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1.1 Kaffee

1 Einleitung

1.1 Kaffee

Nach Anlage Nr. 1i.V.m. §§ 1 und 2 der Kaffeeverordnung vom 15.11.2001 wird der
von der Frucht- und Samenschale befreite, ungerdstete Samen von Pflanzen der
Gattung Coffea als Rohkaffee bezeichnet, gerdsteter Rohkaffee in ungemahlenem
oder gemahlenem Zustand mit einem Wassergehalt von hdchstens 50 Gramm pro
Kilogramm als Kaffee oder Rostkaffee. Aus gemahlenem Kaffee wird durch ver-
schiedene Extraktionsverfahren mit heiRem Wasser das Kaffeegetrank gewonnen,

das ebenfalls als Kaffee bezeichnet wird (Belitz et al., 2001).

Rohkaffee enthalt als mengenmaRig vorherrschende Inhaltstoffe 6-7 % verwertbare
Kohlenhydrate, ca. 13 % Fett, 12 % Wasser, 11 % Proteine, 40-50 % Ballaststoffe,
pflanzliche Sauren, Alkaloide wie das Koffein, sowie Mineral- und Aromastoffe. Dabei
weisen die Inhaltsstoffe des Kaffees betrachtliche Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Coffea-Arten, sowie den Varietaten innerhalb einer Art auf. Eine entscheiden-
de Rolle spielt weiterhin die Herkunft, also Faktoren wie Breitengrad, Hohe, Neigung
des Hanges, Bodenqualitat, Klima und Anbauform. Durch den Rostprozess wird eine
drastische Veranderung der Gehalte an Wasser (Abnahme auf 2-3 %) und verwert-
baren Kohlenhydraten (Abnahme auf ca. 1,5 %), sowie eine Zunahme von Aroma-
stoffen verzeichnet (Souci et al., 2000; Belitz et al., 2001).

Die Urheimat des Kaffeebaums diirfte im heutigen Athiopien bzw. Jemen liegen, wo
er vermutlich schon ab dem 8. Jahrhundert vom Menschen kultiviert wurde. Der Kon-
sum von Kaffee wird allerdings erst durch ein arabisches Manuskript von 1587, das
ein etwa 100 Jahre alteres Schriftstick zitiert, eindeutig belegt. Im 15. Jahrhundert
verbreiteten dann Pilger, die das Heiligtum der Mohammedaner in Mekka besuchten,
die Kunde vom neuen Getrank im arabischen Grofdreich, wodurch Kaffee sowohl in
Arabien wie auch in Kleinasien, Syrien, Agypten und im siddstlichen Europa eine
zunehmend wichtige Rolle einnahm. Der Jemen blieb dabei bis zum Ende des Mit-
telalters bedeutendstes Anbaugebiet. Anfang des 17. Jahrhunderts erreichte der Kaf-
fee Uber Venedig erstmals das westliche Europa und verbreitete sich innerhalb nur

weniger Jahrzehnte europaweit. Aufgrund der steigenden wirtschaftlichen Bedeutung
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wurde Kaffee von den europaischen Kolonialnationen ab dem 18. Jahrhundert in alle
Gebiete der Erde gebracht, die fir den Kaffeeanbau geeignet waren, u.a. Java, In-
dien, Franzdsisch-Guayana und Brasilien (1726), dem heute wichtigsten Land fur
den Kaffeeanbau. Um 1850 war Kaffee endgultig zum Volksgetrank geworden. Die
Kaffeeproduktion wurde seit diesem Zeitpunkt weiter gesteigert und industrialisiert,
wobei 1903 der Kaffeepreis durch Uberangebot das niedrigste je festgehaltene Ni-
veau erreichte. Wichtige Entdeckungen waren weiterhin 1898 die Kaffeesorte Ro-
busta im gro3en Kongobogen in Afrika, 1905 die Patentierung von koffeinfreiem Kaf-

fee, sowie die Erfindung von l6slichem Kaffee. (Deutscher Kaffeeverband, 2003)

Heute ist Kaffee eines der wichtigsten Welthandelsguter. Die Weltproduktion an
Rohkaffee steigerte sich von 36.000 Tonnen im Jahr 1750 auf 7,15 Mio. Tonnen im
Jahr 2002, in welchem die bedeutendsten Kaffeeproduzenten die sudamerikanischen
Staaten Brasilien mit 40,6 % und Kolumbien mit 9,4 % waren, gefolgt von Vietham
mit 8,4 %, Indonesien mit 4,8 %, Indien mit 3,8 % und Mexiko mit 3,4 % der Weltpro-
duktion. Die groten Kaffeeimporteure sind die USA mit 26 % und Deutschland mit
19 % des Welthandels, gefolgt von Italien, Japan und Frankreich mit je 8-9 % (/CO,
2003). Der pro-Kopf-Verbrauch in Deutschland liegt bei 6,6 kg Rohkaffee bzw. ca.
160 | Kaffeegetrank pro Jahr (Deutscher Kaffeeverband, 2003).
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1.2 Die Kaffeepflanze

Die Gattung Coffea gehort zur Pflanzenfamilie der Rubiaceae (Krappgewachse) und
besteht aus ca. 70 Arten. Von wirtschaftlicher Bedeutung sind jedoch fast aus-
schliel3lich die Varietaten Coffea arabica mit ca. 65-70 % der Weltkaffeeproduktion
und Coffea canephora var. robusta mit rund 30 %. Zu nennen sind noch Coffea libe-
rica und Coffea excelsa, beide aber von geringer Bedeutung. Aus den zwei bekann-
testen Coffea arabica Varietaten, Tipica und Bourbon, haben sich viele weitere Sor-
ten entwickelt. Die wichtigsten sind: Caturra (Brasilien, Kolumbien), Mundo Novo

(Brasilien), Tico (Mittelamerika) und Blue Mountains (Jamaica).

Die Kaffeepflanze (Abbildung 1) wird bis zu 4
Meter hoch, jedoch auf den Kaffeeplantagen
strauchférmig gehalten. Die Wurzel ist pfahlartig
ausgebildet und reicht 1-2,5 m in den Boden mit
zahlreichen, nahe an der Oberflache verlaufen-
den Nahrwurzeln. An den lang auslaufenden, ru-
tenférmigen Zweigen sitzen kurzstielige, immer-
grune, langlich-ovale Blatter. Sie fuhlen sich le-

derartig an und sind an der Oberseite dunkel-

grun, an der Unterseite heller. Die Blatter sind 8-

15 cm lang und 4-6 cm breit.

Abbildung 1: Coffea arabica

Die funfgliedrigen Bliten sind weil3 und stehen gehauft
in den Blattachseln. Nach der Befruchtung entwickeln
sich in 7-9 Monaten die elliptischen, zwei Samenkerne
enthaltenden, kirschenahnlichen Steinfrichte des Kaf-
feebaums. Die Farbe dieser sog. ,Kaffeekirschen®
wechselt wahrend der Reifephase von grin Uber gelb

nach rot und im Uberreifen Zustand zu schwarz. Auf-

grund der langen Blutezeit der Pflanze erstreckt sich
die Ernte, die meist per Hand erfolgt, Gber mehrere Abbildung 2: Kaffeekirschen

mit Bllten
Monate und es kann passieren, dass der Kaffeebaum

gleichzeitig Bluten und Frichte tragt (Abbildung 2).
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Die reife Frucht hat eine rote Haut (exokarp), die ein weiches, weildgelbliches Frucht-
fleisch, die Pulpe (mesokarp), umschlie3t (Abbildung 3). In ihr sind in der Regel zwei
Samen enthalten, die Ublicherweise als Kaffeebohnen bezeichnet werden. Sie liegen
mit ihren Innenseiten flach aneinander gepresst und weisen mit den Rundungen
nach aulden. Jeder Same wird von einer dunnen, fest anhaftenden Schale geschutzt,
dem Silberhautchen (testa) und von einer locker aufsitzenden, dinnen und blassgel-

ben Hulle, der Pergamenthaut (endokarp), umgeben.

Der gekrummte Keimling sitzt am un-
seed or “bean”
silverskin (testa)
parchment Ende des Samens. Die Kaffeeboh-
(endocarp)

teren, dem Fruchtstiel zugekehrten

nen sind rundlich bis langlich,
manchmal auch spitz zulaufend und
ihre Farbe ist im frischen Zustand
gelblichgrau bis blaugrau. Coffea

canephora var. robusta besitzt im
pulp (mesocarp)

skin (exocarp) Gegensatz zu Coffea arabica runde
folded Frichte, die nach 11 Monaten reif
endosperm

sind und ovale, etwas kleinere Sa-
Abbildung 3: Morphologie der Kaffeekirsche men liefern.

FUr Wachstum und Ertrag der Kaffeepflanze sind Temperatur, Niederschlag, Boden-
beschaffenheit und die Héhenlage ausschlaggebend. Arabica wird zwischen 600 und
2000 m Hohe in einer Region zwischen dem 23.° ndrdlicher und 25.° sudlicher Breite
rund um den Globus angebaut. Die durchschnittichen Temperaturen sollten dabei
zwischen 18 und 25 °C, die durchschnittlichen Niederschlagsmengen zwischen 1000
und 1500 mm pro Jahr liegen. Robusta bendtigt tropischere Bedingungen und kann
daher nur in einem Gebiet von bis zu 10° nérdlicher und sudlicher Breite bei durch-
schnittlich 26 °C und mindestens 2000 mm Niederschlag pro Jahr, jedoch auch im
Flachland angebaut werden. Die ersten Fruchte konnen vier bis sieben Jahre nach
Pflanzung der Kaffeestraucher geerntet werden, deren Ertrag bei ca. 200 bis 600
kg/ha liegt und nach 20-30 Jahren wieder abnimmt (Deutscher Kaffeeverband, 2003;
Maier, 1981).
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1.3 Rohkaffeetechnologie

Um aus dem Samen einen marktfahigen Kaffee herzustellen, muss die gesamte
Umhullung der eigentlichen Kaffeebohne entfernt werden. Die beiden technologisch
genutzten Wege, um dieses Ziel zu erreichen, sind die sogenannte trockene und die
nasse Aufbereitung. Bei beiden Aufbereitungsverfahren werden Fruchthaut, Frucht-
fleisch und -schleim, Pergamenthaut und moglichst auch das Silberhdutchen, sowie
der grofRte Teil des Wassers entfernt, sodass am Schluss die saubere und trockene
Kaffeebohne ubrig bleibt (Abbildung 4). Der so erhaltene Rohkaffee ist transport- und
lagerfahig.

Abbildung 4: Rohkaffeebohnen mit Pergamenthdille (1), in frischem Zustand (2), getrocknet (3)

Die trockene Aufbereitung stellt aufgrund der einfacheren Handhabung und der ge-
ringeren Probleme hinsichtlich der Hygiene die haufiger eingesetzte Variante dar,

wahrend die nasse Aufbereitung technologisch aufwandiger ist.

Trockene Aufbereitung

Bei diesem Verfahren werden die ganzen Kaffeekirschen so lange in der Sonne ge-
trocknet, bis die in ihnen enthaltenen Bohnen in der Schale rascheln und sich trocken
und ohne Ruckstédnde herausschalen lassen. Zum Trocknen werden moglichst

gleichmalig reife Kaffeekirschen sofort nach der Ernte auf betonierten oder gepflas-
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terten Trockenterrassen in nicht zu dicker Schicht ausgebreitet und wiederholt ge-
wendet, um ein Faulen der Kirschen zu vermeiden. Die Trocknung dauert drei bis
funf Wochen und reduziert den Wassergehalt der Kirschen von 50-60 % auf eine
Restfeuchte von 12 %. AnschlieRend werden die Bohnen in Schalmaschinen (z.B.
konischen Schneckenwalzen), in denen das Schalgut entweder gegen einen Wider-
stand geschleudert oder durch Druck aufgebrochen wird, vom getrockneten Frucht-
fleisch, der Pergamenthille und dem Silberhautchen getrennt. Der geschalte Kaffee
wird entweder von Hand oder mit mechanischen bzw. elektronischen Sortiermaschi-
nen nach GroRe, Dichte und Farbe sortiert und unter der Bezeichnung ,ungewa-
schener Kaffee“ (Dry) in den Handel gebracht (Belitz et al., 2001; Deutscher Kaffee-
verband, 2003). Der Vorgang ist in Abbildung 5 zusammengefasst dargestelit.

Nasse Aufbereitung

Bei der nassen Aufbereitung werden die frischen, reifen Kaffeekirschen entweder
von Hand oder mechanisch von Verunreinigungen befreit, in Wassertanks oder
Schwemmkanalen vorsortiert und anschlieRend dem Pulper zugeflhrt, der Uber ein
Walzensystem den groRten Teil des weichen Fruchtfleisches schonend abquetscht
(Abbildung 5). Der entpulpte Kaffee, der noch die Silberhaut, die Pergamenthulle und
eine Schleimschicht tragt, wird im Schwemmkanal und durch Siebung weiter sortiert
und in ein Fermentationsbecken geleitet. Dort wird der an der Pergamenthaut haf-
tende Restschleim in einem 12 bis 48 Stunden dauernden Garungsprozess, dem
sog. Fermentationsvorgang, durch kaffeeeigene Enzyme (gegebenenfalls auch unter
Beteiligung von Mikroorganismen) geldst und abgebaut. Schliel3lich wird der so ge-
wonnene Kaffee, der auch als ,Hulsen-“ oder ,Pergamentkaffee” bezeichnet wird,
nach einem Waschvorgang, in dem alle noch verbliebenen Reste von der Perga-
menthaut entfernt werden, auf ca. 12 % Restfeuchte entweder in der Sonne (10-15
Tage) oder mit HeiRluft (bis 85 °C) in Maschinen (3-7 Tage) getrocknet und nachfol-
gend in Schalmaschinen von der Pergamenthille und dem Silberhdutchen befreit.
Der geschalte Kaffee wird von Hand, mit mechanischen oder elektronischen Sortier-
maschinen nach Gréle, Dichte und Farbe sortiert und unter der Bezeichnung ,gewa-
schener Kaffee” (Mild, oft auch noch als Pergamino bezeichnet) verkauft (Belitz et
al., 2001; Deutscher Kaffeeverband, 2003).
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Trockene Nasse
Aufbereitung Coffea arabica Aufbereitung
Coffea canephora
Ernte Ernte
Handpfliickung Handpfliickung
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Bohnen, etc. e Sortieren Sortieren Bohnen, etc.
L 3! Rohkaffee |¢—

Griiner Kaffee

Sackabfiillung,
Lagerung, Versand

Abbildung 5: Wichtige Schritte bei der Rohkaffeeaufbereitung (nach Vincent, 1987)
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1.4 Rostung

Unter Rosten versteht man das trockene Erhitzen der Kaffeebohnen, das durch die
Abnahme bereits im Rohkaffee vorhandener und das Auftreten neuer Inhaltsstoffe
gekennzeichnet ist. Der Rdstprozess kann dabei in vier Hauptphasen unterteilt wer-
den: Trocknung, Entwicklung, Zersetzung und Vollrostung. Zu Beginn gerinnt das
Eiweil® und das in den Bohnen enthaltene Wasser verdampft (der Wassergehalt wird
von 12 % auf 2-3 % reduziert). Danach tritt eine Braunung der Bohne durch begin-
nende Maillard-Reaktionen auf (die Bohne verandert ihre Farbe wahrend der Ros-
tung von grun Uber gelb, gelbbraun und hellbraun bis hin zu dunkelbraun), und die
thermische Zersetzung organischer Substanzen, z.B. von Saccharose oder Mono-
sacchariden, setzt ein. Die sich bei den Vorgangen bildenden gasformigen Produkte
wie Wasserdampf und Kohlendioxid fuhren zu einer Volumenzunahme um 50-100 %,
was in der ,Sprengung der Bohne“ gipfelt, gekennzeichnet durch das ,Knacken® der
Kaffeefurche. Karamellbildung und die Entwicklung des Kaffeearomas, an der eine
Reihe chemischer Primar- und Sekundarreaktionen beteiligt sind, wie z.B. die Mail-
lard-Reaktion, der Strecker-Abbau, der Abbau von Phenolsauren, Lipoiden oder Thi-
amin, schlielen den Rostprozess ab. Gerdstet wird auf eine bestimmte Ténung (Far-
be) der Kaffeebohne, die mit der optimalen Bildung des Kaffeearomas und dem Ge-
wichtsverlust der Rohkaffeebohnen wahrend des Rdstens, auch ,Einbrand“ genannt,
korreliert. Dieser betragt je nach Wassergehalt des Rohkaffees und Rdstgrad 11
(heller Réstgrad) bis 20 % (sehr dunkle Kaffees, z.B. Espresso), d.h. je nach Rds-
tung werden 110 bis 200 g flichtige Bestandteile (einschliel3lich Wasser) je kg Roh-

kaffee freigesetzt.

