fliachen des internen Standards und den zu quantifizierenden Komponenten zu iiberpriifen,
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wurden die Peakflachen der Verbindungen gegen die Peakflachen des internen Standards
aufgetragen (Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-19: Peakflaichen von Essigsdure (ES), Buttersdure (BS), 2,5-Dimethylpyrazin
(DMP) und 2,3,5-Trimethylpyrazin (TMP) aus 10-facher SPME-Extraktion, jeweils gegen
Peakfliche des Internen Standard aufgetragen.

Dabei wurde ersichtlich, dass kein linearer Zusammenhang zwischen den jeweils
extrahierten Mengen an internem Standard und Analyt bestand. Offensichtlich veranderte
das Aufgeben der methanolisch/wissrigen Losung des Standards die Bedingungen fiir die
SPME, insbesondere hinsichtlich des a,-Wertes der kristallinen Probe.

Zur Kliarung der Frage, inwiefern das Medium der Standardlosung die Extraktion der
Geruchsstoffe beeinflusst, wurde der Weillzucker mittels SPME/GC/MS ohne Zugabe,
nach Zugabe von 2 uL. Methanol, nach Zugabe von 2 uLL. Wasser und nach Zugabe der

methanolisch/wissrigen Lésung des internen Standards untersucht (Abbildung 4-20).
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Abbildung 4-20: Verinderung der Signalintensititen fiir 2,5-Dimethylpyrazin (DMP),
2,3,5-Trimethylpyrazin (TMP), Essigsiure (ES) und Buttersiure (BS) bei Zusatz von
Methanol (MeOH), Wasser (H,O) und einer methanolisch/wissrigen Losung des internen
Standards (1S) zu kristallinem Zucker (WZ); 0.Z. = ohne Zugabe.
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Der Zusatz von Methanol hatte auf die Extraktion der Pyrazine nur einen geringen
Einfluss; die extrahierten Mengen an organischen Siuren waren jedoch bis auf die Hilfte
reduziert. Bei den beiden Proben mit Zusatz von Wasser oder der methanolisch/wissrigen
Losung des internen Standards wurde lediglich Essigsiure deutlich diskriminiert, wihrend
Buttersiure mit Werten von 0,88 und 0,91 nur geringe Verluste bei der Extraktion zeigte.
Die Verbindungen verhielten sich bei Zugabe von Wasser und der methanolisch/wissrigen
Losung des internen Standards (90uL/L Methanol in Wasser) erwartungsgemall in etwa
gleich. 2,3,5-Trimethylpyrazin verhielt sich bei allen Zugabeversuchen dhnlich und wurde
ca 1,2-fach bezogen auf den Versuch mit reinem Zucker extrahiert. 2,5-Dimethylpyrazin
hingegen zeigte eine sehr starke Verdnderung bei der Zugabe von Wasser und internem
Standard, die Signalintensitiaten stiegen auf das Vierfache an.

Mit diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die mittels SPME adsorbierte
Menge an internem Standard ebenso variierte wie die der anderen Verbindungen, so dass
nach einer Normierung der Flichen auf die Fliche des internen Standards keine
Verbesserung der Standardabweichung zu erwarten war. Dieses Ergebnis ist in Einklang
mit den von Chung et al. (2002) beschriebenen Studien. Zusitzlich zu den chemischen
Eigenschaften des internen Standards beeinflussten auch die Technik der Zugabe sowie das
Medium der Standardiésung die Extraktion aus dem Dampfraum iiber der kristallinen
Probe.
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4.4.2 Quantifizierung mit Hilfe isotopenmarkierter Standards

Fir die Quantifizierung von Geruchsstoffen mittels SPME ist ein Bezugsstandard
zusitzlich zur externen Kalibrierung notwendig, um Einflussgroien auf die Extraktion, wie
mogliche Alterung der Faser oder schwankende Empfindlichkeit der Analysengerite,
auszuschlieen. Im ldealfall erfolgt die Quantifizierung einer Komponente durch Zusatz
der entsprechenden isotopenmarkierten Standardsubstanz. Beispielsweise konnen mit Hilfe
der Isotopenverdiinnungsanalyse fliichtige Verbindungen im Spurenbereich sehr genau
quantifiziert werden (Schieberle und Grosch, 1987; Schieberle, 1995). Da diese
Vorgehensweise einen sehr hohen Zeit- und Kostenaufwand bedeutet, wurden die zu
quantifizierenden fliichtigen Verbindungen aus Weillzucker zunichst nach Stoffklassen in
Gruppen eingeteilt und fiir jede Gruppe ein repriasentativer isotopenmarkierter Vertreter
ausgewihlt.

Die erste Gruppe umfasst die relativ konzentrationsstarken kurzkettigen organischen
Sduren Essig-, Propion-, Butter-, Isovalerian- und Valeriansiure. Fiir diese Substanzgruppe
wurde isotopenmarkierte Buttersiure als interner Standard gewihlt, da Buttersdure zu den
bedeutsamsten Komponenten des Zuckergeruches zihlt und sie sich mit mittlerer
Kettenlinge als Kompromisslésung fiir diese Gruppe eignet.

Die zweite Gruppe umfasst die konzentrationsschwicheren stark aromaaktiven Pyrazine
2,5-Dimethylpyrazin, 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-
| sobutyl-3-methoxypyrazin sowie 2-Methylisoborneol und Geosmin. Zur Quantifizierung
dieser Komponenten wurde kommerziell erhdltliches isotopenmarkiertes 2-
Methylisoborneol zugesetzt.

Im Lichte der in Kapitel 4.4.1 beschriebenen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob eine
Kalibrierung anhand von kristallinem Untersuchungsmaterial moglich ist. Auch Batista
et al. (2002) hatten durch Zugabeversuche von definierten Wasservolumina zu kristallinem
Zucker gezeigt, dass sich die Menge an mittels SPME extrahierter Buttersiure mit
Erhchung des Wassergehaltes verringerte. In der Praxis kann nicht gewidhrleistet werden,
dass der natiirliche Wassergehalt von kristallinem Zucker stets konstant ist’, so dass bei
Quantifizierungen im Routinebetrieb Schwankungen in der Extraktionsausbeute von
Geruchsstoffen resultieren kénnen. In Anbetracht dieser Uberlegungen wurde der Zucker

fiir die Quantifizierungen in Wasser gelost. Zuckerlosungen erlauben die einfache und

% Der maximal zulissige Wassergehalt von kristallinem Zucker liegt bei 0,06% (VO (EG) 1262/2001; VO
(EG) 1260/2001, Anhang 1), wobei die Siidzucker AG einen internen Richtwert von maximal 0,04%
festgelegt hat.
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4 Ergebnisse und Diskussion

einheitliche Zugabe des internen Standards sowie die Zugabe von Geruchsstoffen fiir die
externe Kalibrierung.

Fir die externe Kalibrierung wurde ein Wei3zucker eingesetzt, der nach mehrmaligem
Umkristallisieren keinen erkennbaren Geruch mehr aufwies (siehe Abschnitt 3.4.2).