Die Kaffeerdstung kann im diskontinuierlichen (chargenweisen) oder kontinuierlichen
Betrieb erfolgen. Die Warmeubertragung bei der Rostung erfolgt durch Kontakt der
Bohnen mit den Wanden der Rdstapparatur (Kontaktrostung) oder durch Heif3luft
(Konvektionsrostung) unter standiger Umwalzung des Rdstgutes. Die Dauer der Rds-
tung ist dabei auf’er von den gegebenen Eigenschaften des Rohkaffees und des ge-
wulnschten Rostgrades, von der Art der Warmeubertragung, der Rosttemperatur und
der Chargengrof3e abhangig und variiert zwischen 1,5 und 10 Minuten bei Rosttem-
peraturen von 200-250 °C. Nach dem Rd&stvorgang werden die Bohnen mittels Luft
oder Wasser rasch abgekuhlt, um ein Nachrosten zu verhindern. Entstehende Damp-

fe und Zellfragmente (das Silberhautchen I0st sich und fallt ab) werden wahrend der
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Roéstung abgesaugt, aufgefangen und entsorgt. Abbildung 6 zeigt zur Veranschauli-

chung einen Probenrodster, der im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde.

Abbildung 6:  Probenrdster Probat BRZ 4 mit vier Résttrommeln (1), Absaugvorrichtung
(2) und Abkuhlschalen (3)

Werden die Bohnen nicht bei der erforderlichen Temperatur oder nicht entsprechend
lange gerostet, treten die Aromadle nicht an die Oberflache und der Kaffee bekommt
einen "breiten" Geschmack. Wird bei zu grofler Hitze oder zu lange gerdstet,

schmeckt der Kaffee diinn und verbrannt.

Handelsware wird durch Verschnitt (Blendung) von 4 bis 8 Kaffees vor oder nach der
Roéstung hergestellt. Je nach gewlinschtem Geschmack und Aroma einer Kaffeemi-
schung werden Kaffees unterschiedlicher Herkunft, Sorte und Qualitat aufeinander
abgestimmt (Belitz et al., 2001; Deutscher Kaffeeverband, 2003).
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1.5 Herstellung des Kaffeegetrankes

Kaffee lasst sich auf vielerlei Weise zubereiten. Die gebrauchlichsten Aufgussverfah-
ren sind in Abbildung 7 dargestellt.

Kannenaufguss Handfiihrung Kaffeeautomat Percolator
‘e e — —
Lo s
ARy [/ :

%
b I W
{ l".l_. \ [\ . '||I

A

Vakuum-Methode Espresso-Topf Espressomaschine Tirkischer Kaffee

P

Abbildung 7: Aufgussverfahren fur Kaffee (nach Deutscher Kaffeeverband, 2003)

Aroma und Geschmack des Kaffeegetranks werden auf3er von der Qualitat des Kaf-
feepulvers auch von anderen Faktoren beeinflusst: dem Aufgussverfahren und den
Kaffeemaschinen, dem Mahlgrad, der Dosierung, der Qualitat des Wassers, der

Bruhtemperatur und -zeit und der Standzeit (Aufbewahrung).

Gutes Kaffeewasser soll mineralreich und sauerstoffhaltig sein. Hartes, kalkhaltiges
Wasser oder sehr viel Chlor im Trinkwasser sollen die Ldslichkeit der Aromastoffe
des Kaffees verringern. Die Temperatur des Wassers, das mit dem gemahlenen Kaf-
fee in Berihrung kommt, sollte stets zwischen 90 und 96 °C liegen. Fur eine Tasse
Kaffee rechnet man 6-8 g Mahlgut, dessen Mahlgrad auf die Aufgussmethode abge-
stimmt sein muss (Deutscher Kaffeeverband, 2003).
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1.6 Aromastoffe im Kaffee

Ein entscheidendes Qualitatskriterium eines Kaffees ist sein Aroma, was in Kombina-
tion mit der wirtschaftlichen Bedeutung von Kaffee dazu flhrte, dass Wissenschaftler
schon seit Uber 150 Jahren versuchen, die Strukturen der flichtigen, fir das Aroma
verantwortlichen Verbindungen aufzuklaren, und dass somit Kaffee im Hinblick auf

das Aroma eines der am besten untersuchten Lebensmittel ist.

1.6.1 Fluchtige Verbindungen und Aromastoffe im Rohkaffee

Im Vergleich zu Rdéstkaffee ist die Zahl der bisher verdffentlichten Arbeiten tGber das
Aroma von Rohkaffee gering. Die ersten Untersuchungen zu diesem Thema wurden
von Rhoades (1960) durchgefuhrt, der 16 flichtige Verbindungen in Rohkaffee identi-
fizierte, darunter Acetaldehyd, Propanal, Methylpropanal, 2-Methylbutanal, Me-
thanthiol, Dimethylsulfid, 2,3-Butandion, Methanol und Ethanol. Neben Kohlenwas-
serstoffen, Aldehyden, Ketonen, sowie schwefel- und stickstoffhaltigen Verbindungen
konnten Merrit et al. (1970) spater auch eine Reihe von Methyl- und Ethylestern im
Rohkaffee nachweisen, wahrend Vitzthum et al. (1976) in einer umfassenden Arbeit
uber das Aroma von Rohkaffee weitere 51 Verbindungen erstmals identifizierten, zu

denen auch dreizehn Pyrazine zahlten.

Holscher und Steinhart (1995) nutzten erstmals die Kombination gaschromatographi-
scher und olfaktometrischer Untersuchungen (HRGC/O) zur Evaluierung potenter
Aromastoffe des Rohkaffees unter den flichtigen Verbindungen, wobei sie elf Ver-

bindungen mit besonders starker Geruchsintensitat ermittelten (Tabelle 1).

Die Methode der Kapillargaschromatographie / Olfaktometrie beruht dabei darauf,
dass die Verbindungen eines Aromaextraktes durch Splitting des Tragergasstroms
am Ende der Kapillarsaule in gleichen Teilen einem Flammenionisationsdetektor
(FID) und einem beheizten Ausgang, dem sogenannten ,Sniffing-Port®, zugeflhrt
werden, an dem der Extrakt abgerochen werden kann. Auf diese Weise kénnen dem
FID-Chromatogramm zeitgleich bestimmte Geruchseindricke zugeordnet und da-
durch Aromastoffe unter den Uberwiegend geruchsinaktiven flichtigen Verbindungen

erfasst und charakterisiert werden (vgl. 3.7.1).
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Tabelle 1: Konzentrationen und Geruchsintensitaten flichtiger Verbindungen des Roh-
kaffees nach Holscher und Steinhart (1995).

Verbindung Gehalte in ug/kg Intensitat °
Hexanal 775 1
Heptanal 104 0
(E)-2-Hexenal 20 0
1-Octen-3-on 10 1
(E)-2-Heptenal 75 0
3-Methyl-2-buten-1-ol 530 0
Nonanal 75 2
(E)-2-Octenal 75 0
3-Isopropyl-2-methoxypyrazin <5 3
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd k.A.° 3
1-Octen-3-ol 30 0
(E,E)-2,4-Heptadienal 20 0
Decanal 45 0
(Z)-2-Nonenal 8 3
Benzaldehyd 630 0
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 100 3
(E)-2-Nonenal 280 3
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 175 3
(E,Z)-2,6-Nonadienal 10 3
Phenylacetaldehyd 445 3
2,4-Nonadienal-Isomer <5 1
2-/3-Methylbutansaure 3.200 3
(E,E)-2,4-Nonadienal 35 2
(E,Z)-2,4-Nonadienal 20 1
(E,E)-2,4-Decadienal 105 3
(E)-R-Damascenon 90 3

¥ Geruchsintensitat der Verbindungen bei der HRGC/O (0 : nicht wahrnehmbar; 1 : schwach; 2 : stark; 3 : sehr
stark).

® keine Angabe.

Holscher und Steinhart (1995) flihrten mit ihrer Arbeit gleichzeitig auch zum ersten
mal eine umfangreiche Quantifizierung von Aromastoffen des Rohkaffees durch, wo-
bei sie die Gehalte von 26 Verbindungen in einem kolumbianischem Rohkaffee be-
stimmten, unter denen sie zuvor Uber HRGC/O 17 geruchsaktive Verbindungen er-
mittelt hatten (Tabelle 1).
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Czerny und Grosch (2000) wandten zur Charakterisierung der wichtigen Aromastoffe
in Rohkaffee schlieRlich die Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA) an, ein Aus-
wahlverfahren (Screening-Methode), das auf diejenigen Inhaltsstoffe hinweist, die
primar das Aroma eines Lebensmittels hervorrufen kénnen (Grosch, 1994), unab-
hangig vom Injektionsvolumen und der Konzentration der Aromastoffe im Extrakt, die
durch die Menge des aufgearbeiteten Lebensmittels, die Isolierungsmethode und
den Konzentrierungsgrad bedingt ist. Zur Detektion der aromarelevanten Verbindun-
gen werden dabei aus den Lebensmitteln Aromaextrakte gewonnen, diese in defi-
nierten Verhaltnissen schrittweise verdinnt und jede Verdinnung mittels HRGC/O
untersucht (Schmid und Grosch, 1986), bis keine geruchsaktiven Substanzen mehr
wahrgenommen werden kdnnen. Der hdchste Verdinnungsfaktor, bei dem eine Ver-
bindung noch wahrgenommen werden kann, wird als dessen Flavour Dilution (FD)-
Faktor bezeichnet (Schieberle und Grosch, 1988). Der unverdunnte Extrakt ent-

spricht per Definition einem Verdunnungsfaktor von 1 (Schieberle, 1995) (vgl. 3.5.1).

Czerny und Grosch (2000) identifizierten auf diese Weise 18 Verbindungen mit ho-
hen FD-Faktoren in Rohkaffee (Tabelle 2), darunter erstmals 2-Methoxy-3,5-di-
methylpyrazin, 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon und 4-Ethyl-2-methoxyphenol.
Als wichtigsten Aromastoff in Rohkaffee stellten sie dabei wie auch schon Vitzthum
et al. (1976) und Holscher und Steinhart (1995) das erbsenartig riechende 3-Isobutyl-
2-methoxypyrazin heraus, wahrend sie die hohe Aromapotenz von z.B. (E)-B-

Damascenon (Holscher und Steinhart, 1995) nicht bestatigen konnten.

Ein Einfluss der Rohkaffeetechnologie auf das Aroma des Rohkaffees wurde bislang
ausschlieflich in Zusammenhang mit dem Auftreten von Fehlaromen untersucht (vgl.
1.6.4). In der Literatur sind weder Daten Uber Unterschiede zwischen dem Aroma
von nasser und trockener Aufbereitung verfugbar, noch wurden wichtige Aromastoffe
in unbehandeltem Rohkaffee bzw. eventuelle Aromaveranderungen wahrend der

Aufbereitungen beschrieben.
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Tabelle 2: Wichtige Aromastoffe in Rohkaffee nach Czerny und Grosch (2000).
Verbindung Strukturformel  FD-Faktor 2 Geruch®
Hexanal NN 16 grin
o]
(Z2)-2-Nonenal A/\/\; 64 fettig, nach Karton
(E)-2-Nonenal P NN e 128 fettig, nach Karton
1-Octen-3-on /\/\)(L/ 16 nach Pilz
OH
Butansaure VT 16 schweilig
2-/3-Methylbutanséure \)}(o” on 32 schweiBi
y T W g
OH
Pentans&ure /\/ﬁg 16 schweilig
2-Methylbuttersaureethylester \)}(O\/ 256 fruchtig
(e}
.. o0~ .
3-Methylbuttersaureethylester W 256 fruchtig
i ) , s o nach gekochter
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd Sz 64 Kartoffel
N\ O\
3-Isopropyl-2-methoxypyrazin [N%/ 128 nach Erbse
Ny_-O~_
- - ~di H ‘ .
2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin ﬁN/I 512 erdig
N\ O\
\
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin [N%\ 4096 nach Erbse
OH
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol | 16 blitig
|
HO,
3-Hydroxy-4,5-dimethyl- ﬁ o
2(5H)-furanon 0=, 64 wurzig
4-Ethyl-2-methoxyphenol 64 suly, phenolisch
o/
OH
=
4-Vinyl-2-methoxyphenol 64 nach Nelke
o/
OH
/O
4-Hydroxy-3-methoxy-benzaldehyd 128 nach Vanille

OH

@ Flavour Dilution (FD)-Faktor einer Verbindung (Verdiinnungsfaktor)

® Geruchsbeschreibung bei der HRGC/O
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1.6 Aromastoffe im Kaffee

1.6.2  Fluchtige Verbindungen und Aromastoffe im Rostkaffee

Schon im 19. Jahrhundert wurden erste Untersuchungen zur Identifizierung flichtiger
Verbindungen aus Rdstkaffee durchgefuhrt. So wies Lampadius (1832) bereits Es-
sigsaure und Ammoniak in stark Uberrostetem Kaffee nach, wahrend Bernheimer
(1880), Jaeckle (1898) und Erdmann (1902) spater Aceton, Furfurylalkohol, Methy-
lamin, Triethylamin, Pyrrol, Methansaure und Methylbutansaure identifizierten.

Die eigentliche Kaffeearomaforschung begann allerdings erst mit den Arbeiten von
Reichstein und Staudinger (1926a; 1926b), die 29 flichtige Verbindungen aus einem
aus Rostkaffee gewonnenen Ol als stabile kristalline Derivate isolierten und identifi-
zierten, darunter Acetaldehyd, 2-Methylbutanal, 2,3-Butandion, 2,3-Pentandion, Me-
thanthiol, Dimethylsulfid, 2-Furfurylthiol, 2-Methoxyphenol, 4-Vinyl-2-methoxyphenol,
sowie einige Alkylpyrazine. Die Autoren wiesen dem 2-Furfurylthiol eine grole Be-
deutung zu, da es als einzige der identifizierten Verbindungen in verdinnter wassri-
ger Losung an den Geruch von Kaffee erinnerte. Johnston und Frey (1938) bestatig-
ten dieses Ergebnis und vertraten ebenfalls die Meinung, dass schwefelhaltige Ver-

bindungen das typische Kaffeearoma pragen.

Die Entwicklung neuer Mdglichkeiten der Strukturaufklarung, wie der Kernresonanz-
spektroskopie und der Gaschromatographie in Kopplung mit der Massenspektrosko-
pie, lied ab 1960 die Zahl der identifizierten flichtigen Verbindungen in Rdéstkaffee
bestandig ansteigen und nahm von 70 (im Jahr 1960) auf heute 835 zu (Nijssen et
al., 1996), darunter stellen Furane (126), schwefelhaltige Verbindungen (100), Pyra-
zine (86), Ketone (85), Pyrrole (71) und Phenole (45) die mengenmalig vorherr-
schenden Gruppen dar. Wichtige Beitrage zur ldentifizierung leisteten Studien von
Gianturco und Friedel (1963), Gianturco et al. (1963; 1964a; 1964b; 1966), Bondaro-
vich et al. (1967), Stoll et al. (1967), Stoffelsma et al. (1968), Vitzthum und Werkhoff
(1974; 1976), Tressl und Silwar (1981), sowie von Flament (1983). Den Gesamtge-
halt flichtiger Verbindungen in Rdstkaffee bestimmten Silwar et al. (1987) mit ca.
800 mg/kg.

Eine Unterscheidung zwischen aromaaktiven und aromainaktiven Verbindungen
wurde erstmals von Holscher et al. (1990) und Blank et al. (1992) mit Hilfe der Aro-

maextraktverdinnungsanalyse vorgenommen. Sie detektierten neben 2-Furfurylthiol,
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1 Einleitung

das sie ebenfalls als Schlusselaromastoff ansahen, uber 60 geruchsaktive Verbin-
dungen in Rostkaffee, von denen sie die meisten auch identifizieren konnten. Beson-
ders verwiesen Holscher et al. (1990) dabei auf die erstmalige Identifizierung der
schwefelhaltigen Verbindungen 3-Mercapto-3-methylbutylformiat, 2-Methyl-3-furan-
thiol, 3-Methyl-2-buten-1-thiol und 3-Mercapto-3-methyl-1-butanol, da diese nur in
Spuren vorhanden waren und somit nur unter Anwendung der AEVA detektiert wer-
den konnten. Blank et al. (1992) ermittelten durch Bestimmung der Geruchsschwel-
len in Luft auch die hohe Geruchsaktivitat von 13 Verbindungen, die sie bei der AE-
VA mit den hochsten FD-Faktoren erhalten hatten: 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin, 2,3-
Diethyl-5-methylpyrazin, 3-Isopropyl-2-methoxypyrazin, 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin,
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon, 5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon, 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, 4-Ethyl-2-methoxyphenol, 4-Vinyl-2-methoxy-
phenol, (E)-B-Damascenon, 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd, 2-Methyl-3-furan-
thiol und 2-Furfurylthiol.

Holscher und Steinhart (1992) sowie Semmelroch und Grosch (1995) wiesen zusatz-
lich die Bedeutung von Acetaldehyd, Propanal, Methylpropanal, 2- und 3-Methylbuta-
nal, sowie 2,3-Butandion und 2,3-Pentandion im Rostkaffeearoma tber die HRGC/O
statischer Headspaceproben nach. Bei dieser wird ahnlich der AEVA das aus dem
Gasraum Uber einem Lebensmittel entnommene Volumen stufenweise halbiert, bis
uber dem Sniffing-Port keine geruchsaktiven Substanzen mehr wahrgenommen wer-
den konnen. Solche Verbindungen werden bei der AEVA aufgrund ihres unter bzw.
geringflgig Uber dem Losungsmittel liegenden Siedepunktes nicht erfasst bzw. dis-
kriminiert (Grosch, 1996). Czerny et al. (1996) konnte die Liste aromapotenter Ver-
bindungen in Rostkaffee schliellich durch 2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin und 2-
Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin erweitern.

Eine Reihe von Arbeitsgruppen beschaftigte sich auch mit der Quantifizierung fllich-
tiger Verbindungen des Rostkaffees (Rhoades, 1960; Radtke-Granzer und Piringer,
1981; Tressl, 1979; Tressl et al., 1978a; Heinrich und Baltes, 1987; Silwar et al.,
1987; Tressl, 1989). Mit der Stabilisotopenverdinnungsanalyse quantifizierten jedoch
erstmals Semmelroch et al. (1995) und Semmelroch und Grosch (1996) 18 aromare-
levante Verbindungen in Arabica- und Robusta-Kaffee, die aufgrund der Ergebnisse

von Blank et al. (1992) ausgewahlt wurden.
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1.6 Aromastoffe im Kaffee

Das Prinzip der Stabilisotopenverdinnungsanalyse beruht auf der Verwendung dem
Analytmolekiil analoger, stabil-isotopenmarkierter (°H, *C) interner Standards, deren
Vorteile in den identischen, chemischen und physikalischen Eigenschaften vergli-
chen mit den Analyten liegen, wodurch sowohl identische Verluste bei Isolierung,
Aufreinigung und Konzentrierung, als auch identische chromatographische Eigen-
schaften gewahrleistet werden (Gilbert, 1987). Fir die Konzentrationsbestimmung
des Analyten werden die relativen Intensitaten charakteristischer Massenfragmente

von Analyt und stabilisotopenmarkiertem Standard herangezogen.

Semmelroch und Grosch (1996) berechneten auf der Basis der quantitativen Daten
in Verbindung mit den Geruchsschwellen der jeweiligen Referenzaromastoffe in
Wasser (Semmelroch, 1995) weiterhin die Aromawerte (Tabelle 3). Mit diesen kann
die Aromarelevanz einzelner Verbindungen unter Berucksichtigung der Lebensmit-
telmatrix bewertet werden (Rothe und Thomas, 1963). Dabei ist der Aromawert einer
Verbindung definiert als Quotient ihrer Konzentration und ihrer Geruchsschwelle in
einer bestimmten Matrix. Aromastoffe mit einem Aromawert groRer gleich 1 liegen
demnach in Konzentrationen vor, in denen sie geruchlich wahrgenommen werden
und damit einen Beitrag zum Gesamtaroma leisten konnen. Ferner gibt der Aroma-
wert an, um welchen Faktor eine Verbindung Uber ihrer Geruchsschwelle im Le-
bensmittel vorhanden ist (Guadagni et al., 1966; Acree et al., 1984; Schieberle,
1991).

Semmelroch und Grosch (1996) ermittelten anhand der berechneten Aromawerte
(Tabelle 3) folgende Schllsselaromastoffe: (E)-B-Damascenon, 2-Furfurylthiol, 3-
Mercapto-3-methylbutylformiat und 3-Methyl-2-buten-1-thiol in beiden Sorten, sowie
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin in Arabica-Kaffee und 2-Methoxyphenol in Robusta-Kaf-
fee. Der Robusta-Kaffee wies deutlich hdhere Gehalte an Pyrazinen und Phenolen,
sowie niedrigeren Konzentrationen von Furanonen, 2,3-Pentandion und 3-(Methyl-

mercapto)-propionaldehyd auf.
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Tabelle 3: Konzentrationen und Aromawerte potenter Aromastoffen in Arabica- und Ro-
busta-Rostkaffee nach Semmelroch et al. (1995) und Semmelroch und
Grosch (1996).

Gehalt in pg/kg Aromawert
Verbindung

Arabica® Robusta®  Arabica® Robusta®
(E)-R-Damascenon 195 205 260.000 270.000
2-Furfurylthiol 1.080 1.730 110.000 170.000
3-Mercapto-3-methylbutylformiat 130 115 37.000 33.000
3-Methyl-2-buten-1-thiol 8,2 8,3 27.300 27.700
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 83 12 16.600 2.400
2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon 17.300 14.300 15.000 12.000
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 109.000 57.000 11.000 5.700
2,3-Butandion 50.800 47.800 3.390 3.190
4-Vinyl-2-methoxyphenol 64.800 178.000 3.200 8.900
2-Methoxyphenol 4.200 28.200 1.700 11.000
2,3-Pentandion 39.600 19.800 1.320 660
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 235 95 1.200 500
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 4.800 16.100 192 644
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 330 940 165 470
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 95 310 95 310
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 1.470 630 74 32
4-Ethyl-2-methoxyphenol 1.630 18.100 32 362
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon 160 85 21 11

& Coffea arabica, Provenienz Columbia.
& Coffea canephora var. robusta, Provenienz Indonesia.

Czerny et al. (1999) gelang es schliel3lich, das Aroma von Roéstkaffee anhand eines
Aromamodells aus 28 Aromastoffen des gerdsteten Kaffees (Tabelle 4) zu simulieren
und mit Hilfe von sensorischen Tests die Bedeutung der einzelnen Aroma-Impact-
Verbindungen fur das Gesamtaroma zu bestimmen. Aufgrund der sensorischen Ex-
perimente wurden hauptsachlich 2-Furfurylthiol, 4-Vinyl-2-methoxyphenol, einige Al-
kylpyrazine, Furanone, Acetaldehyd, Propanal und die ,malzig“ riechenden Strecke-
raldehyde als SchlUsselverbindungen ermittelt, wahrend andere Schwefelverbindun-
gen (z.B. 3-Methyl-2-buten-1-thiol, 3-Mercapto-3-methylbutylformiat) nur einen gerin-

gen Einfluss hatten.
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1.6 Aromastoffe im Kaffee

Tabelle 4: Wichtige Aromastoffe im Rekombinat eines Rdstkaffeepulvers nach Czerny et
al. (1999).
Verbindung Strukturformel Geruch?

Acetaldehyd o fruchtig, stechend
Propanal N fruchtig
Methylpropanal WAO malzig
2-Methylbutanal YO malzig
3-Methylbutanal )\Ao malzig

2,3-Butandion

2,3-Pentandion
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin
2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin

2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin

3-Isobutyl-2-methoxypyrazin

4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon

2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon

3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon

5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon

(E)-R-Damascenon

2-Methoxyphenol

4-Ethyl-2-methoxyphenol

4-Vinyl-2-methoxyphenol

-
>\ /g

N

o
>\_§
&

N

&)

]
[e]
I

o;f

Q T
(o]
O
\

OH

Ish

OH

OH

nach Butter

nach Butter

erdig, réstig
erdig, rostig
erdig, réstig

erdig, rostig

nach Erbse

karamellartig

karamellartig

wiurzig

wiurzig

nach gekoch-
tem Apfel

phenolisch

sufl, phenolisch

nach Nelke

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4

Verbindung Strukturformel Geruch?
/O
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd nach Vanille
O/
OH
2-Methyl-3-furanthiol nach Fleisch

Dimethyltrisulfid
2-Furfurylthiol

3-(Methylmercapto)-propionaldehyd
3-Mercapto-3-methylbutylformiat

3-Methyl-2-buten-1-thiol
Methanthiol

NN

/SWO

SH
i
[¢]
L Y s
o
I

)\/\
SH

nach Knoblauch

nach Kaffee

nach gekochter
Kartoffel

nach Katzenurin

schweflig

schweflig

¥ Geruchsbeschreibung bei der HRGC/O

Solche Aromamodelle werden zur Bestatigung der Aromarelevanz ermittelter Verbin-
dungen in Bezug auf das Gesamtaroma herangezogen. Dabei wird die Aquivalenz
der Aromaprofile des Lebensmittel und eines Aromamodells Uberpruft, das in einer
dem Lebensmittel nachempfundenen Matrix das Gesamtaroma des Lebensmittels
simuliert, basierend auf den nach dem Aromawertkonzept ermittelten Aromastoffen

in den im Lebensmittel bestimmten Konzentrationen.

FUr viele der Reaktionen, die zur Bildung von Aromastoffen wahrend des Rdstens
fuhren, sind bereits Vorschlage gemacht (z.B. Holscher und Steinhart, 1994; Reinec-
cius, 1996) und diese in Modellreaktionen verifiziert worden (Baltes und Bochmann,
1987; Holscher et al., 1992; Grosch et al., 1996; Semmelroch und Grosch, 1996; Am-
rani-Hemaini et al., 1997). Czerny und Grosch (2000) untersuchten in diesem Zu-
sammenhang die Veranderungen aromapotenter Verbindungen des Rohkaffees
wahrend der Rdstung (Tabelle 5): 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd, Furanone
und Phenole wurden dabei durch den Rostprozess gebildet und stiegen in ihren
Gehalten stark an; Pyrazine erwiesen sich z.B., wie schon von Vitzthum et al. (1976)
postuliert, als thermisch sehr stabil. 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin, das damit potentiell

zum Gesamtaroma von Rdstkaffee beitragen kann (Spadone und Liardon, 1988;
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1.6 Aromastoffe im Kaffee

Holscher und Steinhart, 1995), wird jedoch von anderen Aromastoffen des Rostkaf-
fees maskiert, wie Czerny et al. (1999) in Aromamodellstudien zu Rostkaffee fest-

stellten.

Tabelle 5: Vergleich der Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen in Roh- und
Rostkaffee nach Czerny und Grosch (2000).

Gehalt in pg/kg ?

Verbindung

Rohkaffee Rostkaffee
2-Methylbutansaureethylester 2,4 3,9
3-Methylbutansaureethylester 22 14
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 22 213
2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin 0,5 1,1
3-Isopropyl-2-methoxypyrazin 2,3 24
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 0,7 1.870
(Z2)-2-Nonenal <0,3 <0,3
(E)-2-Nonenal 12 19
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 97 97
4-Ethyl-2-methoxyphenol 21 4.060
4-Vinyl-2-methoxyphenol 117 39.000
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 82 3.290
(E)-BR-Damascenon <0,3 255

@ Mittlerer Réstgrad, Coffea arabica var. tippica.

Weiterhin steigt der Gesamtgehalt aller flichtigen Verbindungen mit der Roststarke
um ca. das Doppelte an (Kawakami et al., 1996). Die Konzentrationen schwefelhalti-
ger Verbindungen, z.B. Methanthiol (Holscher und Steinhart, 1992; Mayer et al.,
1999) oder 2-Furfurylthiol (Parliament und Stahl, 1994; Mayer et al., 1999), sowie
phenolische Verbindungen, z.B. 2-Methoxyphenol oder 4-Ethyl-2-methoxyphenol
(Tressl et al., 1978b; Shibamoto et al., 1981; Heinrich und Baltes, 1987; Mayer et al.,

1999), nehmen kontinuierlich zu.

Auch fur die leichtfluchtigen Carbonylverbindungen Acetaldehyd, Propanal, Me-
thylpropanal, 2- und 3-Methylbutanal, 2,3-Butandion und 2,3-Pentandion stellten so-
wohl Rhoades (1960) als auch Mayer et al. (1999) eine Zunahme mit der Roststarke
fest, wahrend Shibamoto et al. (1981), sowie Holscher und Steinhart (1992) im Ge-
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gensatz dazu deutliche Konzentrationsabnahmen dieser Verbindungen mit zuneh-
mendem Rostgrad verzeichneten, was sie mit der sensorischen Beobachtung korre-
lierten, dass das Kaffeearoma durch die Réstung von der Butternote, die durch beide

Dione verursacht wird, zum verbrannten bzw. schwefligen Aroma wechselt.

Widerspriuchlich sind auch die Ergebnisse uUber das Verhalten von Pyrazinen wah-
rend der Rostung. Wahrend Yamanishi (1981) eine kontinuierliche Zunahme fir Py-
razin ermittelte, konnten Mayer et al. (1999) keine signifikanten Veranderungen in
den Gehalten von verschiedenen Alkylpyrazinen (vgl. Tabelle 4, Nr. 8-11) bei unter-

schiedlichen Rdstgraden feststellen.

Neben weiteren Untersuchungen Uber Aromastoffveranderungen in Abhangigkeit
vom Rostgrad (z.B. Hashim und Chaveron, 1996; Kawakami et al., 1996; Wéhrmann
et al., 1997) existiert auch eine Vielzahl an Arbeiten Uber die Differenzierung von A-
rabica- und Robusta-Kaffee, sowie verschiedener Provenienzen anhand ihrer Aro-
mastoffgehalte (z.B. Mayer et al., 1999), ebenso wie Arbeiten Uber den Einfluss von
Lagerung und Verpackung auf das Rostkaffeearoma (z.B. Czerny und Schieberle,
2001). Eine Betrachtung von Aromastoffunterschieden zwischen Rostkaffees aus
nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee wurde dagegen bislang nicht durchge-
flhrt.

1.6.3  Aromastoffe im Kaffeegetrank

Das Aroma des Kaffeegetranks verandert sich bei seiner Herstellung deutlich gegen-
Uber dem Aroma des Rostkaffees. Dabei findet eine Verschiebung des Geruchsein-
drucks von einer schweflig-rostigen in eine mehr karamellartige, phenolische und
butterartige Note statt (Mayer et al., 2000), die jedoch nicht durch die Bildung neuer
Aromastoffe (Deibler et al., 1998), sondern durch eine Konzentrationsverschiebung
der vorhandenen aromapotenten Verbindungen durch die Extraktion (Semmelroch

und Grosch, 1996) verursacht werden soll.

Ein Vergleich der Aromaextraktverdinnungsanalysen von Roéstkaffee und dem dar-
aus hergestellten Kaffeegetrank (Blank et al., 1992) zeigte, dass im Getrank die FD-
Faktoren der Verbindungen 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-3(5H)-furanon, 4-Hydroxy-4,5-
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dimethyl-3(2H)-furanon, 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd und 3-(Methylmercapto)-
propionaldehyd deutlich hoher und die Verbindungen 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin, 3-
Isopropyl-2-methoxypyrazin, 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin, 2-Methyl-3-furanthiol 3-
Mercapto-3-methylbutylformiat und 2-Furfurylthiol deutlich niedriger lagen. Sowohl
Semmelroch und Grosch (1996) als auch Mayer et al. (2000) belegten diese Ergeb-
nisse durch quantitative Daten und die Bestimmung der Extraktionsraten, die fur Fu-
ranone, Phenole, Acetaldehyd, 2,3-Butandion und 2,3-Pentandion sehr hoch (gréRer
75 %) und fur relativ unpolare Verbindungen wie Pyrazine, (E)-R-Damascenon oder

das instabile 2-Furfurylthiol sehr niedrig (kleiner 25 %) waren (Tabelle 6).

Semmelroch und Grosch (1996) gelang es auch, das Aroma des Kaffeegetranks un-
ter Verwendung von 22 Verbindungen, die sie im Getrank von Arabica- und Robusta-
Kaffee als aromarelevant detektiert (Semmelroch und Grosch, 1995) und deren Ge-
halte sie bestimmt hatten, in einem Aromamodell zu simulieren. Mayer et al. (2000)
verwendete ein Aromamodell aus 24 Aromastoffen des Kaffeegetranks, um mit Hilfe
von sensorischen Tests die Bedeutung der einzelnen Aroma-Impakt-Verbindungen
fur das Gesamtaroma herauszustellen. Die Autoren schlussfolgerten, dass das Ge-
trankaroma hauptsachlich durch einige Alkylpyrazine, Furanone, Phenole, 3-(Methyl-
mercapto)-propionaldehyd, 3-Mercapto-3-methylbutylformiat und 2-Furfurylthiol be-

stimmt wird.

Im Weiteren wird allgemein akzeptiert, dass die nasse Aufbereitung des Rohkaffees
im Gegensatz zu der trockenen zu einer besseren Kaffeearomaqualitat des Kaffee-
getranks fuhrt (/lly und Viani, 1995), ohne dass derzeit die genauen Ursachen oder
die fir den Unterschied verantwortlichen Aromakomponenten bekannt waren. Die
traditionelle Erklarung fur die geringere Qualitat von trocken aufbereitetem Kaffee
liegt dabei in der weniger sorgfaltigen Ernte, Auswahl und Behandlung der Kaffeekir-
schen gegenilber der nassen Aufbereitung, was auf den ersten Blick eine schlissige
Erklarung zu sein scheint. Diese Sichtweise begriindet jedoch nicht, warum der Kaf-
fee aus nasser Behandlung bei sensorischer Untersuchung von Proben identischer
Herkunft, die mit gleicher Sorgfalt parallel nass bzw. trocken aufbereitet wurden,
dennoch eindeutig bessere Qualitaten erzielte (Wootton, 1963, 1966, 1973; Chasse-
vent et al., 1970; Vincent et al., 1979).