Die Quantifizierung der Geruchsstoffe erfolgte aus der fiir die AVA (Abschnitt 4.2.4)

herangezogenen Weifizuckerprobe.

4.4.2.1 Quantifizierung fliichtiger organischer Sduren

Die Zuckerlosung (siche Abschnitt 3.4) wurde mit Phosphorsiure angesduert, um die
Sduren fiir die Quantifizierung freizusetzen. Die Ergebnisse der Mehrfachbestimmungen
sind in Tabelle 4-9 aufgezeigt.

Tabelle 4-9: Quantifizierung der fliichtigen organischen Sduren aus Weizucker mittels
SPME/GC/MS unter Verwendung isotopenmarkierter Buttersiure als internem Standard.
Mittelwerte aus 20 Bestimmungen.

Essig- Propion- " Isovalerian-  Valerian-
N - Buttersiure N N
saure saure saure saure
Mittelwert 7,58 0,64 0,83 0,11 0,22
[mg/kg]
RSA? [%] 6,8 4.8 6,2 4,0 8,9

IRSA = relative Standardabweichung

Die Bestimmungsgrenze fiir die kurzkettigen organischen Siuren wurde zu 0,01 mg/kg
ermittelt. Wie aus Tabelle 4-9 ersichtlich ist, lagen die relativen Standardabwelchungen fiir
die Quantifizierung der fliichtigen organischen Sauren zwischen 4,0 % und 8,9 %. Diese
Werte liegen deutlich unter den nach Horwitz (1982) (s. Abschnitt 2.3.5.2) akzeptablen
Standardabweichungen von 11,8 % fiir Essigsdure und 22,3 % fiir [sovalerianséure.

Diese Untersuchungen zeigten auch, dass die Proben nach Ansiuerung im wéssrigen
Medium tiber mehrere Stunden stabil und damit die ermittelten Siuregehalte konstant
blieben, so dass die Messungen im Routinebetrieb mit Hilfe des Autosamplers iiber Nacht

durchgefiihrt werden kénnen.

91



4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.2.2 Quantifizierung von Pyrazinen, 2-Methylisoborneol und Geosmin

Fir die Bestimmung der Pyrazine und Terpene wurde eine Methode auf Basis von SIM-
Messungen entwickelt, da die Empfindlichkeit des massenspektrometrischen Detektors im
full scan Modus fiir die Erfassung dieser Komponenten nicht ausreichend war. Fiir jede
Substanz wurden dafiir die Retentionszeit, das Target-lon und ein bis zwei Qualifier-lonen
ermittelt (siehe Abschnitt 3.4.2).

Quantifizierung in Fabrikationssdften

Die Komponenten Geosmin, 2-Methylisoborneol, 2,5-Dimethylpyrazin und die
Methoxypyrazine wurden in den Zwischenprodukten des Zuckergewinnungsprozesses
quantifiziert (Tabelle 4-10). Die Bestimmungsgrenzen lagen bel 2 ng/L bzw. 2 ng/kg.

Tabelle 4-10: Quantifizierung von 2,5-Dimethylpyrazin, Geosmin, 2-Methylisoborneol
und drei Methoxypyrazinen in Rohsaft, Diinnsaft und Dicksaft mittels SPME/GC/M S unter
Verwendung von isotopenmarkiertem 2-Methylisoborneol als internem Standard.
Mittelwerte aus jeweils 10 Bestimmungen.

DMP  Geosmin MIB IPMP IBMP SBMP
[ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L]
Rohsaft 315 2,5 7 0,5 0,11 5,87
RSAY [%] 9,1 16,4 6,4 10,7 12,5 9,1
Diinnsaft 628 0,2 ) 0,13 0,03 1,66
RSA? [%] 4.8 17,3 - 8,5 11,0 10,5

[ng/kg] [ng/kg]  [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Dicksaft 2710 - - - - -
RSA? [%] 42 - ; ; ] -

DMP = 2,5-Dimethylpyrazin, MIB = 2-Methylisoborneol, IPMP = 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin, SBMP =
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, IBMP = 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin.
d RSA = relative Standardabwei chung; ® unterhalb der Bestimmungsgrenze 2 ng/kg.

Die untersuchten Geruchsstoffe konnten in Rohsaft und Diinnsaft mit relativ geringen
Abweichungen quantifiziert werden. 2,5-Dimethylpyrazine, Geosmin und die
Methoxypyrazine waren in diesen Produkten im ppb-Bereich vorhanden, wihrend 2-
Methylisoborneol lediglich im Rohsaft im ppt-Bereich (7 ng/L) erfasst wurde. Im Dicksaft
hingegen wurde nur 2,5-Dimethylpyrazin (2710 pg/kg) gefunden.
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Quantifizierung in Weifizucker

Aus Weillzuckerlésungen (siehe Abschnitt 3.4) wurden 2,5-Dimethylpyrazin, 2-1sopropyl-
3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin, 2-
Methylisoborneol und Geosmin quantifiziert, die Ergebnisse der Zehnfachbestimmung
sind in Tabelle 4-11 dargestellt. Die Bestimmungsgrenze der Komponenten dieser Gruppe
wurde zu 2 ng/kg fiir diese Methode ermittelt.

Tabelle 4-11: Quantifizierung von Pyrazinen und Terpenen aus Weillzucker mittels
SPME/GC/MS. Zehnfachbestimmung zur Untersuchung der Wiederholbarkeit.

DMP IPMP SBMP IBMP MIB Geosmin

Mittelwert

8001 - - - - 37
[ng/kg]
RSA 17,0% - - - - 6,1%

DMP = 25-Dimethylpyrazin, IPMP = 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin, SBMP = 2-sec-Butyl-3-
methoxypyrazin, IBMP = 2-lIsobutyl-3-methoxypyrazin, MIB = 2-Methylisoborneol, RSA = rdative
Standardabweichung.

Trotz der niedrigen Konzentration war die Abweichung der in Wei3zucker bestimmten
Menge von Geosmin mit 6,1% sehr gering. Bei der Ermittlung der Kalibriergeraden wurde
bereits im niedrigen Konzentrationsbereich eine lineare Abhingigkeit zwischen
Konzentration und Signal beobachtet, so dass eine geringe Schwankung bei dieser
Verbindung zu erwarten war (vgl. Abbildung 3-3b)).

Mittels GC/Olfaktometrie wurden alle drei Methoxypyrazine in diesem Wei3zucker
deutlich erfasst, wihrend Geosmin - gegebenenfalls aufgrund der bereits erwdhnten
spezifischen Anosmie (Abschnitt 4.2.1) - und 2-Methylisoborneol am Sniffing-Port nicht
erfasst wurden. Mittels GC/M S wurden diese Komponenten nicht detektiert (Tabelle 4-11),

das heifit sie lagen in Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze vor.

Die im Rahmen dieser Studie ermittelte instrumentelle Bestimmungsgrenze von 2 ng/kg
fiir Geosmin in Zucker liegt in etwa bei einem Zehntel der in einer fritheren Untersuchung
beschriebenen Grenze. So konnten Marsili et al. (1994) Geosmin instrumentell {iber den
SIM-Modus eines lon Trap Detektors nicht erfassen, bestitigten die Anwesenheit jedoch
mittels GC/Olfaktometrie. Die Autoren folgerten, dass Geosmin in einer Konzentration
unterhalb der von ihnen angegebenen instrumentelle Bestimmungsgrenze von 25 ppt im

WeiBzucker vorhanden sein musste.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.3 Zusammenfassung

Die Zugabe eines konventionellen internen Standards (1-Octanol) fiihrte bei exaktem
Einhalten der Methode zu wiederholbaren Ergebnissen. Da allerdings lediglich ein interner
Standard fiir alle Verbindungen zur Extraktion eingesetzt wurde, brachte eine Normierung
der Messsignale auf diesen keine Vorteile fiir die Messungen. Zudem wirkte sich die
Zugabe des internen Standards nachteilig auf die Extraktionsausbeute einiger zu
bestimmender Verbindungen aus. Um diese experimentellen Schwierigkeiten zu umgehen,
wurden isotopenmarkierte Standardsubstanzen fiir die Analysen eingesetzt. Geosmin und
Pyrazine wurden aus wissrigen Zuckerlosungen bestimmt, zur Messung der kurzkettigen
organischen Siuren wurden die Losungen zusitzlich angesduert. Die zur Quantifizierung
von Geruchsstoffen in Wei3zucker und den Fabrikationssidften angewendeten Methoden

fithrten zu reproduzierbaren Ergebnissen.




4 Ergebnisse und Diskussion

4.5 Quantifizierung ausgewihlter Verbindungen in Fabrikationsséiften

Mit der entwickelten Methode zur Quantifizierung wurden im niachsten Schritt Rohsaft-,
Diinnsaft- und Dicksaftproben, die aus unterschiedlichen Werken zu verschiedenen Zeiten
diverser Kampagnen entnommen worden waren, auf ihre Gehalte an 2,5-Dimethylpyrazin,
Geosmin, 2-Methylisoborneol, 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-
methoxypyrazin und 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin untersucht (Tabelle 4-12).

Tabelle 4-12: Quantifizierung von Pyrazinen und Geosmin in Rohsaft, Diinnsaft und
Dicksaft.

Proben- DMP Geosmin MIB IPMP SBMP IBMP
Werk nahme [ng/L]  [ng/L] [ng/L] [pg/L] [ng/L] [ng/L]

Rohsaft A Nov 2002 31 1,9 5 0,3 4,7 0,1
A Okt 2003 21 3,9 10 0,6 9,8 0,1
D Nov 2004 71 3,0 2 0,9 11,3 0,1
D  Nov2004 64 2.1 -3 0,4 7.2 0,1
D Nov 2004 86 2,7 5 0,7 12,2 0,1
B Dez 2003 188 35 8 0,6 11,1 0,1
C Nov 2002 133 2,1 8 0,6 6,4 0,1
E  Nov2002 66 2,0 6 0,6 6,3 0,1
F Nov 2002 31 2,7 7 0,5 9,8 0,1

[ng/L]  [ng/L] [ng/L] [pg/L] [pg/L] [ng/L]

Diinnsaft A Nov 2002 49 0,5 - 0,1 0,9 0,02
A Nov 2002 52 0,6 - 0,1 1,0 0,02
D Nov 2004 109 0,4 - 0,2 15 0,03
D Nov 2004 136 0,4 - 0,2 1,5 0,03
D Nov 2004 159 0,4 - 0,2 1,6 0,02
C  Nov 2004 129 0,5 - 0,1 0,9 0,02
C Nov 2002 138 0,5 - 0,1 0,9 0,03
E Nov 2002 96 0,4 - 0,1 0,7 0,02
F Nov 2002 88 0,6 - 0,1 1,6 0,02

[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Dicksaft Nov 2002 1800 - - - - R

D

D Dez2004 2783 - - - - -
A Nov2002 1375 - - - - .
B  Nov2002 2358 - - - ; .
B Dez 2002 2450 - - - - -

DMP = 25-Dimethylpyrazin, IPMP = 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin, SBMP = 2-sec-Butyl-3-
methoxypyrazin, IBMP = 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin, MIB = 2-Methylisoborneal.
a) unterhab der Bestimmungsgrenze 2 ng/L bzw. 2 ng/kg
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Quantifizierung ausgewidhlter Geruchsstoffe aus den Zwischenstufen des
Zuckergewinnungsprozesses zeigte, dass wihrend der Saftreinigung ein Teil der
betrachteten fliichtigen Verbindungen entfernt wurde; im Diinnsaft wurden, abgesehen von
2,5-Dimethylpyrazin, nur noch etwa 1/5 bis 1/10 der im Rohsaft bestimmten Mengen
gefunden. Im weiteren Prozessverlauf, insbesondere wihrend der Verdampfung, wurden
diese Komponenten weitgehend eliminiert; in Dicksaft waren die Methoxypyrazine,
Geosmin und 2-Methylisoborneol bis zur instrumentellen Bestimmungsgrenze von 2 ng/L
nicht mehr nachweisbar.

Pihlsgard (2000) beschrieb dagegen, dass Geosmin sowie 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin
wihrend der Carbonatation vollstandig eliminiert werden.

Die Konzentration von 2,5-Dimethylpyrazin nahm erwartungsgemifl im Laufe des
Prozesses von Rohsaft iiber Diinnsaft zu Dicksaft stark zu, da diese Substanz primar
thermisch gebildet wird.

Die Konzentration von 2,5-Dimethylpyrazin war in den im Dezember entnommenen
Mustern am hochsten. Dariiber hinaus war keine Abhéngigkeit der quantitativen Werte von
den verschiedenen Werken oder Zeitpunkten der Probennahme erkennbar.

In den Rohsiften wurden relativ hohe Mengen an Geosmin (1,9-3,5 ug/L) und 2-sec-
Butyl-3-methoxypyrazin (4,7-12,2 ug/L) nachgewiesen. Rohsaft verdankt in erster Linie
diesen Komponenten seinen typisch erdigen, riibenartigen Geruch. Diesist in Einklang mit
den Ergebnissen aus den Aromaverdiinnungsanalysen, wobei die Methoxypyrazine als
Hauptkomponenten des Rohsaftgeruches identifiziert wurden. Geosmin konnte aufgrund
einer spezifischen Geruchsblindheit nicht ausgewertet werden.

Unter Beriicksichtigung der Geruchsschwellen, die zu ca. 5 ng/L bzw. 2 ng/L in Wasser
angegeben werden (Gerber, 1979; van Ruth und Roozen, 1994), wird deutlich, dass diese
Komponenten selbst bei weitestgehender Eliminierung noch zum Geruch eines Produktes
beitragen kénnen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.6 Quantitative und sensorische Untersuchung von Weilzuckermustern

unterschiedlicher Herkunft

Nach der Quantifizierung ausgewihlter Geruchsstoffe in Weilzucker wurden mogliche
Zusammenhinge zwischen diesen Daten und der sensorischen Charakterisierung von
Weiizucker untersucht. Daflir wurden 70 Zuckerproben aus europdischen Werken der
Siidzucker AG (Deutschland), von Saint Louis Sucre (Frankreich), der Raffinerie
Tirlemontoise (Belgien) und Agrana (Osterreich) auf ihre Gehalte an fliichtigen
organischen Siuren, Geosmin, der Methoxypyrazine und 2,5-Dimethylpyrazin untersucht.
Parallel dazu wurden diese Proben durch das Sensorik-Panel der Siidzucker AG ZAFES
nach der in Abschnitt 3.2 beschriebenen M ethode charakterisiert.