-23 -



1 Einleitung

Tabelle 6: Konzentrationen von potenten Aromastoffen in Rdstkaffeepulver und dem
daraus hergestellten Kaffeegetrank, sowie berechnete Extraktionsausbeuten
nach Mayer et al. (2000).

Gehalt .
Verbindung Pulver in Getrank in Extraktions”
ausbeute
pa’kg pg/l

Acetaldehyd 120.000 4.700 73
Methylpropanal 24.000 760 59
2-Methylbutanal 26.000 870 62
3-Methylbutanal 17.000 570 62
2,3-Butandion 49.000 2.100 79
2,3-Pentandion 35.000 1.600 85
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 400 17 79
2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin 53 1,0 35
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 100 3,6 67
2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin 15 0,2 25
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 120 1,5 23
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 140.000 7.200 95
2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon 16.000 800 93
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 1.900 80 78
(E)-R-Damascenon 260 1,6 11
2-Methoxyphenol 2.400 120 65
4-Ethyl-2-methoxyphenol 1.800 48 49
4-Vinyl-2-methoxyphenol 45.000 740 30
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 4.100 210 95
2-Furfurylthiol 1.700 17 19
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 250 10 74
3-Mercapto-3-methylbutylformiat 130 5,7 81
2-Methyl-3-furanthiol 60 1,1 34
3-Methyl-2-buten-1-thiol 13 0,6 85
Methanthiol 4.400 170 72

& Berechnet aus der Verwendung von 54 g Kaffeepulver zur Herstellung von 1 | Kaffeegetrank.

-24 -



1.6 Aromastoffe im Kaffee

1.6.4 Aromafehler

Zahlreiche Untersuchungen wurden auch zu verschiedenen, im Rohkaffee auftreten-
den Aromafehlern (off-flavours) durchgefuhrt, die sich auf das Aroma des daraus
hergestellten Rostkaffees bzw. Kaffeegetranks Ubertragen kénnen und insbesondere

letzteres in seiner Qualitat erheblich mindern.

So konnten Spadone und Liardon (1988) und Spadone et al. (1990) im Rohkaffee
den Rio-off-flavour auf 2,4,6-Trichloranisol, das intensiv schimmlig riecht, zurtckfuh-
ren. Cantergiani et al. (2001) machten 2-Methylisoborneol und Geosmin neben 2,4,6-
Trichloranisol fur ein erdig-schimmliges Fehlaroma in mexikanischem Kaffee verant-
wortlich, deren Auftreten sie mit der trockenen Aufbereitung der Kaffeebohnen ver-
banden, da sie die Verbindungen in nass aufbereitetem Rohkaffee nicht feststellen

konnten.

Becker et al. (1988) zeigten, dass der in einigen Chargen von gerdstetem, ostafrika-
nischem Kaffee auftretende Erbsengeruch-off-flavour, auch ,potato taste“ (Bouyjou et
al., 1999) genannt, durch das bereits im Rohkaffee vorhandene an 3-Isopropyl-2-

methoxypyrazin verursacht wird, falls dessen Konzentrationen zu hoch sind.

Durch HRGC/O wurde auch das Aroma sogenannter ,Stinker-Bohnen“ aufgeklart
(Guyot et al., 1983). In den Fehlaromabohnen konnten im Vergleich zu einem off-
flavour freien Rohkaffee zehn zusatzliche Verbindungen, insbesondere Ester identifi-
ziert werden. 2-Methylbutansaureethylester und 3-Methylbutylacetat wurden dabei
mit einem starken Geruchseindruck wahrgenommen und fur das Fehlaroma verant-
wortlich gemacht. Auch Bade-Wegner et al. (1997) flihrten den vor allem bei der
nassen Aufbereitung durch Uberfermentation auftretenden Aromafehler von ,Stinker-
Bohnen® auf 2- und 3-Methylbutansaureethylester, sowie Cyclohexansaureethylester
zuruck. Wie sie feststellten, nahmen diese Verbindungen zwar bei Réstung und Zu-
bereitung des Kaffeegetranks in ihrer Konzentration ab, blieben jedoch aromawirk-
sam, was sie durch Berechnung der Aromawerte zeigten. Weiterhin konnten sie be-
legen, dass erhohte Bohnenfeuchtigkeit und Temperaturen die Bildung des off-
flavours beglinstigen, der nicht nur bei fehlerhafter nasser Aufbereitung (Uberfermen-

tation) entsteht, sondern auch zum ersten Mal bei trocken aufbereiteten Bohnen be-
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schrieben wurde. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, dass Mikroorganis-

men an der Bildung des off-flavours beteiligt sind.

Full et al. (1999) fanden heraus, dass ein durch Ester (2- und 3-Methylbutansaure-
ethylester, Hexansaureethylester und 2-Methyl-(2)-butensaureethylester) verursach-
tes fruchtiges Fehlaroma bei trocken aufbereiteten Bohnen durch die elektronische
Aussortierung defekter Bohnen vor der Aufbereitung vermieden werden kann. Da bei
nass aufbereiteten Bohnen bereits eine Sortierung im Schwemmkanal und den Pul-

pern stattfindet, trat bei diesen das Fehlaroma nicht auf.
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1.7 Problemstellung

1.7 Problemstellung

Die Kaffeepflanze weist hinsichtlich der Samenkeimung folgende botanische Beson-
derheiten auf: Der Kaffeebohne wird eine intermediare Stellung zwischen rekalzitran-
ten und orthodoxen Samen zugeordnet, d.h. sie legen keine durch Reifetrocknung
eingeleitete Samenruhe ein, und es erscheint somit sehr wahrscheinlich, dass die
Keimung initiiert wird, noch wahrend sich die Fruchte im Endstadium der Fruchtent-
wicklung befinden. Folglich sollten geerntete Kaffeebohnen, die der Aufbereitung un-
terworfen werden, keine ruhenden Samen reprasentieren, sondern vielmehr sich
entwickelnde Keimlinge. Wesentliche Kennzeichen eines Samens im Entwicklungs-
zustand der Keimung sind eine erhdohte Respirationsrate, sowie die Mobilisierung der
Speicherstoffe. Diese physiologischen Prozesse sollten somit eine Auswirkung auf
die Konzentration der Aroma-Vorstufen haben - und damit auch auf die Kaffeequali-
tat. Entsprechend scheinen vorhandene Diskrepanzen (Vincent et al., 1979) zwi-
schen unterschiedlich aufbereiteten Rohkaffees die Folge distinkter Entwicklungssta-
dien im Verlauf der Kaffee-Samenkeimung zu sein, da die verschiedenartigen Aufbe-
reitungsprozeduren geeignet sind, die Keimung in unterschiedlichem Ausmal} zu be-
einflussen (Bytof et al., 2000).

Unter Berucksichtigung dieser physiologischen und biochemischen Vorgange, die in
der lebenden Kaffeebohne wahrend der Nachernte-Behandlung stattfinden, scheint
eine Auswirkung der technologisch unterschiedlichen Aufbereitungen von Rohkaffee
auf die Aromaqualitat des Kaffees als sehr wahrscheinlich. In Verbindung mit der
Feststellung, dass die nasse Aufbereitung das Kaffeearoma positiv beeinflussen soll
(llly und Viani, 1995), ware auch eine Verbesserung der trockenen Aufbereitung von
Interesse, um die Qualitat solcher Art hergestellter Rohkaffeebohnen zu steigern. Zu
diesem Zweck ist es jedoch notwendig, die genauen Auswirkungen und Ursachen
der Qualitatsunterschiede zu kennen, d.h., die flr einen Unterschied verantwortlichen

Aromakomponenten.

Um diese Kenntnisse zu erlangen, sollen in dieser Arbeit die Qualitatsunterschiede
von kontrolliert aufbereiteten Kaffeeproben aus unterschiedlichen Nacherntebehand-
lungen sowohl bei Rohkaffee als auch bei Rdstkaffee (nach aquivalenter Réstung)
bzw. dem Kaffeegetrank sensorisch und anhand von qualitativen und quantitativen

Untersuchungen der Aroma-Impakt-Verbindungen objektiviert werden. Fur ein besse-
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res Verstandnis der Veranderungen wahrend der Aufbereitung sollten dabei auch
Untersuchungen an unbehandeltem, d.h. nicht getrocknetem Rohkaffee und an bei

der Aufbereitung ausgesonderten Kaffeebohnen vorgenommen werden.

Im Weiteren sollte im Zusammenhang mit der genannten Problematik die Verwend-
barkeit der kurzlich in der Analytik flichtiger Verbindungen eingefuhrten Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE) in Verbindung mit der Aromastoffanalytik, im speziellen
der Isotopenverdiinnungsanalyse, getestet werden (vgl. 3.9). Diese Methode, deren
Prinzip auf einer absorptiven Extraktion der zu untersuchenden Verbindungen an ei-
ne Polydimethylsiloxan-Phase (PDMS) beruht, sollte zur Quantifizierung von Aroma-
stoffen im Kaffeegetrank genutzt werden kénnen, um Unterschiede schnell, einfach

und I6sungsmittelfrei an grélReren Probenmengen nachzuweisen.

-28 -



2.1 Rohkaffee

2 Ergebnisse

Um die Unterschiede im Aroma von nass und trocken aufbereitetem Kaffee zu relati-
vieren und die Entstehung bzw. Veranderung von Aromastoffen im Verlauf der Kaf-
feeverarbeitung zu verfolgen, wurde aus einer Kaffeecharge jeweils nass und trocken
aufbereiteter Rohkaffee, Rostkaffee und Kaffeegetrank hergestellt. Alle Proben wur-
den durch Anwendung von sensorischen Methoden, vergleichenden Aromaverdun-
nungstechniken und der Bestimmung quantitativer Daten von Aroma-Impakt-Verbin-
dungen charakterisiert und die ermittelten Ergebnisse miteinander verglichen. Fur
weitere Erkenntnisse Uber die Herkunft der in der Aufbereitung beruhenden Differen-
zen des Kaffeearomas wurde auch ein unbehandelter, d.h. weder nass noch trocken

aufbereiteter Kaffee in die Untersuchungen mit einbezogen.

Alle angegebenen Daten beziehen sich dabei, falls nicht anders vermerkt, auf die
hauptsachlich als Untersuchungsmaterial verwendeten Kaffeekirschen des Jahres
2001 aus Peru, die zu unbehandeltem Rohkaffee (Peru 2001 Ub) verarbeitet, sowie
kontrolliert nass bzw. trocken aufbereitet (Peru 2001) und anschlie3end aquivalent
gerostet wurden. Weitere Chargen aus den Jahren 2000 und 2001 von nass und tro-
cken aufbereitetem Kaffee aus Brasilien (Brasilien 2000 bzw. Brasilien 2001) stan-

den zur Verifizierung der ermittelten Ergebnisse zur Verfugung.

2.1 Aromastoffe in Rohkaffee verschiedener technologischer
Aufbereitung

211 Sensorische Beurteilung

Am Beginn der Arbeiten wurden Dreiecksprifungen durchgefihrt, um die Unter-
scheidbarkeit der verschiedenem Aufbereitungen des Kaffees zu uberprufen. Zur
Konkretisierung eines moglichen Aromaunterschieds wurden anschliefend Aroma-

profile der einzelnen Aufbereitungen erstellt und diese miteinander verglichen.

Prifung auf Unterscheidbarkeit

Die sensorische Prufung auf Unterscheidbarkeit wurde mit Hilfe von Dreiecksprifun-

gen (Triangel-Tests) durchgeflihrt. Das Sensorik-Panel musste dabei in jeweils zwei
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voneinander unabhangigen Versuchsreihen an unterschiedlichen Tagen nach der
.Forced-Choice-Technik® die abweichende nass bzw. trocken aufbereitete Probe un-
ter zwei jeweils trocken bzw. nass aufbereiteten Proben erkennen. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Ergebnisse von Triangel-Tests mit nass gegenlber trocken aufbereitetem
Rohkaffee aus Peru und Brasilien.

Rohkaffee ? Teilnehmer Richtig Falsch Signifikanz
Peru 2001 12 12 0 hoch signifikant, a < 0,001
Brasilien 2000 10 10 0 hoch signifikant, a < 0,001

@ Angegebene Daten entstammen jeweils zwei voneinander unabhéngigen Versuchsreihen, die an unterschiedli-
chen Tagen durchgeflhrt wurden.

Sowohl nass und trocken aufbereitete Kaffees aus Peru, sowie auch aus Brasilien,
konnten hoch signifikant (a < 0,001) voneinander unterschieden werden, wobei die
jeweils abweichende Probe von allen Teilnehmern richtig erkannt und die Abwei-
chung als ,sehr deutlich beschrieben wurde. Die Unterscheidbarkeit war damit fur
Rohkaffee verschiedener technologischer Aufbereitung auch in verschiedenen Pro-

ben gegeben.

Eine Unterscheidung von unbehandeltem gegeniber nass oder trocken aufbereite-
tem Rohkaffee konnte aufgrund der geringen Menge an unbehandeltem Probenma-

terial nicht im Triangel-Test Uberprift werden.

Aromaprofilanalyse

Fur die Aromaprofilanalyse der unterschiedlich aufbereiteten Rohkaffees fertigte das
Sensorik-Panel im Vorfeld eine Stoffsammlung an, die alle von den 12 Teilnehmern
in den Proben detektierten Aromaqualitaten umfasste. Alle mehrfach genannten Ge-
ruchseindricke wurden anschliefiend mit Vergleichsaromastoffen korreliert und zur
Erstellung des Aromaprofils in ihrer Intensitat bewertet (Tabelle 8), wobei die Refe-

renzverbindungen bei der Bewertung als Vergleiche zur Verfligung standen.
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Tabelle 8: Intensitaten einzelner Aromaqualitdten in Rohkaffee (Peru 2001) verschiede-
ner technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt
(Ub), unter Angabe der jeweiligen Referenzverbindung oder -substanz.

Aromagqualitat Na Tr Ub Referenzverbindung
fruchtig 0,22 1,8 0,6 2-Methylbutansaureethylester
nach Essig 0,1 1,8 0,5 Ethansaure

nach Honig 0,2 1,0 0,5 Phenylacetaldehyd

malzig 0,7 1,3 0,8 2-Methylbutanal

nach Kakao 0,2 1,3 0,4 Kakaobohnen

nach Gras 1,3 1,1 1,7 Hexanal

nach Paprika 1,8 1,2 21 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin
heuartig 1,7 1,1 1,5 Heu

erdig 0,9 0,5 0,9 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin
citrusartig 0,4 1,0 0,3 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol
schweildig 0,2 0,5 0,5 3-Methylbutansaure

& Durchschnittliche Intensitét auf einer Skala zwischen 0 (nicht wahrnehmbar) und 3 (stark wahrnehmbar).

Im Aromaprofil des nass aufbereiteten Rohkaffees traten besonders die paprika-,
gras- und heuartige Note mit durchschnittlichen Intensitaten von 1,3 bis 1,8 hervor.
Eine malzige und eine erdige Note war mit 0,7 bzw. 0,9 noch sehr schwach wahr-
nehmbar, wahrend alle anderen Aromaeindriicke vom Sensorik-Panel kaum oder gar

nicht detektiert werden konnten (kleiner 0,5).

Im Gegensatz dazu dominierten im trocken aufbereiteten Rohkaffee die Aromaquali-
taten ,fruchtig” und ,nach Essig“ mit einer Intensitat von 1,8. Auch die Geruchsein-
drucke ,citrusartig“ (1,0), ,nach Honig“ (1,0) ,malzig“ (1,3) und ,nach Kakao® (1,3) wa-
ren gut wahrzunehmen und bestimmten den Gesamtaromaeindruck mehr als die
paprika-, gras- und heuartige Note, die im Vergleich zu nass aufbereitetem Rohkaf-
fee um bis zu 36 % schwacher bewertet wurde. Ebenso war ein erdiger Geruchsein-
druck kaum mehr zu detektieren, wogegen eine schwache schweilige Note (0,5)

festgestellt werden konnte.

Der unbehandelte Rohkaffee entsprach gréflitenteils dem nass aufbereiteten Rohkaf-
fee, wobei gras- (1,7) und paprikaartig (2,1) gegenuber der heuartigen Note (1,5)
noch starker zum Vorschein kam. Die Aromaqualitaten ,fruchtig und ,nach Essig"

traten nicht deutlich auf.
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Im Gesamtbild konnten die drei Proben gut voneinander unterschieden werden
(Abbildung 8), wobei sich trocken aufbereiteter Rohkaffee durch sein fruchtiges, es-
sig- und kakaoartiges Aroma deutlich vom heuartigen, nass aufbereiteten und dem

ahnlich, aber mehr nach Gras riechenden, unbehandelten Rohkaffee abhob.

fruchtig

nach Paprika nach Gras

Abbildung 8:  Aromaprofilanalysen von Rohkaffee (Peru 2001) verschiedener technologi-
scher Aufbereitung: nass (wmm ), trocken (== ) und unbehandelt (-~ ).