Die Probennahme aus den osterreichischen, belgischen und franzésischen Werken erfolgte
jewells zur Mitte der Kampagne 2003. Aus den deutschen Werken wurden je ein Mal zu
Beginn und zum Ende der Kampagne 2003 Proben enthommen. Zusitzlich wurden aus
mehreren deutschen Werken einige Monate nach der Kampagne gelagerte Siloproben oder
frisch produzierte Proben der Dicksaftkampagne 2004 entnommen. Der jeweilige Zeitraum
der Probennahme ist in der Tabelle 4-13 angegeben.

4.6.1 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Quantifizierung sowie der humansensorischen Beschreibung der
Zuckerproben sind in Tabelle 4-13 dargestellt.

Die Konzentrationen von 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin,
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin  und 2-Methylisoborneol lagen in den untersuchten
Zuckerproben unterhalb der Bestimmungsgrenze von 2 ng/kg.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Grundsitzlich wurden in den Weiizuckern der Qualitit 1 niedrigere Mengen an
organischen Siuren ermittelt als in den Weilzuckern der Kategorie 2. Weiterhin zeigten
sich Abweichungen in Abhingigkeit von den Standorten. Die Zucker aus belgischen und
franzésischen Werken enthielten deutlich hohere Mengen an Propion- und Valeriansiure
als die deutschen und osterreichischen Proben. Hier lag Valeriansdure zumeist in
Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,01 mg/kg (ppm) vor. Auch die

Mengen an |sovaleriansiure waren in den Proben der deutschen Werke am niedrigsten.

Ebenso zeigten sich bei den Konzentrationen von 2,5-Dimethylpyrazin grof3e
Schwankungen in Abhidngigkeit von den Standorten. Generell war diese Komponente in
den Weiizuckern-2 in grofBeren Mengen vorhanden als in den Wei3zuckern-1. Die
hochsten Werte wurden in den Proben des Kampagnebeginns ermittelt. Wahrend die
Konzentrationen in den Mustern aus dem Ende der Kampagne vergleichsweise niedrig

waren, konnte hiaufig eine hohere Konzentration in den Siloproben beobachtet werden.

Geosmin wurde im Gegensatz zu den Siuren und 2,5-Dimethylpyrazin zumeist in den
Weizuckern 1 in héheren Mengen als in den Weilzuckern 2 gefunden. In nahezu allen
deutschen Proben war der Geosmingehalt zu Beginn der Kampagne deutlich hoher als zum
Ende und in den Siloproben. In den franzésischen Zuckerproben war Geosmin deutlich
nachweisbar, in den belgischen und 6sterreichischen Mustern dagegen lag die ermittelte
Konzentration meistens im Bereich oder unterhalb der Bestimmungsgrenze.

In den Mustern aus der Dicksaftkampagne wurde kein Geosmin nachgewiesen.

Auffallend war, dass die Geruchseindriicke der WZ-1-Proben durch das Sensorik-Panel
hiaufig mit hoheren Intensitdten bewertet wurden als die der entsprechenden WZ-2-Proben.

Obwohl lediglich eine begrenzte Anzahl Geruchsstoffe quantifiziert wurde, wurde
versucht, diese Daten in Zusammenhang mit den Daten aus der sensorischen
Charakterisierung zu betrachten.

Zum Beispiel wurde Geosmin im WZ-1 des Werkes 8 aus dem Beginn der
Riibenkampagne nachgewiesen, und dieser Zucker wurde durch das Panel als "erdig" mit
mittlerer Intensitit 4 (auf der Skala zwischen O und 8) charakterisiert. Die fliichtigen

organischen Siuren waren in vergleichsweise geringen Mengen enthalten.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der WZ-1 aus der Dicksaftkampagne dieses Werkes enthielt kein Geosmin, die
organischen Siuren waren in geringen Mengen vorhanden und das Produkt wurde
sensorisch mit den Attributen "L6sungsmittel, Ether, Medizin, chemisch” der Rubrik
"Songtiges' (Intensitit 4) und somit relativ zuckeruntypisch beschrieben. Der Geruch
"erdig" wurde bei dieser Probe nicht erkannt (Intensitit 0). Anhand dieser beiden Beispicle
lieBe sich ein Zusammenhang zwischen dem Geosmingehalt und der als "erdig"

beschriebenen Geruchsnote des Zuckers vermuten.

Andererseits wurde ein weiterer Zucker, der WZ-2 des Werkes 11 aus der
Dicksaftkampagne, aufgrund der sensorischen Analyse als deutlich belastet eingestuft, da
er mit 4 von den 5 Attributen bis zur Intensitit von 4,3 ("erdig") und insgesamt als
"stechend, Kraut, Riibe, Melasse; siif}, chemisch, 16sungsmittelartig" beschrieben wurde.
Allerdings konnte in diesem Zucker kein Geosmin nachgewiesen werden, wihrend der

Gehalt an organischen Siuren im Vergleich zu den anderen Zuckern relativ hoch war.

Auch die Siloprobe aus dem Werk 9 wies geringe Konzentrationen von allen
guantifizierten Geruchsstoffen und kein Geosmin auf, wurde jedoch vom Panel mit drei
der fiinf Attribute und den Intensititen 2 (ammoniakalisch), 3,2 (erdig) und 3,2
(sii/karamellig) bewertet.

Dagegen wurde ein Weillzucker aus dem franzésischen Werk 17, der die vergleichsweise
hochsten Konzentrationen aller quantifizierten Verbindungen enthielt, vom Panel lediglich
im mittleren Bereich bewertet (3,5 fiir ammoniakalisch und 4,4 fiir erdig) und insgesamt
als"stallartig; modrig, muffig und riibenartig" beschrieben.

Zur Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs zwischen quantifizierten
Geruchsstoffen und sensorischer Bewertung wurden die ermittelten Konzentrationen von
Geosmin gegen die jeweils vom Panel angegebenen Intensititswerte fiir das Attribut
"erdig" aufgetragen (Abbildung 4-21). Es ist zu erkennen, dass kein Zusammenhang
zwischen der Konzentration an Geosmin und der sensorischen Beschreibung "erdig”
besteht.
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4 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4-21: Zusammenhang zwischen Geosminkonzentration und der sensorischen
Beschreibung "erdig” in verschiedenen Wei3zuckermustern.

4.6.2 Diskussion

Schwankungen in den Gehalten der Geruchsstoffe in den einzelnen Zuckern und von Werk
zu Werk ergeben sich natiirlicherweise durch klimatische, mikrobielle oder
lagerungstechnische Unterschiede, aber auch durch die jeweiligen werksspezifischen und
prozesstechnischen Besonderheiten, wie zum Beispiel der Handhabung von
Desinfektionsmalinahmen wihrend der Extraktion oder der Schwemmwasseraufbereitung.
Eine Erkldrung aller hier beschricbenen analytischen Beobachtungen wire nur durch eine
genauere Betrachtung der jeweiligen Gegebenheiten vor Ort moglich, die nicht Gegenstand
dieser Arbeit war.

Die Konzentrationsunterschiede der Siuren sowie von 2,5-Dimethylpyrazin beim
Vergleich von WZ-1 und WZ-2 stehen in Einklang mit der Tatsache, dass WZ-1
raffinierter Zucker ist und damit eine hohere Reinheit als fiir WZ-2 zu erwarten ist.

Dieim Verlauf der Kampagne steigenden Konzentrationen von 2,5-Dimethylpyrazin sowie
die hoheren Konzentrationen dieser Komponente in den Proben aus der Dicksaftkampagne
konnten sich dadurch erklidren lassen, dieses Pyrazin und/oder seine Vorldufer mitunter
wihrend der Lagerung der Riiben beziehungsweise des Dicksaftes gebildet wird. Aufgrund
der Zusammensetzung von Riibe und Dicksaft ist zu vermuten, dass wihrend der Lagerung
Maillard und Strecker Reaktion ablaufen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Nachdem die Methoxypyrazine instrumentell auch im empfindlichen SIM-Modus nicht
erfasst werden konnten, wurde Geosmin fiir die weiteren Studien als Représentant flir
Substanzen mit niedrigen Geruchsschwellenwerten gewihlt.

In den Weilzuckern der Qualitdt 1 wurden hiufig hohere Mengen an Geosmin gefunden
als in den WeiBzuckern 2 des jeweiligen Werkes. In Ubereinstimmung damit wurden die
WZ-1 auch durch das Sensorik-Panel hidufig mit hoheren Intensititen bewertet, als die
entsprechenden WZ-2. Diese Beobachtungen sind auch in Einklang mit den Ergebnissen
aus den Verdiinnungsanalysen, in denen bereits festgestellt wurde, dass insbesondere die
Methoxypyrazine verstirkt in den Weilzuckern der Qualitét 1 zu finden waren.

Diese Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass hauptsichlich WZ-1, der aufgrund der
Herstelltechnologie als Raffinadezucker von hoherer Reinheit ist, im Nachhinein wieder
mit Geruchsstoffen belastet wird. Verantwortlich dafiir konnen mit diesen Verbindungen
belastete Kondensate, die als Deckwisser verwendet werden, oder die Trocknungsluft sein.
Clarke et al. (1995) wiesen bereits auf die Problematik hin, geruchsbelastete Kondensate
als Deckwasser zu verwenden und schlugen eine Aktivkohlebehandlung oder alternativ die
Benutzung von Frischwasser vor. Ebenso wurde von den Autoren auf die Bedeutsamkeit
der Qualitdt der Luft in der Zuckertrocknung aufmerksam gemacht.

Fir den Neueintrag von Geruchsstoffen gelten Geosmin und die Methoxypyrazine als
Schliisselkomponenten. Diese Aromastoffe besitzen sehr niedrige Geruchsschwellen, einen
rilbenartigen, erdigen Geruch und stammen aus der Zuckerriibe selbst oder von der ihr
anhaftenden Erde. Somit liegen diese Verbindungen wihrend der Riibenkampagne in
bestimmten Stationen des Werkes in der Umgebungsluft in erhohten Konzentrationen vor.
Hingegen ist die Luft der Fabrik wihrend der Dicksaftkampagne weitgehend frei von
diesen fliichtigen Substanzen, da eingelagerter Dicksaft das Anfangsprodukt dieses
Prozesses ist und weder Zuckerriiben noch Zuckerriibenschnitzel prisent sind. Folglich
kann Weifizucker, der wihrend der Dicksaftkampagne gewonnen wird, nicht mit diesen
Geruchsstoffen tiber die Werksluft oder auch Deckwisser rekontaminiert werden.

Wiirden diese Komponenten auf der anderen Seite den Zuckergewinnungsprozess
tiberdauern, so missten sie im gleichen Malle in den Zuckerproben aus der
Dicksaftkampagne nachweisbar sein. Allerdings wurde im Rahmen der Quantifizierung
festgestellt, dass Geosmin und die Methoxypyrazine wihrend der Verdampfung
weitgehend eliminiert werden (Abschnitt 4.5).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tatsichlich wurde Geosmin in den Mustern aus der Riibenkampagne, insbesondere aus
dem Beginn der Kampagne, nachgewiesen, wihrend diese Verbindung in den Proben aus

der Dicksaftkampagne nicht gefunden wurde.

Die Thematik der Rekontamination von Zucker mit Geruchsstoffen wihrend des
Zuckergewinnungsprozesses wird z.B. im Rahmen der Dissertation von Ruprecht (2005),

aufbauend auf den hier beschriebenen Messmethoden, eingehend behandelt.

Der erdige Geruch des Riibenzuckers wurde von Marsili er al. (1994) mit Geosmin
assoziiert, wihrend Godshall er al. (1995), Colonna (1996) und Kaipainen et al. (1997)
diese Komponente, wie auch 2-Methylisoborneol, nicht in Wei3zucker und Pihlsgard
(2000) sie nicht in Fliissigzucker nachweisen konnten.

Erginzend vermuteten Marsili er al. (1994) bereits, dass 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin
neben Geosmin am Geruch des Zuckers beteiligt war. Da die Autoren diese Substanz
jedoch nicht mittels GC/MS und mittels GC/O lediglich in einem Teil der Proben
nachweisen konnten, wurde sie fiir die Betrachtung des Zuckergeruches vernachléssigt.
Die Autoren folgerten schlieBlich, dass der Riibenzuckergeruch in erster Linie durch
Essigsiure, Buttersiure, Isovaleriansiure und Geosmin hervorgerufen wird, wovon

I sovaleriansiure als wichtigste Komponente herausgestellt wurde.

Die Bedeutung organischer Siuren fiir den Zuckergeruch wurde mehrfach in der Literatur
beschrieben. Zum Beispiel beobachteten Godshall eral. (1995) stets erhdhte
Konzentrationen von Essigsiure in stark geruchsbelasteten Zuckern und schlugen diese
Sdure als Markersubstanz fiir Fehlgeruch vor. Zur Bewertung dieses Aspektes sollten die
Geruchsschwellenwerte der organischen Siuren betrachtet werden. Die Geruchsschwelle
fiir Essigsdure wurde von Buttery und Ling (1998) zu 22000 nL/L in Wasser angegeben,
wihrend die Werte fiir Buttersdure mit 240 nL/L und Isovaleriansiure mit 250 nL/L
deutlich niedriger lagen. Aufgrund der Geruchsschwellenwerte lasst sich folgern, dass
Butter- und Isovaleriansiure vermutlich fiir den Geruch des Zuckers eine gréBere Rolle
spielen als Essigsiure. Unter Beriicksichtigung der ermittelten Konzentrationen, die
Mengen an Buttersiure entsprachen in den untersuchten Proben etwa einem Zehntel der

Mengen an Essigsiure, ist Buttersdure die grof3te Bedeutung zuzuschreiben.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Auch Moore et al. (2003) machten Buttersiure und Isovaleriansdure fiir Fehlgeruch in
Zucker verantwortlich und vermuteten, dass ein halbquantitativer Schnelltest fiir diese
beiden Siuren Hinweise auf einen nicht akzeptablen Zucker liefern konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die kurzkettigen organischen Siuren am
Geruch von Zucker beteiligt sind. Zucker mit deutlichen Mengen an Butter- und/oder
Isovaleriansiure wurden zwar in einigen Fillen mit h6heren Geruchsintensitidten bewertet,
jedoch konnte kein allgemein giiltiger Zusammenhang zwischen diesen Daten und starkem
Geruch oder Fehlgeruch gefunden werden.