21.2 Vergleichende Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Um die in den Aromaprofilen festgestellten sensorischen Unterschiede auf eine sub-
stanzspezifische Basis zu bringen, wurden mit den Gesamtfraktionen der Aromaex-
trakte des Rohkaffees parallel Aromaextraktverdiinnungsanalysen durchgefihrt, wo-
bei die Ergebnisse der einzelnen Analysen auf den verwendeten unterschiedlichen
Kapillarsaulen (DB-FFAP und DB-5) anschlielend jeweils miteinander vereint wur-
den. Die in Tabelle 9 angegebenen Verbindungen konnten dabei durch Vergleich mit

Referenzverbindungen anhand ihrer Retentionsindices (RI) auf zwei Kapillarsaulen
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unterschiedlicher Polaritat, inrer Geruchsqualitat und Massenspektren (MS-EI bzw.
MS-CI) identifiziert werden.

Tabelle 9: Aromastoffe mit hohen FD-Faktoren (= 8) in Rohkaffee (Peru 2001) verschie-
dener technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt

(Ub).

N Verbindung RI auf Geruchs- FD-Faktor ¢ in
FFAP DB-5 Qqualitat Na Tr Ub

1 2-Methylpropansaureethylester 965 748 fruchtig <1 64 2
2 2,3-Butandion 977 <600 nach Butter 4 8 4
3 Unbekannt 1020 740 malzig 4 16 8
4 2-Methylbutansaureethylester 1048 851 fruchtig 1 128 4
5 3-Methylbutansaureethylester 1065 851 fruchtig 1 128 8
6 Hexanal 1081 800 nach Gras 32 16 16
7 Unbekannt - 900 fruchtig <1 8 2
8 3-Methylpentansaureethylester 1183 960 fruchtig <1 8 <1
9 1-Octen-3-on 1300 975 nach Pilz 32 16 32
10 3-Isopropyl-2-methoxypyrazin 1428 1094 grun 64 128 64
11 2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin 1430 1056 erdig 64 128 128
12 Ethansaure 1448 628 nach Essig <1 32 <1
15 Eenerento) uor wa  [EROBEN 4 oo
14 (Z)-2-Nonenal ® 1495 1148 fettig, griin 1 1 8
15 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 1521 1188 nach Paprika 128 256 256
16 (E)-2-Nonenal 1535 1158 fettig, grun 8 8 4
17 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 1545 1100 citrusartig <1 8 <1
18 (E,Z)-2,6-Nonadienal 1586 1150 nach Gurke 8 8 8
19 Phenylacetaldehyd 1646 1040 nach Honig 4 4 64
20 2-/3-Methylbutansaure 1667 865 schweillig 4 4 32
21 Unbekannt 1718 1241 nach Anis 8 8 4
22 Unbekannt 1718 1312 nach Anis 16 16 8
23 (E)-R-Damascenon ° 1821 1385 ;‘eanihA%‘?;OCh' 16 32 2

24 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 2596 1396 nach Vanille 1 1 8

@ Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Kapillarsdulen, MS-El und der Geruchsqualitat.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich ihrer Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Ka-
pillarsdulen und ihrer Geruchsqualitdten mit identischen Referenzverbindungen identifiziert.

¢ wie b, zusatzlich MS-CI.

4 Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, aufgefiihrt sind Verbindungen, die einen FD
von 8 in mindestens einer Probe aufwiesen.
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Als Ergebnis wurden bei der Aromaextraktverdinnungsanalyse von nass aufbereite-
tem Rohkaffee zehn Substanzen mit hohen FD-Faktoren (= 8) detektiert. Den hochs-
ten FD-Faktor wies 3-lIsopropyl-2-methoxypyrazin auf, dessen intensiver Geruch
nach Paprika sich fur den nass aufbereitetem Rohkaffee als charakteristisch zeigte.
Bei den anderen Substanzen handelte es sich hauptsachlich um Verbindungen mit
grunem (3-Isopropyl-2-methoxypyrazin), gras- (Hexanal), gurken- ((E,Z)-2,6-Nonadi-
enal) oder paprikaartigem (3-Isobutyl-2-methoxypyrazin) Geruchseindruck. Weitere
wichtige Aromanoten waren eine erdige (2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin) und eine
nach Pilz (1-Octen-3-on) riechende, sowie in schwacherem Malle zwei unbekannten

anisartigen Verbindungen (21, 22) und (E)-R-Damascenon.

Auch im trocken aufbereiteten Rohkaffee konnten alle, schon im entsprechend nass
aufbereiteten Rohkaffee mit hohen FD-Faktoren detektierten Verbindungen mit ahnli-
chen Intensitaten ermittelt werden. Abweichungen betrugen dabei hdchstens eine
Verdlinnungsstufe. Zusatzlich stachen jedoch weitere Verbindungen mit hohen FD-
Faktoren (= 8) hervor, wie eine Reihe fruchtig riechender Ester, darunter 2-
Methylpropansaureethylester, 2- und 3-Methylbutansaureethylester, sowie Ethan-

saure (nach Essig) und das citrusartige 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol.

Der unbehandelte Rohkaffee entsprach in seinen Geruchseindriicken und deren In-
tensitaten im Grof3en und Ganzen dem nass aufbereiteten Rohkaffee. Die fur den
trocken aufbereiteten Rohkaffee typischen fruchtigen Verbindungen, sowie Ethan-
saure, konnten nur sehr schwach oder gar nicht detektiert werden. Im Gegensatz zu
den beiden Aufbereitungen wiesen jedoch das honigartige Phenylacetaldehyd, die
schweilBige 2-/3-Methylbutansaure und vor allem das nach gekochter Kartoffel rie-
chende 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd hohe Intensitaten auf, wahrend (E)-3-
Damascenon kaum zu detektieren war. Insgesamt konnte also auch der unbehandel-
te Rohkaffee mit Hilfe der Aromaextraktverdiinnungsanalyse gut von den beiden

Aufbereitungen unterschieden werden.
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21.3 Vergleichende Headspaceverdiinnungsanalyse

In Erganzung zu den Aromaextraktverdinnungsanalysen wurden Headspaceverdun-
nungsanalysen durchgefuhrt, um mdgliche Unterschiede zwischen leichtfluchtigen
geruchsaktiven Verbindungen zu ermitteln, die bei der AEVA nicht erfasst wurden.
Die Identifizierung der detektierten Verbindungen erfolgte dabei ebenfalls durch Ver-
gleich mit Referenzverbindungen anhand ihrer Retentionsindices (RI), ihrer Ge-
ruchsqualitat und Massenspektren (MS-CI).

Die Ergebnisse (Tabelle 10) zeigten, dass im Vergleich zur AEVA keine weiteren ge-
ruchsaktiven, leichtfluchtigen Substanzen ermittelt werden konnten. Die mit hohen
FD-Faktoren (> 8) detektierten Verbindungen bestatigten jedoch die bei der AEVA
gefundenen Unterschiede sehr eindeutig. So wurden ausschlieBlich im trocken auf-
bereiteten Kaffee die fruchtig riechenden Ester 2- und 3-Methylbutansaureethylester,
so wie 2-Methylpropansaureethylester und im unbehandelten Rohkaffee das nach
gekochter Kartoffel riechende 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd gefunden, jeweils
mit hohen Intensitaten, wahrend 3-lsopropyl-2-methoxypyrazin (grtiin) oder 1-Octen-

3-on (nach Pilz) keine Unterschiede in den ermittelten FD-Faktoren aufwiesen.

Tabelle 10:  Wichtige, leichtflichtige Aromastoffe in Rohkaffee (Peru 2001) verschiedener
technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt (Ub).

RI auf FD-Faktor ° in

Nr.2 Verbindung ® Gerult':ti.l:-
RTX-5, 60 m qualita Na Tr Ub
1 2-Methylpropansaureethylester 748 fruchtig <1 32 <A1
4 2-Methylbutansaureethylester 841 fruchtig <1 64 <1
5 3-Methylbutansaureethylester 850 fruchtig <1 64 <1

3-(Methylmercapto)- nach gekoch-

13 propionaldehyd 906 ter Kartoffel <1 <1 64
9 1-Octen-3-on 975 nach Pilz 8 8 8
10 3-Isopropyl-2-methoxypyrazin 1094 grin 64 64 64

@ Die Nummern beziehen sich auf Tabelle 9.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf der in der Tabelle angegebenen Kapillarsdule, MS-Cl und der Geruchsqualitat.

¢ Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, erhalten durch Division des gréRten analy-
sierten Headspace-Volumens von 20 ml durch das kleinste, in dem der Aromastoff bei der HRGC/O noch detek-
tiert werden konnte. Aufgefiihrt sind Verbindungen, die einen FD von 8 in mindestens einer Probe aufwiesen.
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21.4 Quantitative Bestimmung ausgewahlter Aromastoffe

Um die bei der Aromaextraktverdinnungsanalyse ermittelten Unterschiede quantita-
tiv zu belegen, wurden fur die quantitative Bestimmung mittels Isotopenverdin-
nungsanalyse alle aromaaktiven Substanzen ausgewahlt, die bei der vergleichenden
AEVA Unterschiede aufwiesen, sowie zusatzlich die Streckeraldehyde 2-Methyl-
propanal und 2- und 3-Methylbutanal, die in Anbetracht ihrer Bedeutung fur das
Rostkaffeearoma und der deutlich erhdhten FD-Faktoren von 3-(Methylmercapto)-
propionaldehyd und Phenylacetaldehyd in der unbehandelten Probe auf eine maogli-

che Korrelation hin untersucht wurden.

Die Analyse von nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee (Tabelle 11) ergab Ge-
halte von 27 ug pro Kilogramm trocken aufbereitetem Rohkaffee (berechnet auf die
Trockenmasse) flr 2-Methylpropansaureethylester, 59 ug / kg fur 2- und 287 ug / kg
fur 3-Methylbutansaureethylester, die damit um den Faktor 30-300 in Bezug auf die
unterhalb der Bestimmungsgrenze von 1,0 ug / kg liegenden Esterkonzentrationen

im nass aufbereiteten Rohkaffee erhoht waren.

Tabelle 11: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen in Rohkaffee (Peru 2001)
verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und un-

behandelt (Ub).
Gehalt in pg/kg Rohkaffee ?
Verbindung

Na Tr Ub
2-Methylpropansaureethylester <1,0 26,7 <1,0
2-Methylbutansaureethylester <1,0 59,2 <1,0
3-Methylbutansaureethylester <1,0 287 2,2
Ethansaure 5.870 600.000 18.100
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 4,8 3,0 87,3
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 29,3 49,8 38,2
Phenylacetaldehyd 62,0 42,3 1.051
2-/3-Methylbutansaure 533 1.273 6.743
(E)-R-Damascenon 0,9 1,4 <0,5
2-Methylpropanal 1.127 1.402 1.841
2-Methylbutanal 432 568 731
3-Methylbutanal 280 244 421

% Die angegebenen Werte sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und beziehen sich auf das Trockengewicht.
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Ebenso betrug der Gehalt an Ethansaure mit 600 mg / kg das 100-fache der Ethan-
saurekonzentration bei nass aufbereitetem Rohkaffee, wahrend z.B. 3-Isobutyl-2-
methoxypyrazin als bedeutendste Aromakomponente von Rohkaffee keine gréReren

Konzentrationsunterschiede in den unterschiedlich aufbereiteten Rohkaffees zeigte.

Der unbehandelte Rohkaffee, der in Bezug auf die Gehalte an Estern und Ethansau-
re dem nass aufbereiteten Rohkaffee entsprach, hob sich dagegen durch hohe Ge-
halte an 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd (87,3 ug / kg), Phenylacetaldehyd (1051
Mg / kg) und 2-/3-Methylbutansaure (6743 pg / kg) ab, die damit um das gut 20- bzw.
6 bis 10fache fur 2-/3-Methylbutansaure Uber den ermittelten Werten in den beiden
aufbereiteten Rohkaffees lagen. Die Gehalte der zusatzlich untersuchten Streckeral-
dehyde 2-Methylpropanal und 2- und 3-Methylbutanal waren im unbehandelten Roh-

kaffee gegenuber den aufbereiteten Rohkaffees nur leicht erhoht.

215 ,Floaters“ und unreife Kirschen

Bei der nassen Aufbereitung von Rohkaffee werden an verschiedenen Stellen des
Prozesses sogenannte ,Fehlbohnen“ aussortiert, die bei einer trockenen Aufberei-
tung oft im Rohkaffee verbleiben. Darunter fallen ,Floaters®, auch ,Boias“ genannt,
rohe Kaffeebohnen, die anhand ihres spezifischen Gewichtes im Wasserbad aussor-
tiert werden, und unreife Kirschen, ,Verde®, die aufgrund ihrer Festigkeit bei der Ent-
pulpung einen Rost nicht passieren konnen. Beide Produkte wurden bei der Aufbe-
reitung eines brasilianischen Rohkaffees aus dem Jahr 2002 (Brasilien 2002) ent-
nommen, im weiteren trocken aufbereitet und in dieser Arbeit untersucht, um Ruck-
schlisse zum Einfluss der Sortierungsschritte und damit den moéglichen Einfluss die-
ser Fehlbohnen auf den Estergehalt des trocken aufbereiteten Rohkaffees ziehen zu

konnen.

Aromaprofilanalyse

Von beiden Rohkaffeeprodukten wurde ein Aromaprofil nach denselben Kriterien er-
stellt, die bereits fur die Aromaprofilanalyse des Rohkaffees unterschiedlicher tech-
nologischer Aufbereitung (vgl. 2.1.1) angewendet wurden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 12 und Abbildung 9 dargestellit.
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Tabelle 12:

Intensitaten einzelner Aromaqualitdten in Rohkaffee (Brasilien 2002) ver-
schiedener Aussortierung bei der technologischen Aufbereitung: ,Floaters®
und ,Verde®, unter Angabe der jeweiligen Referenzverbindung oder -substanz.

Aromaqualitat ,Floaters* ,sverde“ Referenzverbindung
fruchtig 0,72 1,5 2-Methylbutansaureethylester
nach Essig 0,3 1,0 Ethansaure

nach Honig 0,6 0,8 Phenylacetaldehyd

malzig 1,3 0,8 2-Methylbutanal

nach Kakao 0,9 0,4 Kakaobohnen

nach Gras 1,0 1,7 Hexanal

nach Paprika 1,8 1,6 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin
heuartig 1,3 1,7 Heu

erdig 1,5 1,0 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin
citrusartig 0,2 0,8 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol
schweildig 0,4 0,5 3-Methylbutansaure

2 Durchschnittliche Intensitat auf einer Skala zwischen 0 (nicht wahrnehmbar) und 3 (stark wahrnehmbar).

fruchtig

nach Paprika

=

/

nach Kakao

nach Gras

Abbildung 9: Aromaprofilanalyse von Rohkaffee: ,Floaters® (mmm) und ,Verde® (msm).
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Aus den Ergebnissen war ersichtlich, dass in den ,Floatern® die Aromaqualitaten
»hach Paprika“, ,erdig“, ,heuartig“ und ,malzig“ mit einer durchschnittlichen Intensitat
von 1,3-1,8 dominierten. Auch die Geruchseindricke ,nach Gras“ (1,0) und ,nach
Kakao® (0,9) konnten noch gut wahrgenommen werden, wahrend eine fruchtige Note
(0,7) nur sehr schwach zu erkennen war. Insgesamt ahnelte das Aromaprofil damit
dem des nass aufbereiteten Rohkaffees mit Ausnahme der deutlich starkeren erdi-

gen und malzigen Geruchseindriicke.

Im Aromaprofil der unreifen Bohnen traten sowohl die paprika-, gras- und heuartige
Note mit durchschnittlichen Intensitaten zwischen 1,6 und 1,7 hervor, als auch eine
deutlich fruchtige Note (1,5). Diese erinnerte in Kombination mit einem essigsauren
(1,0) und leicht citrusartigen (0,8) Geruchseindruck an das Aromaprofil des trocken
aufbereiteten Rohkaffees, auch wenn bei den unreifen Bohnen eine starker erdige

(1,0) und keine kakaoartige Note (0,4) vorhanden war.

Quantitative Daten

Da im Aromaprofil der unreifen Bohnen (,Verde®), sowie in geringem Umfang in dem
der ,Floater”, ein fruchtiger Geruchseindruck aufgefallen war, wurden in beiden Pro-
ben die Ester 2-Methylpropansaureethylester und 2- und 3-Methylbutansaureethyl-
ester quantifiziert (Tabelle 13).

Tabelle 13: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen in Rohkaffee (Brasilien
2002) verschiedener Aussortierung bei der technologischen Aufbereitung:
,Floaters“ und ,Verde“.

Gehalt in pg/kg Rohkaffee ®

Verbindung
,Floaters* sverde
2-Methylpropansaureethylester 1,5 5,4
2-Methylbutansaureethylester 3,7 28,9
3-Methylbutansaureethylester 7,5 130,4

? Die angegebenen Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung und beziehen sich auf das Trockengewicht.

Dabei ergaben sich unter anderem mit 130 yg / kg Rohkaffee fur 3-Methylbutan-

saureethylester hohe Estergehalte in den unreifen Bohnen, die jedoch deutlich un-
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terhalb der Werte des trocken aufbereiteten Rohkaffees lagen, wahrend die ,Floater®

nur sehr geringe Esterkonzentrationen aufwiesen.
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2.2 Aromastoffe in Rostkaffee verschiedener technologischer
Aufbereitung

Entsprechend dem Rohkaffee wurde nass und trocken aufbereiteter Rostkaffee be-
zuglich seiner Aromaqualitat auf Unterschiede untersucht, wobei es galt, einerseits
die bereits im Rohkaffee bestehenden Unterschiede und ihren Einfluss auf das Rost-
kaffeearoma, andererseits durch die Rostung moglicherweise neu entstandene Aro-

maunterschiede zu berucksichtigen.

221 Réstung

Wegen des grof3en Einflusses der Rostung auf das Rostkaffeearoma war der wich-
tigste Punkt vor Beginn der Untersuchungen am Rdstkaffee, eine einheitliche Ros-
tung der unterschiedlich aufbereiteten Rohkaffees zu gewahrleisten. Dazu wurde der
Roéstprozess auf einem Probenrdster optimiert und ein Verfahren zur Bestimmung

der Aquivalenz verschiedener Réstchargen eingefiihrt.

2.2.1.1 Roéstbedingungen und Rostverlauf

Da das authentische Rohkaffee-Material nur in relativ geringen Mengen zur Verfu-
gung gestellt werden konnte, musste in Vorversuchen zunachst die Rostung, die mit
einem Probenroster (100 g Rohkaffee) durchgefuhrt wurde, an industrielle Verfahren
angenahert werden. Dazu wurde ein Rohkaffee des Handels unter verschiedenen
Bedingungen gerdstet. Als optimal, bewertet als Gesamtaromaprofil, erwies sich da-
bei eine Rostzeit von sieben Minuten bei einer Starttemperatur von 330 °F, wobei
nach funf Minuten die Luftzufuhr erhdht wurde, um eine zu schnelle Uberréstung zu
verhindern. Weitere Parameter der Rostung sind im experimentellen Teil (vgl. 3.1.2),

der Temperaturverlauf bei der Rostung in Abbildung 10 dargestellt.

Die Temperatur fiel dabei zu Beginn der Rdstung durch Einbringung des kalten Pro-
benmaterials stark ab, durchlief wahrend der Aufheizphase der Bohnen ein flaches
Tal und erreichte mit zunehmender Steigung schlie3lich die Endtemperatur der Ros-
tung. Der kurzzeitige Abfall der Temperatur bei funf Minuten und die daraus resultie-

rende Verzdgerung sind auf die Erhéhung der Luftzufuhr zurickzuflhren.
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Abbildung 10: Temperaturverlauf bei der Réstung von 100 g Rohkaffee auf einem Pro-
benréster Probat BRZ 4

Alle auf dem Probenroster gerdsteten Rohkaffees (mit Ausnahme des unbehandelten
Rohkaffees) konnten unter Anwendung genannter Rostbedingungen aquivalent ge-
rostet werden, der erreichte Einbrand betrug bei den unterschiedlich aufbereiteten

brasilianischen Kaffees jeweils 12,8 £ 0,1 %.

FUr den unbehandelten Kaffee Peru 2001 Ub waren aufgrund des hohen Wasserge-
halts (34 %) bei sonst gleichen Bedingungen deutlich langere Rdstzeiten (14 min)
notig. Erst durch eine schonende Anpassung des Wassergehalts auf 12 % mittels
Gefriertrocknung konnte die Rdéstung unter vergleichbaren Bedingungen durchge-

fihrt werden.

-42 -



2.2 Rostkaffee

2212 Farbmessung zur Bestimmung des Rostgrades

Um die Aquivalenz zweier Rdstungen zu Uberpriifen und die Kaffeeréstung reprodu-
zierbar zu machen, wurde ein Verfahren zur optischen Bestimmung des Rdstgrades,
der durch die Farbtonung der Kaffeebohnen charakterisiert wird, entwickelt, wobei
mittels Flachbettscanner der Rotanteil gegen einen Standard im Dreibereichsverfah-
ren gemessen (Abbildung 11) und dieser zum Einbrand ins Verhaltnis gesetzt wurde.
Die aus dem fir die Vorversuche verwendeten Rohkaffee (Handelsware) erhaltenen
Daten sind in Abbildung 12 dargestellt und zeigen einen linearen Zusammenhang,
wobei jeder Kaffee je nach Herkunft, Art, Sorte und Wassergehalt jedoch eine indivi-
duelle Geradengleichung aufwies. Durch die gegebene Linearitat eignete sich der

Einbrand auch als gute Vorpriifung auf Aquivalenz.

Abbildung 11: Scan zur Bestimmung des Rotanteils einer Kaffeeprobe
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0,800 \!\
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Abbildung 12: Verhaltnis zwischen Einbrand und Rotanteil im Rostkaffeepulver
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Der auf dem Probenroster gerostete brasilianische Kaffee konnte im Vergleich mit
Industriekaffees anhand der Toénung als Produkt mit mittlerem Rostgrad eingestuft
werden (Rotanteil 0,58, Vierfachbestimmung). Die industriell gerésteten Proben wie-
sen eine etwas gleichmalligere Braunung, jedoch eine hellere Ténung auf, waren al-
so etwas schwacher gerostet, wurden aber ebenfalls noch zu den mittleren Rostgra-
den gezahlt (Rotanteil 0,75, Vierfachbestimmung). In allen Fallen war es moglich, die

Ubereinstimmung vergleichender Réstungen eindeutig nachzuweisen.

Zur Bestimmung der Réstungs-Aquivalenz von nass und trocken aufbereitetem
Rostkaffee Peru 2001 konnte zusatzlich ein Gerat, das nach dem Spektralbereichs-
verfahren und DIN-Norm arbeitet, verwendet werden. Die durch Dreifachbestimmung
ermittelten Werte (Tabelle 14) waren dabei gut reproduzierbar und wiesen nur eine
geringe Standardabweichung (< 0,5) auf. Auffallig ist dabei, dass besonders die Hel-
ligkeit (L), sowie die Rot-Grun-Verschiebung (a) nahezu identisch waren. Nur die
Blau-Gelb-Verschiebung (b) differierte leicht, was sich auf die Gesamtverschiebung

(C) und den dazugehorigen Verschiebungswinkel (hap) auswirkte.

Tabelle 14: Farbverschiebungswerte (CIE —L*a*b nach DIN 6174) nach dem Spektralbe-
reichsverfahren (d/8° nach DIN 5033) von Roéstkaffee (Peru 2001) verschiede-
ner technologischer Aufbereitung: nass (Na) und trocken (Tr).

Standardwerte Symbol Einheit Na Tr
Helligkeit L [%] 24,83 24,00
Rot-Grun-Verschiebung a [%] 10,95 10,02
Blau-Gelb-Verschiebung b [%] 19,15 16,34
Gesamtverschiebung C [%] 22,06 19,17
Verschiebungswinkel hab [°] 60,24 58,48
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2.2.2 Sensorische Beurteilung

Zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit der verschieden aufbereiteten Rostkaffees,
wurden wie bereits beim Rohkaffee zu Beginn der Untersuchungen Dreiecksprufun-
gen durchgefuhrt. Dabei wurden die Prufer diesmal gleichzeitig nach ihrem subjekti-
ven Eindruck Uber die Qualitat der Probe befragt (hedonische Prifung), um heraus-
zufinden, ob eine der Aufbereitungen ein besseres Aroma liefert. Anschliel3end wur-
den zur Konkretisierung eines moglichen Aromaunterschieds Aromaprofile der ein-

zelnen Aufbereitungen erstellt und diese miteinander verglichen.

Prifung auf Unterscheidbarkeit

Die in Tabelle 15 dargestellten Ergebnisse der sensorischen Prufung auf Unter-
scheidbarkeit wurden anhand von Dreiecksprufungen (Triangel-Tests) ermittelt. Das
Sensorik-Panel musste dabei in jeweils ein bis drei voneinander unabhangigen Ver-
suchsreihen an unterschiedlichen Tagen nach der ,Forced-Choice-Technik® die ab-
weichende nass bzw. trocken aufbereitete Probe unter zwei jeweils trocken bzw.

nass aufbereiteten erkennen.

Tabelle 15: Ergebnisse von Triangel-Tests mit nass gegenuber trocken aufbereitetem
Réstkaffee aus Peru und Brasilien.

Rostkaffee Teilnehmer Richtig Falsch Signifikanz
Peru 2001 ® 10 8 2 signifikant a < 0,01
Brasilien 2000 ° 11 11 0 hoch signifikant a < 0,001
Brasilien 2001 10 9 1 hoch signifikant a < 0,001

@ Angegebene Daten entstammen drei voneinander unabhangigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt wurden.

b Angegebene Daten entstammen zwei voneinander unabhangigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt wurden.

Sowohl nass und trocken aufbereitete Rostkaffees aus Peru als auch aus Brasilien,
konnten signifikant (a < 0,01) bis hoch signifikant (a < 0,01) unterschieden werden.
Die Unterscheidbarkeit von Kaffee verschiedener technologischer Aufbereitung blieb

damit auch nach der Rdstung in den verschiedenen Proben erhalten.
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Eine Unterscheidung der nass und trocken aufbereiteten Rostkaffees Brasilien 2001
konnte aufgrund der geringen Menge dieser Probe nur einmal im Triangel-Test

durchgefuhrt werden.

Hedonische Priifung

Bei der hedonischen Bewertung der Aromaqualitat aller bei den Dreieckspruifungen
mindestens signifikant unterschiedenen Proben (Tabelle 16) wurde trocken aufberei-
teter Rostkaffee von jeweils mindestens 75 % aller Beteiligten, die den Unterschied
richtig zugeordnet hatten, in dieser niedriger und damit als weniger angenehm einge-
stuft, wahrend die nass aufbereitete Probe subjektiv als besser bewertet wurde. Die-
se Einstufung stellte damit ebenfalls ein signifikantes Ergebnis dar, das sowohl fur

den Rostkaffee aus Peru als auch fur den aus Brasilien tibereinstimmend war.

Tabelle 16: Anzahl der Teilnehmer, die bei der Hedonischen Prifung zwischen nass (Na)
und trocken (Tr) aufbereitetem ROstkaffee das Gesamtaroma der entspre-
chenden Probe als hoher eingestuft haben.

Rostkaffee Teilnehmer Na Tr Signifikanz
Peru 2001 @ 8 7 1 hoch signifikant a < 0,001
Brasilien 2000 ° 11 9 2 hoch signifikant a < 0,001
Brasilien 2001 9 7 2 signifikant a < 0,01

& Angegebene Daten entstammen drei voneinander unabhangigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt wurden.

b Angegebene Daten entstammen zwei voneinander unabhangigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt wurden.

Aromaprofilanalyse

Fur die Aromaprofilanalyse der unterschiedlich aufbereiteten Rostkaffees wurde von
den 12 Teilnehmern des Sensorik-Panels eine Stoffsammlung aller in den Proben
detektierbaren Aromaqualitaten erstellt. Anschliefend wurden mehrfach genannte
Geruchseindricke mit Vergleichssubstanzen korreliert und zur Erstellung des Aro-
maprofils in ihrer Intensitat bewertet (Tabelle 17), wobei die Referenzverbindungen

bei der Bewertung als Vergleich zur Verfugung standen.
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Tabelle 17: Intensitaten einzelner Aromaqualitaten in Rdstkaffee (Peru 2001) verschiede-
ner technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt
(Ub), unter Angabe der jeweiligen Referenzverbindung.

Aromagqualitat Na Tr Ub Referenzverbindung

fruchtig 04° 1,5 0,5 2-Methylbutansaureethylester

nach Essig 0,4 0,7 0,4 Ethansaure

malzig 1,5 1,2 1,7 2-Methylbutanal

nach Karamell 1,4 1,2 1,2 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
nach Honig 0,8 1,1 0,6 Phenylacetaldehyd

nach Kaffee 2,7 21 2,7 2-Furfurylthiol

rostig / schweflig 2,3 1,5 2,0 3-Methyl-2-buten-1-thiol

erdig 1,7 1,6 1,7 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin

rauchig 1,0 1,0 1,3 2-Methoxyphenol

@ Durchschnittliche Intensitat auf einer Skala zwischen 0 (nicht wahrnehmbar) und 3 (stark wahrnehmbar).

Im Aromaprofil des nass aufbereiteten Rdstkaffees traten die kaffeeartige und eine
rostig/schweflige Note mit Intensitaten von 2,7 und 2,3 besonders stark hervor, be-
gleitet von deutlich wahrnehmbaren erdigen (1,7), malzigen (1,5) und karamellartigen
(1,4) Geruchseindricken, sowie einer schwacheren rauchigen (1,0) und honigartigen
(0,8) Note. Die Aromaeindricke ,fruchtig” und ,nach Essig“ konnten in dieser Probe

vom Sensorik-Panel nicht detektiert werden (kleiner 0,5).

Auch im trocken aufbereiteten Rostkaffee dominierte die Kaffeenote. Diese wurde je-
doch mit einer Intensitat von 2,1 deutlich schwacher als im nass aufbereiteten Rost-
kaffee bewertet, was im Besonderen auch auf die Aromaqualitaten ,rostig/schweflig*
mit nur mehr 1,5 und in geringerem Mal3e auf ,malzig“ und ,nach Karamell“ mit je 1,2
zutraf. Die erdigen (1,6), rauchigen (1,0) und honigartigen (1,1) Geruchseindricke
waren dagegen ahnlich intensiv, in letztem Fall sogar etwas starker wahrzunehmen.
Auffallig zeigte sich jedoch mit einer Intensitat von 1,5 eine deutlich zu detektierende

zusatzliche fruchtige und eine ganz schwache essigsaure Note (0,7).

Das Aromaprofil des unbehandelten Rostkaffees entsprach fast vollstandig dem des
nass aufbereiteten, wobei nur geringe Schwankungen bei einzelnen Geruchseindri-

cken zu verzeichnen waren, z.B. die leicht schwachere Wahrnehmung der rostig/
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schwefligen (2,0), karamellartigen (1,2) und honigartigen (0,6) Note, sowie eine leich-

te Intensivierung der rauchigen Aromaqualitat.

Im Gesamtbild (Abbildung 13) konnte der trocken aufbereitete Rdstkaffee durch sei-
ne fruchtige Aromaqualitat gut von den anderen beiden Proben unterschieden wer-

den.

fruchtig

nach Essig

erdig malzig

rostig/schweflig nach Karamell

nach Kaffee nach Honig

Abbildung 13: Aromaprofilanalyse von Rostkaffee verschiedener technologischer Aufbe-
reitung: nass (mmm), trocken (==) und unbehandelt (=).
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2.2.3 Vergleichende Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Fir ein Screening auf Unterschiede in den Aroma-Impakt-Verbindungen des Rdostkaf-
fees in Abhangigkeit vom Aufbereitungsverfahren wurden mit den Aromaextrakten
des RoOstkaffees parallel Aromaextraktverdinnungsanalysen durchgefuhrt. Dabei
wurden fur Peru 2001 und Peru 2001 UB die Gesamtfraktionen verwendet, die Ex-
trakte der brasilianischen Rostkaffees dagegen vor der Untersuchung in eine saure

und eine neutral-basische Fraktion aufgetrennt.

In allen Extrakten wurden die wichtigsten geruchsaktiven Verbindungen ermittelt und
strukturell durch Vergleich mit Referenzverbindungen anhand ihrer Retentionsindices
(RI) auf zwei Kapillarsdulen unterschiedlicher Polaritat, ihrer Geruchsqualitat und
Massenspektren (MS-EI bzw. MS-CI) identifiziert.

Bei der Aromaextraktverdinnungsanalyse von nass aufbereitetem Rdstkaffee (Peru
2001) wurden 23 Substanzen mit hohen FD-Faktoren (= 64) detektiert (Tabelle 18).
Den hdchsten FD-Faktor (2048) wiesen (E)-R-Damascenon (nach gekochtem Apfel)
und 2-Furfurylthiol (nach Kaffee) auf. Im Weiteren handelte es sich hauptsachlich um
erdig / rostige Pyrazine (wie z.B. 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin und 2,3-Diethyl-5-
methylpyrazin), wirzige (3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon) und karamellartige
(4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) Furanone, rauchig / phenolische und nel-
kenartige Phenole (2-Methoxyphenol, 4-Vinyl-2-methoxyphenol) und schweflige Ver-
bindungen (3-Methyl-2-buten-1-thiol), erganzt durch die schweillige 2-/ 3-Methylbu-
tansaure, das nach gekochter Kartoffel riechende 3-(Methylmercapto)-propional-
dehyd, sowie in schwacherem Malie von zwei butterartigen Dionen (2,3-Butandion,

2,3-Pentandion) und Ethansaure.