Mit diesen Ergebnissen wurde die Folgerung aus den Untersuchungen von Batista et al.
(2002) bestitigt, dass die fliichtigen organischen Siuren nicht die einzige Quelle von
Fehlgeruch in Zucker sind, dass aber dennoch ihre Konzentrationen Hinweise auf ein nicht
akzeptables Produkt geben konnen.

Wie in Tabelle4-13 zu erkennen, schwankten die durch Humansensorik ermittelten
Intensitdten in den meisten Fillen lediglich zwischen den Werten 3 und 4, z.B. bei "erdig"
zwischen 3,0 und 4,4. Aufgrund dieser schmalen Bandbreite und des Fehlens von

Extremwerten war eine aussagekriftige und differenzierende Interpretation schwierig.

Bei Betrachtung eines moglichen Zusammenhangs zwischen dem sensorischen Attribut
"erdig" und den ermittelten Konzentrationen an Geosmin und Methoxypyrazinen ist zu
beachten, dass im Charakterisierungsschema der sensorischen Analyse (vgl. Abbildung 3-
2, Abschnitt 3.2) unter dem Begriff "erdig® unter Anderem auch krautige, faulige,
ribenartige und pilzartige Geruchseindriicke zusammengefasst werden. Jeder dieser
Geruchseindriicke wird durch andere Komponenten hervorgerufen, wie z.B. faulig durch
Sulfide und pilzartig durch 1-Alken-3-one (oder die entsprechenden Alkohole).
Beispielsweise wire auch denkbar, dass als "muffig" (unter dem Oberbegriff "erdig") das
Zusammenspiel von Alkylpyrazinen mit den Strecker-Aldehyden 2- und 3-Methylbutanal
empfunden wird. Aufgrund dieser Vielzahl an Auslegungsmoglichkeiten des Begriffes
"erdig" konnte kein genereller Zusammenhang mit den Konzentrationen der oben

erwdhnten Geruchsstoffe gefunden werden.

Weiterhin wurde festgestellt, dass hiaufig Proben mit erhéhten Konzentrationen an

Isovaleriansiure als "stallartig" (unter dem Oberbegriff "ammoniakalisch") bezeichnet

107



4 Ergebnisse und Diskussion

wurden. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die menschliche Nase nicht automatisch
organische Siuren als "sduerlich" und nicht lediglich Ammoniak als "ammoniakalisch"

empfindet.

Dagegen ist das subjektive Empfinden eines "siilen/ karamellartigen" Geruchseindruckes
genauer definiert und erlaubt weniger Spielraum. Wahrscheinlich ist dieses Attribut
zuverldssiger mit der Konzentration von Diacetyl und gegebenenfalls 2,3-Pentandion in

Zusammenhang zu bringen, als "erdig" mit Geosmin.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die instrumentelle Analytik mit der
Quantifizierung von Geruchsstoffen objektive Kriterien fiir die Bewertung eines Geruches
liefert. Dennoch konnte bisher kein Zusammenhang zwischen analytisch charakterisierten
Geruchsstoffen und den fiir die Sensorik gewihlten Attributen gefunden werden. Das
Zusammenspiel der Geruchskomponenten und der daraus resultierende Gesamtgeruch

bleiben ein subjektives Phanomen.

Durch die analytische Quantifizierung der Schliisselkomponenten kénnen Erfolge der
technologischen Malnahmen zur Verminderung des Zuckergeruches gemessen, bewertet

und mogliche Eintragsquellen von Geruchsstoffen ermittelt werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.7 Quantifizierung ausgewéihlter Verbindungen in der Umgebungsluft

Bei der Betrachtung des Geruches von Weilzucker erfordert insbesondere die
Ursachenermittlung die Untersuchung weiterer  Einflussfaktoren.  Deckwisser
beispielsweise, welche direkt mit dem Zucker in Kontakt kommen, kénnen durch die
bereits beschriebenen Methoden auf ihre Gehalte an geruchsaktiven Komponenten
untersucht werden. Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, kénnte allerdings auch die
Umgebungsluft fiir die Geruchsbelastung von Zucker eine Rolle spielen. Zum Beispiel
wird Luft zum Trocknen des zentrifugenfeuchten Zuckers von verschiedenen Stellen
innerhalb oder auBBerhalb des Werkes angesaugt. Zudem wird der Weillzucker auf seinem
Transportweg (in die Silos) in vielen Werken ungeschiitzt durch einzelne Stationen der
Fabrik geleitet. Da Weillzucker ein hohes Adsorptionspotential aufweist (Andres, 1953),
ist die Anlagerung geruchsrelevanter Verbindungen aus der Umgebungsiuft an die
Zuckerkristalle nicht auszuschlieen. Die umgebende Luft wurde deshalb auf ihre Gehalte

an geruchsaktiven Verbindungen untersucht.

Fir die Probennahme diente die in Abbildung 3-3 (Abschnitt 3.4.3) schematisch
dargestellte Apparatur, mit deren Hilfe eine definierte Menge Luft iiber ein sich in einem
Rohrchen befindendes Adsorbermaterial gesaugt wird. Diese Rohrchen wurden direkt in
das Injektionssystem der Gaschromatographen eingesetzt, wo die Geruchsstoffe thermisch

desorbiert und der gaschromatographischen Analyse zugefiihrt wurden.

4.7.1 Ergebnisse

Zunichst wurden die Wiederfindungsraten fiir die ausgewihlten Geruchsstoffe ermittelt.
Dafiir wurden Losungen von Standardsubstanzen auf das Adsorbermaterial gegeben und
mit Laborluft analog der Probennahme verfahren. Die Wiederfindungsraten von 2,5-
Dimethylpyrazin, 2-l1sopropyl-3-methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-
| sobutyl-3-methoxypyrazin, 2-Methylisoborneol, Geosmin, Essigsiure, Propionsiure,

Buttersiure und Isovaleriansidure sind in Tabelle 4-14 aufgezeigt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4-14: Wiederfindungsraten (WF) ausgewihlter Verbindungen bei der Analyse von
L uftproben (Zehnfachbestimmung).

Verbindung [V(;)l;

2,5-Dimethylpyrazin 103+3
2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 104+5
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 108 + 4
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 104+3
2-Methylisoborneol n.d.
Geosmin 102+ 2
Essigsiure 5+3
Propionsiure 41+7
Buttersiure 78+ 10
|sovaleriansiure 84+9
Valeriansiure 88+ 8

n.d. nicht detektierbar

Aus der Tabelle geht hervor, dass die organischen Siduren mit steigender Kettenldnge
zunehmend besser adsorbiert wurden. Essigsiure konnte mit dieser Methode nicht aus Luft
bestimmt werden, die Wiederfindung lag lediglich bei 5 %. Auch zur Bestimmung von 2-
Methylisoborneol war die Methode nicht geeignet. Die iibrigen Komponenten wurden

vollstindig wieder gefunden.

Im nichsten Schritt wurde Luft aus verschiedenen Bereichen einer Zuckerfabrik wihrend

der Riibenkampagne entnommen und analysiert (Tabelle 4-15).

Tabelle 4-15:  Quantitative  Verteilung ausgewidhlter  Geruchsstoffe in  Luft
(Doppelbestimmung).

nahe Schnitzelband Verdampfstation Zentrifugenstation

[ng/m’] [ng/m’] [ng/m’|
2,5-Dimethylpyrazin 17 10 205
IPMP 0,21 0,04 0,08
SBMP 6,00 2,20 2,48
IBMP 0,01 0,02 0,04
Geosmin 1,48 0,73 1,12
Propionsiure 23 22 68
Buttersiure 213 251 175
Isovaleriansiure 8 9 24
Valeriansiure 5 4 7

IPMP = 2-lsopropyl-3-methoxypyrazin, SBMP = 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, IBMP = 2-lsobutyl-3-
methoxypyrazin.
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4.7.2 Diskussion

Grundsitzlich birgt die Messung fliichtiger Verbindungen in der Matrix Luft gewisse
Schwierigkeiten. Die zu bestimmenden Stoffe miissen erfasst, soweit moglich angereichert
und zum Analysensystem transportiert werden.

Die Methode der Festphasenmikroextraktion wire fiir dieses Problem eine einfach zu
handhabende Losung. Die konditionierte Adsorptions-Faser kann an den entsprechenden
Probenahmeorten fiir eine bestimmte Zeit ausgelegt werden, und im Anschluss erfolgt die
gaschromatographische Analyse der adsorbierten Verbindungen. Die Anreicherungsmenge
ist allerdings dahingehend limitiert, dass die Verbindungen nur bis zum Erreichen des
Gleichgewichtszustandes zwischen der Umgebung und der Faser an letzterer adsorbieren.
Zudem kann die Quantifizierung der Geruchsstoffe nicht auf ein bestimmtes Luftvolumen
bezogen erfolgen.

Aus diesen Griinden wurde ein anderes System eingesetzt, das es ermoglicht, Luft durch
ein mit einem Adsorptionsmaterial gefiilltes Rhrchen zu saugen, woran die Geruchsstoffe
gebunden und angereichert werden (Abbildung 3-3). Der besondere Vortell dieser Technik
besteht darin, dass durch die Kontrolle der Flussrate und der Zeit definierte Volumina
durch das Rohrchen gesaugt werden konnen und dadurch quantitative Aussagen moglich
sind.

Das Adsorptionsmaterial Tenax GR ist ein poréses Polymerharz auf der Basis von 2,6-
Diphenylenoxid, verbunden mit einem Graphitanteil von 30%, das sehr gute
Adsorptionseigenschaften  fiir  viele organische Verbindungen aufweist. Die
Adsorptionsausbeute ist jedoch von der jeweiligen Polaritit und Molekiilgroe der
fliichtigen Komponenten abhingig, weshalb die Bestimmung der Wiederfindungsraten bei
der Quantifizierung der in Luft vorhanden Verbindungen notwendig war. Dabei wurde
beobachtet, dass besonders kleine Molekiile, wie Dimethylsulfid, aber auch 2-
Methylisoborneol kaum zuriickgehalten wurden. Auch Essigsdure konnte nicht und
Propionsdure nur bedingt durch dieses Systems angereichert werden. Dagegen wurden
hohermolekulare Séuren sowie Pyrazine und Geosmin erfolgreich mit dieser Methode

erfasst.

Wie erwartet, wurden die héchsten Konzentrationen an Geosmin und Methoxypyrazinen
im Bereich des Schnitzelbandes und an 2,5-Dimethylpyrazin in der Nihe der

Zentrifugenstation gemessen. Die hochsten Mengen an Siuren wurden, mit Ausnahme von
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Buttersiure, im Bereich der Zentrifugenstation gemessen. Buttersdure wurde insgesamt in
der Werksluft in deutlich héheren Mengen als die anderen organischen Sduren
nachgewiesen. Aus diesen Ergebnissen lisst sich folgern, dass es eine entscheidende Rolle
spielt, aus welchen Bereichen der Fabrik Luft zum Trocknen des zentrifugenfeuchten
Zuckers entnommen wird.

Die hier dargestellten Ergebnisse der Luftprobenanalyse lieferten gute Anhaltspunkte
beziiglich der Mengen der betrachteten Verbindungen, wobei zu beachten ist, dass die
ermittelten Konzentrationen der fliichtigen Substanzen wihrend der laufenden Produktion
stark von den Beliiftungsverhiltnissen am jeweiligen Ort abhingen und Abweichungen

von den ermittelten Konzentrationen moglich sind.
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5 AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit gibt einen Einblick in die Bedeutung geruchsrelevanter
Komponenten von Zwischen- und Endprodukten des Zuckergewinnungsprozesses. Die
erlangten Erkenntnisse beziiglich Art und Konzentrationen der vorhandenen
Geruchskomponenten sollen mit den jeweiligen werks- und prozessspezifischen

Gegebenheiten vor Ort abgeglichen und verifiziert werden.

Ein Teil der bedeutsamen Geruchsstoffe wurde erfolgreich quantifiziert, wiahrend fuir die
Methoxypyrazine und 1-Octen-3-on die Bestimmungsgrenze der verwendeten Methode,
die zu 2 ppt ermittelt wurde, nicht ausreichend war. Zur Bestimmung der Gehalte dieser
Verbindungen sind weitere Untersuchungen notwendig. Auch fiir Methional muss nach
einer geeigneten Methode fiir die Quantifizierung gesucht werden, da die Verbindung nur

in geringen Mengen vorhanden und in wissriger Losung instabil ist.

Die fur ausgewdhlte Geruchsstoffe angewandte Quantifizierungsmethode sollte in
nachfolgenden Studien auch fiir andere Verbindungen, wie Diacetyl, 2,3-Pentandion, 2-
Methylpropanal, 2- und 3-Methylbutanal, Hexanal, Dimethylsulfid, Dimethyldisulfid,
Dimethyltrisulfid und insbesondere fiir weitere Alkylpyrazine in Weilzucker und den

Zwischenprodukten des Fabrikationsprozesses eingesetzt werden.