Auch im trocken aufbereiteten Rostkaffee wurden alle bereits im nass aufbereiteten
Rostkaffee detektierten Verbindungen wiedergefunden, bei den meisten Aromastof-
fen betrugen Abweichungen jedoch héchstens eine Verdiunnungsstufe. Hinzu kamen
jedoch die fruchtig riechenden Ester 2- und 3-Methylbutansaureethylester mit FD-
Faktoren von 64, die im nass aufbereiteten Rostkaffee nicht detektiert werden konn-
ten, sowie mit malzigem Geruch die Aldehyde 2- und 3-Methylbutanal und das citru-
sartige 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol, die in der nassen Aufbereitung jeweils um

zwei Verdinnungsstufen niedrigere FD-Faktoren aufwiesen.
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Tabelle 18: Aromastoffe mit hohen FD-Faktoren (= 64) in Rdstkaffee (Peru 2001) ver-
schiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbe-

handelt (Ub).

N Verbindung RI auf Geruchs- FD-Faktor % in
FFAP DB-5 Qqualitat Na Tr Ub
1 3-Methylbutanal ° - 651 malzig 32 128 128
2 2-Methylbutanal © - 662 malzig 16 64 32
3 2,3-Butandion 977 595 nach Butter 256 256 128
4 2-Methylbutansaureethylester 1048 851 fruchtig <1 64 <1
5 2,3-Pentandion 1059 696 nach Butter 64 32 64
6 3-Methylbutansaureethylester 1065 851 fruchtig <1 64 2
7 3-Methyl-2-buten-1-thiol 1105 815 schweflig 512 512 256
8 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 1439 1078 erdig, rostig 512 1024 512
9 2-Furfurylthiol © 1440 908 nach Kaffee 2048 2048 1024
10 Ethansaure 1448 628 nach Essig 64 64 32
11 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd © 1461 903 ?earcl?a%teokf(f)eclh_ 512 512 512
12 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 1487 1154 erdig, rostig 1024 512 1024
13  3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 1521 1188 nach Paprika 512 512 512
14 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 1545 1100 citrusartig 16 64 8
15 2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin 1554 1105 erdig, rostig 512 512 512
16 2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin 1588 1177 erdig, rostig 256 256 512
17 2-/3-Methylbutansaure 1667 865 schweillig 256 256 128
18 Unbekannt 1671 - nach Fleisch 64 64 64
19 Unbekannt 1757 1365 blumig, fruchtig 64 64 64
20 (E)-R-Damascenon ° 1821 1385 [‘earﬁhA%?:f’Ch‘ 2048 2048 1024
21 2-Methoxyphenol 1866 1088 phenolisch 512 512 256
22 4-Ethyl-2-methoxyphenol 2030 1285 sUR, phenolisch 512 512 256
23 ot o 2038 1064  nachKaramell 1024 1024 512
24 2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl- 2094 1144  nachKaramell 512 512 256

3(2H)-furanon °©
25 4-Vinyl-2-methoxyphenol 2200 1317 nach Nelke 1

3-Hydroxy-4,5-dimethyl-
2(5H)-furanon °
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-
2(5H)-furanon °

28 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 2596 1396 nach Vanille

26 2206 1105 wirzig 1

27 2275 1190  wiurzig

024 1024 512
024 512 256

64 64 64
64 64 64

# Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Kapillarsaulen, MS-El und der Geruchsqualitat.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich ihrer Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Ka-

pillarsaulen und ihrer Geruchsqualitdten mit identischen Referenzverbindungen identifiziert.
© wie b, zusatzlich MS-CI.

¢ Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, aufgefiinhrt sind Verbindungen, die einen FD

von 64 in mindestens einer Probe aufwiesen.
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2.2 Rostkaffee

Die Ergebnisse der Aromaextraktverdinnungsanalyse des unbehandelten Rostkaf-
fees wichen kaum von denen der aufbereiteten Proben ab, wobei die FD-Faktoren
durchschnittlich um eine Verdlinnungsstufe niedriger lagen. 2- und 3-Methylbutan-
saureethylester wurden auch im unbehandelten Kaffee nicht oder nur sehr schwach
detektiert, 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol entsprach in seinem FD-Faktor eher dem

des nass aufbereiteten Rostkaffees.

Auch bei den brasilianischen Rostkaffees wiesen die wichtigsten geruchsaktiven
Verbindungen keine Unterschiede zwischen nasser und trockener Aufbereitung in ih-
ren FD-Faktoren auf (Tabelle 19). Das Gesamtaromabild wandelte sich natirlich auf-
grund des unterschiedlichen Rohmaterials (Herkunftsland, Kaffeevarietat) gegenuber
dem Rostkaffee aus Peru, was besonders in den allgemein niedrigeren FD-Faktoren
der phenolischen Verbindungen und im Auftreten von 3-Isopropyl-2-methoxypyrazin
auffiel. 2- und 3-Methylbutansaureethylester waren aber wiederum nur in der trocken
aufbereiteten Probe zu detektieren. Die Methylbutanale fielen auf der hier aus-
schliel3lich verwendeten FFAP-Kapillarsdule mit dem Losungsmittel zusammen und
sind daher nicht aufgefuhrt, Ethansaure und 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol wiesen

nur sehr niedrige FD-Faktoren (< 16) auf.

Zusammenfassend zeigten auch diese Ergebnisse, dass 2- und 3-Methylbutansaure-
ethylester, die ausschlieRlich in der nass aufbereiteten Probe vorkamen, sowie die
leicht héheren FD-Faktoren von 2- und 3-Methylbutanal flr die Aromaunterschiede

der Proben verantwortlich sein sollten.

224 Vergleichende Headspaceverdiinnungsanalyse

Um mogliche Unterschiede zwischen nass und trocken aufbereitetem Rdstkaffee be-
zuglich der leichtflichtigen geruchsaktiven Verbindungen zu ermitteln, die bei der
AEVA nicht erfasst werden, wurden Headspaceverdinnungsanalysen (HVA) durch-
gefuhrt. Dabei wurden die wichtigsten geruchsaktiven Verbindungen ermittelt und
strukturell durch Vergleich mit Referenzverbindungen anhand ihrer Retentionsindices

(RI), ihrer Geruchsqualitat und Massenspektren (MS-CI) identifiziert.
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Tabelle 19: Aromastoffe mit hohen FD-Faktoren (= 128) in Rostkaffee (Brasilien 2000 und
2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und trocken

(Tr).
RI auf FD-Faktor ¢ in

Nr. © Verbindung * ——  Geruchs-
FFAP qualitat Na Tr Na Tr
2000 2000 2001 2001
3 2,3-Butandion 977 nach Butter 256 256 128 128
4 2-Methylbutansaureethylester 1048 fruchtig <1 64 <1 64
5 2,3-Pentandion 1059 nach Butter 128 256 64 64
6 3-Methylbutansaureethylester 1065 fruchtig <1 64 <1 64
7 3-Methyl-2-buten-1-thiol 1105 schweflig 256 256 256 256
33 3-Isopropyl-2-methoxypyrazin 1428 grin 128 64 64 128
9 2-Furfurylthiol 1440 nach Kaffee 1024 512 1024 1024
11 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd © 1461 1290 9%KOh" 4024 1024 512 512
12  2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 1487 erdig, rostig 512 512 512 512
13 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 1521 nach Paprika 256 256 256 256
15 2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin 1554 erdig, rostig 256 256 256 256
16 2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin 1588 erdig, rostig 256 256 256 256
29 Unbekannt 1629 erdig, rostig 64 64 64 128
17 2-/3-Methylbutanséaure 1667 schweillig 256 512 256 128
18 Unbekannt 1671 nach Fleisch 128 64 64 128
20 (E)-R-Damascenon ° 1821 t”ean‘;hA%?;OCh' 1024 1024 1024 2048
21  2-Methoxyphenol 1866 phenolisch 256 128 256 256
22 4-Ethyl-2-methoxyphenol 2030 suB, phenolisch 128 64 32 128

4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon °©

2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-
3(2H)-furanon °©

25 4-Vinyl-2-methoxyphenol 2200 nach Nelke 256 256 64 64
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-
2(5H)-furanon °©
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-
2(5H)-furanon °©

23 2038 nach Karamell 2048 2048 512 512

24 2094 nach Karamell 256 256 128 128

26 2206 wirzig 1024 1024 512 512

27 2275 wirzig 128 256 128 64

% Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Kapillarsdulen, MS-El und der Geruchsqualitat.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich ihrer Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Ka-
pillarsaulen und ihrer Geruchsqualitdten mit identischen Referenzverbindungen identifiziert.

° wie b, zusatzlich MS-CI.

¢ Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, aufgefihrt sind Verbindungen, die einen FD
von 128 in mindestens einer Probe aufwiesen.

° Die Nummern beziehen sich auf Tabelle 18.
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2.2 Rostkaffee

Im Vergleich mit der AEVA konnten bei der HVA zwei weitere geruchsaktive, leicht-
flichtige Substanzen detektiert werden (Tabelle 20), der fruchtig-stechende Acetal-
dehyd und das malzig riechende Methylpropanal, welches ebenso wie 2- und 3-
Methylbutanal im trocken aufbereiteten Rostkaffee leicht hdhere FD-Faktoren auf-
wies. Ansonsten bestatigte die HVA die Ergebnisse der Aromaextraktverdinnungs-
analyse, da die mit hohen FD-Faktoren (= 16) detektierten Verbindungen wie z.B. 2-
Furfurylthiol, 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd oder 2,3-Butandion keine groReren
Differenzen in ihren FD-Faktoren aufwiesen und ausschlielich im trocken aufbereite-
ten Rostkaffee die fruchtig riechenden 2- und 3-Methylbutansaureethylester mit ho-
hen Intensitaten herausstachen. Die Daten des unbehandelten Rostkaffees entspra-

chen wiederum groltenteils denen des nass aufbereiteten Kaffees.

Tabelle 20: Wichtige, leichtflichtige Aromastoffe in Rostkaffee (Peru 2001) verschiedener
technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt (Ub).

RI auf FD-Faktor ¢ in

Nr. 2 Verbindung ® — - Geruchs-
RTX-5,60m  9ualitat Na Tr Ub
34 Acetaldehyd < 400 fsrt”e‘g;]t'e% g 64 64 32
35 Methylpropanal 552 malzig 16 64 32
3 2,3-Butandion 592 nach Butter 128 128 128
1 3-Methylbutanal 652 malzig 32 128 64
2 2-Methylbutanal 663 malzig 8 32 32
5 2,3-Pentandion 696 nach Butter 32 32 32
7 3-Methyl-2-buten-1-thiol 820 schweflig 64 32 32
4 2-Methylbutansaureethylester 841 fruchtig <1 64 <1
6 3-Methylbutansaureethylester 850 fruchtig <1 64 <1
11 St o IS 120 120 o
9 2-Furfurylthiol 914 nach Kaffee 128 256 128
8 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 1026 erdig, rostig 16 16 16
g3 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 1056 nach Karamell 32 32 64

3(2H)-furanon

@ Die Nummern beziehen sich auf Tabelle 18.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf der in der Tabelle angegebenen Kapillarsdule, MS-Cl und der Geruchsqualitat.

¢ Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, erhalten durch Division des gréRten analy-
sierten Headspace-Volumens von 20 ml durch das kleinste, in dem der Aromastoff bei der HRGC/O noch detek-
tiert werden konnte. Aufgefiihrt sind Verbindungen, die einen FD von 16 in mindestens einer Probe aufwiesen.
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2 Ergebnisse

2.2.5 Quantitative Bestimmung ausgewahlter Aromastoffe

Um die in den Aromaextraktverdinnungsanalysen gefundenen Ergebnisse quantita-
tiv zu belegen, wurde eine Auswahl an aromaaktiven Substanzen mittels Isotopen-
verdinnungsanalyse quantifiziert. Dabei wurde besonders der in der AEVA ermittelte
Unterschied (2- und 3-Methylbutansaureethylester), sowie die geringfligige Abwei-
chung bei 2- und 3-Methylbutanal berucksichtigt, zusatzlich auf Verbindungen einge-
gangen, die bereits im Rohkaffee Differenzen aufwiesen (Ethansaure, Phenylacetal-
dehyd), und versucht, einen Uberblick liber die Konzentrationen der meisten bekann-

ten Aroma-Impakt-Verbindungen des Rdstkaffees (vgl. Tabelle 4, 1.6.2) zu schaffen.

Die Unterscheidung von nass und trocken aufbereitetem Rdstkaffee lieferte fur 2-
Methylbutansaureethylester Gehalte von 49,2 ug pro Kilogramm im trocken aufberei-
tetem Rostkaffee und 182 ug / kg fur 3-Methylbutansaureethylester (Tabelle 21).
Diese waren damit um den Faktor 50-180 in Bezug auf die unterhalb der Bestim-
mungsgrenze von 1,0 yg / kg liegenden Esterkonzentrationen im nass aufbereiteten
Rostkaffee erhoht. Bei den malzig riechenden Verbindungen Methylpropanal und 2-
und 3-Methylbutanal wurden im trocken aufbereiteten Rostkaffee um ca. 30-45 %

hohere Gehalte gefunden.

Da bei der Untersuchung des Rohkaffees bereits Unterschiede in einigen Verbindun-
gen auftraten, wurden diese zusatzlich auch im gerdsteten Kaffee quantifiziert. Dazu
zahlte neben den beiden bereits aufgefuhrten Estern zusatzlich 2-Methylpropan-
saureethylester, der mit 15,3 pg / kg ebenfalls ausschliefdlich im trocken aufbereite-
ten Rostkaffee nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise differierte Ethan-

saure in den nass und trocken aufbereiteten, gerdsteten Proben nur noch minimal.

Der unbehandelte Rostkaffee, der in Bezug auf die Gehalte an Estern wiederum dem
nass aufbereiteten Rdostkaffee entsprach, wies dagegen leicht erhéhte Konzentratio-
nen an 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd (287 pg / kg) und Phenylacetaldehyd
(1872 pg / kg) auf, die damit um gut 30 % Uber den in den aufbereiteten Rdstkaffees
ermittelten Werten lagen, wahrend der Gehalt von (E)-R-Damascenon in den drei

Proben nahezu identisch war (ca. 240 ug / kg).

-54 -



2.2 Rostkaffee

Tabelle 21: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen in Rostkaffee (Peru 2001)
verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und un-

behandelt (Ub).
Gehalt in pg/kg Rostkaffee *
Verbindung

Na Tr Ub
2-Methylpropansaureethylester <1,0 15,3 <1,0
2-Methylbutansaureethylester <1,0 49,2 <1,0
3-Methylbutansaureethylester <1,0 182 2,1
3-Methylbutanal 4470 8.100 6.270
2-Methylbutanal 6.300 9.860 7.420
2,3-Butandion 16.500 15.900 14.400
2,3-Pentandion 9.450 9.320 9.260
Ethansaure ° 490.000 611.000 519.000
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 168 183 287
(E)-B-Damascenon 234 239 244
2-Methoxyphenol 2.100 1.800 1.730
4-Ethyl-2-methoxyphenol 1.470 1.190 418
4-Vinyl-2-methoxyphenol 5.130 5.030 4.510
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 494 462 435
Acetaldehyd 97.700 100.000 96.200
Methylpropanal 24.200 33.800 30.600
Phenylacetaldehyd 1.460 1.290 1.870

@ Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung.
b Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung.

Unter den weiteren quantifizierten Verbindungen Acetaldehyd, 2,3-Butandion und
2,3-Pentandion ergaben sich keine bemerkenswerten Konzentrationsunterschiede,
ebenso nicht bei den vier phenolischen Verbindungen, bei denen nur der Gehalt an
4-Ethyl-2-methoxyphenol im unbehandelten Rostkaffee aus der Reihe fiel, da er nur

ca. 30 % der aufbereiteten Rostkaffees betrug.

Auch im brasilianischen Rostkaffee (Tabelle 22) konnten in den trocken aufbereiteten
Bohnen 2- und 3-Methylbutansaureethylester mit Gehalten von 30 bzw. 84 ug / kg
gefunden werden, womit sich diese zwar nur ungefahr auf die Halfte im Vergleich zu
dem Rodstkaffee aus Peru beliefen, jedoch immer noch mindestens 30 bis 80mal hé-

her lagen als im nass aufbereiteten Rostkaffee.
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Alle anderen Konzentrationen der Aroma-Impakt-Verbindungen waren im Vergleich

von nasser und trockener Aufbereitung nahezu identisch und zeigten hochstens sehr

geringe Unterschiede, sei es unter den Pyrazinen (z.B. 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin),

den Furanonen (z.B. 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) oder den schwefelhalti-

gen Verbindungen wie 3-Mercapto-3-methyl-butylformiat, 3-Methyl-2-buten-1-thiol

oder 2-Furfurylthiol.

Tabelle 22: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen in Rostkaffee (Brasilien 2001
und Brasilien 2000) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und

trocken (Tr).