Nach Quantifizierung dieser Komponenten wire eine weitere Aufgabe, die Studien an der
Korrelation von sensorischen und analytischen Daten anhand der multivariaten
Datenbehandlung fortzusetzen. Dafiir konnte das Auswertungsschema der sensorischen

Bestimmung in weitere Attribute unterteilt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden auf Basis der Festphasenmikroextraktion
(SPME) in Kombination mit Gaschromatographie-Massenspektrometrie,
Gaschromatographie- Atomemissionsspektrometrie und Gaschromatographie-
Olfaktometrie entwickelt, mit deren Hilfe geruchsaktive Verbindungen in Wei3zucker und

in Zwischenprodukten des Zuckergewinnungsprozesses bestimmt werden kénnen.

Die Festphasenmikroextraktion erwies sich als einfache, schnelle und zuverlissige
Anreicherungsmethode. Die Einflussparameter Extraktionszeit und Probentemperatur
wurden anhand von Dicksaft und Wei3zucker optimiert. Fiir eine effektive Anreicherung
der Komponenten unter Vermeidung thermoinduzierter Sekundirreaktionen wurde die
Extraktionszeit auf jeweils 60 Minuten festgelegt. Die optimale Probentemperatur betrug
85°C bei Weillzucker und 60°C bei Dicksaft.

Mit Hilfe der Aromaverdiinnungsanalyse (AVA) konnten die geruchsrelevanten
Verbindungen ermittelt werden. Die "Verdiinnungen" bei der AVA wurden durch
wiederholte Halbierung der Extraktionszeit erzielt. Diese Art der Verdiinnungsanalyse
mittels SPME wurde erstmals im Zusammenhang mit Geruchsuntersuchungen auf
Weiizucker und die Zwischenstufen des Fabrikationsprozesses angewendet.

Als aromaintensivste Verbindungen in Weilzucker wurden kurzkettige organische Siuren
(Essig-, Propion, Butter, Isovalerian- und Valeriansiure), Stickstoffheterozyklen (Alkyl-
und Methoxypyrazine), Ketone (Diacetyl, 1-Octen-3-on), Sulfide (Dimethyltrisulfid) sowie
2-Methylisoborneol und Geosmin detektiert. Andere Komponenten, die in fritheren
Studien im Zusammenhang mit Zuckergeruch genannt wurden, wie Furfural, Benzaldehyd
und 2,3-Butandiol, erwiesen sich in den vorhandenen Konzentrationen als nicht
geruchsaktiv.

Im Zuge dieser Arbeit wurden Methoden fiir die Quantifizierung ausgewahlter
Geruchsstoffe  (2,5-Dimethylpyrazin, Geosmin, 2-Methylisoborneol, 2-1sopropyl-3-
methoxypyrazin, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-1sobutyl-3-methoxypyrazin) entwickelt,
die bei Rohsaft, Diinnsaft, Dicksaft und Weillzucker (zusitzlich Essigsdure, Propionsiure,

Buttersiure, Isovaleriansiure, Valeriansdure) angewandt wurden.
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Die sensorische Charakterisierung von 70 Weillzuckerproben aus verschiedenen
Riibenzuckerfabriken durch ein Panel wurde mit den Ergebnissen der quantitativen
Analytik (Gehalte an organischen Siuren, 2,5-Dimethylpyrazin und Geosmin) verglichen.
Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den bisher ermittelten quantitativen analytischen

Daten und den sensorischen Beschreibungen war nicht erkennbar.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die geruchsaktiven Verbindungen der umgebenden Luft den
Geruch von Weilizucker stark beeinflussen. Die Luft, die zum Trocknen des Zuckers
benctigt wird, kann von verschiedenen Stellen innerhalb oder auBerhalb des Werkes
angesaugt werden und damit sowohl qualitativ als auch quantitativ unterschiedliche
Zusammensetzungen flichtiger Verbindungen aufweisen. Aus der Luft konnen
aromaaktive Verbindungen in das Produkt eingetragen werden. Beispiele hierfiir sind 2-
sec-Butyl-3-methoxypyrazin, 2-1sobutyl-3-methoxpyrazin und Geosmin.

Die unterschiedlichen Geruchsbeitrige der Verbindungen im Zuge der Zuckerherstellung
wurden durch gaschromatographisch-olfaktometrische Analyse von Rohsaft, Diinnsaft und
Dicksaft sowie Weiizucker aufgezeigt. Es konnte festgestellt werden, dass die Rolle
geruchsaktiver ~ Verbindungen  fiir das  Zucker-Aroma  entscheidend  vom
Zuckerfabrikationsprozess abhingt. Einige Komponenten werden wihrend der
Zuckergewinnung gebildet, andere durchlaufen die Prozesse von Anbeginn, und wieder
andere werden in bestimmten Prozessschritten weitgehend entfernt. Dies fiihrt zu einem

verianderten Beitrag zum jeweiligen Aroma.
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8 Anhang

8 ANHANG

Tabelle 8-1: Fliichtige Verbindungen in Rohsaft, Diinnsaft, Dicksaft und Weizucker ohne
Geruchsaktivitat am Sniffing-Port nach SPME/GC/AED und SPME/GC/MS.

Rohsaft Diinnsaft  Dicksaft Weiizucker

Ethanol X X

I soamylalkohol® X

1,2-Propandiol X X
1-Butanol X
2,3-Butandiol X X
1-Pentanol
1-Hexanol X
1-Heptanol
2-Ethyl-1-hexanol
1-Octanol
1-Nonanol
Dimethyldisulfid
Dimethylsulfoxid
Aceton
2-Butanon
1-Hydroxy-2-propanon® X
2-Heptanon X
2-Octanon X
2-Nonanon
Geranylaceton® X X X
Acetophenon

2-Pyrrolidinon® X X
Dihydro-2-methyl-3(2H)-
furanon

Ethylacetat

Ethylbutanoat
Methylbutyrat
Butylbutyrat

Heptanal

Nonanal

Decanal

Benzaldehyd
p-Hydroxybenzal dehyd
Zimtaldehyd
Anisaldehyd

Furfural
3-Furancarbox-aldehyd?®
2-Acetyl-5-methylfuran®
Essigsiure X

Propionsiure X
| sobuttersiure
Butensiure X

X X X X X X x
x X X X X X x x
x

x

X X X X X
X
X X

X X X X X X X X X X

X X X X

x
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8 Anhang

Fortsetzung Tabelle 8-1

Rohsaft Diinnsaft  Dicksaft Weillzucker

4-Hydroxybuttersiure? X
Hexansiure

2-Methylpyrazin X
2-Methylpyridin® X
2-Methyl-6-(1-propenyl)-

Pyrazin(E) *

3-1sopentyl-2,5-

dimethylpyrazin®

Diverse Pyrazine X X X
Limonen

a-Pinen, 2-B-Pinen
a-Fenchen®
Sabinen?
5-3-Caren

Myrcen®
o-Terpinen
3-Chamigren®
Menthol

Eucalyptol X

Geosmin

X
X
X X

X X X X X X X X X

x
x
x

Alle Verbindungen wurden, soweit nicht anders angegeben, durch den Vergleich von Kovats Index und
massenspektrometrischen Daten mit authentischen Referenzsubstanzen identifiziert.
®Der Verbindung wurde anhand von massenspektrometrischen Daten vorliufig eine Struktur zugeordnet.
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