Gehalt in pg/kg Rostkaffee ®

Verbindung Brasilien 2001 Brasilien 2000 ©
Na Tr Na Tr

2-Methylpropansaureethylester ° <1,0 7,0 n.a. n.a.
2-Methylbutansaureethylester b <1,0 30,1 n.a. n.a.
3-Methylbutansaureethylester b <1,0 84,2 n.a. n.a.
3-Methyl-2-buten-1-thiol 8,1 6,9 n.a. n.a.
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 1.270 1.170 603 619
2-Furfurylthiol 2.260 2.330 1.760 1.830
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 539 681 240 215
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 174 125 121 128
3-Isobutyl-2-2methoxypyrazin 87,2 81,4 52,3 52,2
(E)-R-Damascenon 303 283 288 295
2-Methoxyphenol 1.570 1.520 2.660 3.460
4-Ethyl-2-methoxyphenol 1.050 921 2.770 3.390
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon 91.900 93.900 n.a. n.a.
4-Vinyl-2-methoxyphenol 6.360 5.840 24.600 26.300
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 514 595 1.900 1.960
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)furanon 93,1 104 n.a. n.a.
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 632 643 n.a. n.a.
2-Methyl-3-furanthiol <50 <50 n.a. n.a.
3-Mercapto-3-methylbutylformiat <5,0 <5,0 243 252
Dimethyltrisulfide 19,0 18,3 n.a. n.a.

@ Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung.
b Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung.
¢ n.a. = nicht analysiert.
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2.2.6 Sensorische Experimente

Um zu uberprifen, ob die gefundenen Unterschiede in den Konzentrationen einzel-
ner Aromastoffe zwischen nasser und trockener Aufbereitung ausreichend waren, die
sensorische Unterscheidbarkeit der Proben zu verursachen, d.h. sich auf den Ge-
samtaromaeindruck auszuwirken, wurden jeweils zwei unabhangige Dreiecksprufun-

gen (Sensorikpanel mit 10 Teilnehmern) durchgefuhrt.

Bei diesen wurde nass aufbereiteter Rostkaffee (Peru 2001) als Matrix verwendet
und als abweichende Probe der gleiche Rdstkaffee angeboten, dem entweder die
beiden Ester oder die beiden Aldehyde in den in der trocken aufbereiteten Probe
gemessenen Konzentrationen zugesetzt worden waren. Die zugesetzten Konzentra-
tionen betrugen dabei entweder 40 ug 2-Methylbutansaureethylester und 160 ug 3-
Methylbutansaureethylester pro Kilogramm Rdostkaffee, oder 3,5 mg 2- und 3-Methyl-

butanal pro Kilogramm Rostkaffee.

Eine Unterscheidung (Tabelle 23) war mit hoher Signifikanz, d.h. 99,9 % Sicherheit,
und nur einer falschen Antwort aus 20 bei Zusatz von 2- und 3-Methylbutansaure-
ethylester moglich. Bei zugesetzten Mengen an 2- und 3-Methylbutanal konnte da-

gegen keine signifikante Differenzierung vorgenommen werden.

Tabelle 23: Ergebnisse von Triangel-Tests zwischen einem Rostkaffee (Peru 2001) nas-
ser Aufbereitung und dem nass aufbereiteten Rostkaffee mit Zusatz von 2-
und 3-Methylbutansaureethylester bzw. 2- und 3-Methylbutanal.

Zugesetzte . o L
Exp. Verbindungen Teilnehmer Richtig Falsch Signifikanz
1 2- und 3-Methylbutan- 10 10 0 hoch signifikant a < 0,001
saureethylester 10 9 1 hoch signifikant a < 0,001
10 5 5 nicht signifikant
2  2- und 3-Methylbutanal ) o
10 6 4 nicht signifikant
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2.2.7 Vergleichende Untersuchung freier Aminosauren

Freie Aminosauren spielen als Aromavorstufen eine wichtige Rolle fur die Bildung
insbesondere der sogenannten Streckeraldehyde wahrend der Réstung. Unterschie-
de in deren Gehalt kdnnen sich somit direkt auf das spatere Rostkaffeearoma aus-
wirken. Da weiterhin bei den verschieden aufbereiteten Rostkaffees unterschiedliche
Gehalte der Streckeraldehyde 2- und 3-Methylbutanal, Phenylacetaldehyd und 3-
(Methylmercapto)-propionaldehyd quantifiziert worden waren (vgl. 2.2.5), wurden
auch Gehalte der freien Aminosauren in den Rohkaffees untersucht. Die daflr ge-
sondert ermittelten Extraktionsbedingungen sind im Experimentellen Teil unter 3.8.1

dargestellt.

Aus der Bestimmung der Gehalte an freien Aminosauren (Tabelle 24) in nass und
trocken aufbereitetem Rohkaffee (Peru 2001) lieRen sich folgende Ergebnisse ablei-
ten: die Summe aller freien Aminosauren nahm mit 3,2-3,5 g / kg Rohkaffee (bezo-
gen auf die Trockenmasse) in beiden Proben eine ahnlichen Grollenordnung ein,
wobei Asparagin- und vor allem Glutaminsaure mit insgesamt 50-67 % den Hauptan-
teil der freien Aminosauren im Rohkaffee stellten. Die Gehalte dieser beiden Amino-
sauren waren weiterhin in nass aufbereitetem Rohkaffee um 70 bzw. 20 % gegen-
Uber den Konzentrationen in trocken aufbereitetem Rohkaffee erhoht, was im Ge-
gensatz zu allen anderen Aminosauren stand, deren Gehalte im nass aufbereiteten
Rohkaffee jedoch um 20-70 % niedriger lagen (durchschnittlich 40-50 %).

Die Konzentrationen der freien Aminosauren im unbehandelten Rohkaffee zeigten in
der Summe (4,0 g / kg) und speziell fur Asparagin- und Glutaminsaure deutlich hdhe-
re Werte als in den beiden aufbereiteten Rohkaffees. Alle anderen Aminosauren la-
gen dagegen im Bereich des nass aufbereiteten Rohkaffees (Alanin, Isoleucin, Phe-
nylalanin, Histidin) bzw. um 20-50 % darunter (Glycin, Valin, Methionin, Leucin, Tyro-

sin, Lysin).

Ein Vergleich der Gehalte der freien Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin in
Rohkaffee mit den Gehalten der damit korrelierenden Streckeraldehyde Methylpro-
panal, 2- und 3-Methylbutanal in Rostkaffee zeigten jeweils Ubereinstimmende Un-
terschiede zwischen den nass und trocken aufbereiteten Proben (Tabelle 25), womit
sich die Unterschiede bei den freien Aminosauren im Rohkaffee nachweislich auf das

Aroma des Rostkaffees auswirken sollten.
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Tabelle 24: Gehalte freier Aminosauren in Rohkaffee (Peru 2001) verschiedener techno-
logischer Aufbereitung: nass (Na), trocken (Tr) und unbehandelt (Ub).

Gehalt in mg / kg ?

Aminosaure

Na Tr Ub
Asparaginsaure 4251 260,0 502,8
Threonin 26,3 499 21,8
Serin 134,5 207,4 179,0
Glutaminsaure 1712 1486 2294
Prolin 139,9 240,2 173,2
Glycin 14,2 48,9 8,47
Alanin 156,1 251,7 148,3
Valin 61,5 93,1 53,1
Cystein 16,9 17,3 21,8
Methionin 7,23 13,9 3,78
Isoleucin 63,3 82,9 58,8
Leucin 51,4 107.,4 425
Tyrosin 51,3 81,9 37,7
Phenylalanin 104,8 133,0 108,0
Histidin 40,6 50,8 43,7
Lysin 80,6 137,7 68,9
Arginin 110,8 236,6 194.,8
Summe 3197 3499 3961

@ Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte aus 8 Messungen (Vierfachbestimmung) und beziehen sich auf die
Trockenmasse des Rohkaffees, die relative Standardabweichung betragt 10 %.

Tabelle 25: Gehalte ausgewahlter freier Aminosauren in Rohkaffee (Peru 2001) im Ver-
gleich zu den Gehalten damit korrelierender Aromastoffe (Streckeraldehyde)
in Rostkaffee (Peru 2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass
(Na) und trocken (Tr).

Gehaltin mg/ kg * Gehaltin mg / kg ®
Aminosaure Aromastoff
Na Tr Na Tr
Valin 61,5 93,1 Methylpropanal 24,2 33,8
Leucin 51,4 107 3-Methylbutanal 4.47 8,10
Isoleucin 63,3 82,9 2-Methylbutanal 6,30 9,86

@ Gehalt in mg/kg Rohkaffee, berechnet auf die Trockenmasse.
® Gehalt in mg/kg Rostkaffee.
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Ahnliche Ergebnisse in Bezug auf den Gehalt freier Aminosauren in nass und tro-
cken aufbereitetem Rohkaffee lieferten auch die Untersuchungen an Rohkaffee aus
Tanzania (2002), der insgesamt zwar eine deutlich niedrigere Gesamtkonzentration
an freien Aminosauren aufwies, jedoch eine ahnliche Aminosaureverteilung zeigte. In
Tabelle 26 sind nur die Gehalte ausgewahlter Aminosauren dargestellt, die bei der

Aromastoffbildung von grélRerer Bedeutung sind.

Tabelle 26: Gehalte ausgewabhlter, freier Aminosauren in Rohkaffee (Tanzania 2002) ver-
schiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und trocken (Tr).

Gehalt in mg / kg ?

Aminosaure

Na Tr
Prolin 89,6 127,8
Glycin 17,6 45,5
Alanin 114,4 100,5
Valin 32,5 72,5
Cystein 35,7 36,4
Methionin 8,8 17,3
Isoleucin 32,7 61,6
Leucin 28,2 83,2
Phenylalanin 57,0 88,2
Summe 1678 1762
y-Aminobuttersaure 143,0 703,0

@ Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte aus 4 Messungen (Doppelbestimmung) und beziehen sich auf die
Trockenmasse des Rohkaffees, die relative Standardabweichung betragt 10 %.

Zusatzlich wurde in diesen Proben der Gehalt an y-Aminobuttersaure (GABA) be-

stimmt, die in trocken aufbereitetem Rohkaffee in deutlich groReren Mengen vorlag.
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2.3 Aromastoffe im Kaffeegetrank aus Rostkaffee verschiedener
technologischer Aufbereitung

Im dritten Teil der Arbeit wurden die Produkte des letzten Schrittes der Kaffeezube-
reitung, die Kaffeegetranke, die durch Heillwasserextraktion von nass und trocken
aufbereitetem Rostkaffee hergestellt (vgl. 3.1.5) worden waren, auf Unterschiede un-
tersucht, wobei besonders der Erhalt und die Aromarelevanz der im Rostkaffee ge-
fundenen Differenzen beachtet wurde. Um Unterschiede durch die Extraktion zu
vermeiden, wurden die Extraktionsbedingungen fir alle Proben identisch gehalten
(vgl. 3.1.5).

231 Sensorische Beurteilung

Um Aufschluss Uber die Konstanz der Unterschiede im Vergleich zum Roéstkaffeepul-
ver zu erhalten, wurden auch bei den Kaffeegetranken aus verschieden aufbereite-
tem Rdstkaffee Dreiecksprifungen in Kombination mit einer hedonischen Prifung

durchgefuhrt, sowie Aromaprofile erstellt.

Prifung auf Unterscheidbarkeit

In beiden Versuchsreihen (Tabelle 27) konnten die Kaffeegetranke aus nass und tro-
cken aufbereitetem Rostkaffee (Peru 2001) hoch signifikant (a < 0,001) unterschie-
den werden, auch wenn die Abweichungen von den Prufern als ,sehr gering“ be-
schrieben wurden. Die schon im Roh- und Rdéstkaffee verschiedener technologischer
Aufbereitung gegebene Unterscheidbarkeit blieb damit auch nach der Herstellung

des Kaffeegetranks erhalten.

Tabelle 27: Ergebnisse von Triangel-Tests mit Kaffeegetrdnken aus nass gegenuiber tro-
cken aufbereitetem Rostkaffee aus Peru.

Kaffeegetrank Teilnehmer Richtig Falsch Signifikanz

Peru 2001 ° 10 10 0 hoch signifikant, a < 0,001

@ Angegebene Daten entstammen zwei voneinander unabhéngigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefihrt wurden.
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Hedonische Prifung

Bei der hedonischen Bewertung der Aromaqualitat (Tabelle 28) wurde das Kaffeege-
trank aus Rostkaffee der nassen Aufbereitung von jeweils neun von zehn bewerten-

den Personen, d.h. 90 % aller Beteiligten, subjektiv als hochwertiger eingestuft.

Tabelle 28: Anzahl der Teilnehmer, die bei der hedonischen Priifung zwischen Kaffeege-
tranken aus nass (Na) und trocken (Tr) aufbereitetem Roéstkaffee das Ge-
samtaroma der entsprechenden Probe als hoher eingestuft haben.

Kaffeegetrank Teilnehmer Na Tr Signifikanz

Peru 2001 ? 10 9 1 hoch signifikant, a < 0,001

@ Angegebene Daten entstammen zwei voneinander unabhéngigen Versuchsreihen, die an unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt wurden.

Aromaprofilanalyse

Fur die Aromaprofilanalyse der Kaffeegetranke aus unterschiedlich aufbereitetem
Rostkaffee (Tabelle 29, Abbildung 14) bewertete das aus 12 Teilnehmern bestehen-
de Sensorik-Panel die bereits fur den Rostkaffee ermittelten Aromaqualitaten in ihrer
Intensitat, wobei die entsprechenden Referenzverbindungen bei der Bewertung wie-

derum als Vergleiche zur Verfugung standen.

Die hochste Intensitat im Kaffeegetrank aus nass aufbereitetem Rostkaffee wies mit
2,4 der Geruchseindruck ,nach Kaffee“ auf, gefolgt von einer deutlich malzigen (2,0),
rostig/schwefligen (1,9) und erdigen (1,8) Note. Etwas schwacher wurden die Aro-
maqualitaten ,rauchig” (1,4), ,nach Karamell* (1,1) und ,nach Honig“ (1,0) bewertet,
wahrend ein essigartiger (0,6) oder fruchtiger (0,4) Geruch kaum bzw. Uberhaupt

nicht wahrnehmbar war.

Das Aromaprofil des Kaffeegetranks aus trocken aufbereitetem Roéstkaffee entsprach
weitestgehend dem aus nasser Aufbereitung mit Ausnahme der zusatzlichen, deut-
lich fruchtigen Note, die eine durchschnittliche Intensitat von 1,8 aufwies, einer leich-
ten Erhdhung der Aromaqualitat ,nach Honig“ auf 1,3 und einer Abschwachung von
durchschnittlich 0,2-0,4 Einheiten der kaffeeartigen (2,0), malzigen (1,7) und rostig/
schwefligen (1,7) Geruchseindricke.
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Tabelle 29: Intensitaten einzelner Aromaqualitaten im Kaffeegetrank aus Rostkaffee (Peru
2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und trocken
(Tr), unter Angabe der jeweiligen Referenzverbindung.

Aromagqualitat Na Tr Referenzverbindung

fruchtig 0,4° 1,8 2-Methylbutansaureethylester

nach Essig 0,6 0,6 Ethansaure

malzig 2,0 1,7 2-Methylbutanal

nach Karamell 1,1 1,1 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
nach Honig 1,0 1,3 Phenylacetaldehyd

nach Kaffee 2,4 2,0 2-Furfurylthiol

rostig / schweflig 1,9 1,7 3-Methyl-2-buten-1-thiol

erdig 1,8 1,9 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin

rauchig 1,4 1,4 2-Methoxyphenol

& Durchschnittliche Intensitat auf einer Skala zwischen 0 (nicht wahrnehmbar) und 3 (stark wahrnehmbar).

fruchtig

nach Karamell

nach Kaffee nach Honig

Abbildung 14: Aromaprofilanalyse von Kaffeegetranken aus Rostkaffee verschiedener
technologischer Aufbereitung: nass (=) und trocken (=)
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2.3.2 Vergleichende Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Entsprechend und unter identischen Bedingungen im Vergleich zum Rostkaffee (vgl.
2.2.3) wurden mit den Gesamtfraktionen der Aromaextrakte der Kaffeegetranke aus
unterschiedlich aufbereitetem Rostkaffee parallel Aromaextraktverdinnungsanalysen
durchgefuihrt. Die eingesetzte Menge Rostkaffee, die zur Herstellung der Kaffeege-
tranke verwendet wurde, entsprach dabei der fur die Untersuchungen am Rostkaffee

direkt zur Extraktion eingesetzten Menge (54 g/l).

Bei der AEVA des Kaffeegetranks aus nass aufbereitetem Rodstkaffee (Peru 2001)
wurden 21 Substanzen mit hohen FD-Faktoren (> 32) detektiert, unter denen (E)-3-
Damascenon (nach gekochtem Apfel), 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (nach
Karamell), 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd (nach gekochter Kartoffel) und 2-
Furfurylthiol (nach Kaffee) die hochsten FD-Faktoren (1024) erreichten (Tabelle 30).
Weiterhin spielten erdig, rostige Pyrazine (z.B. 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin und 2,3-
Diethyl-5-methylpyrazin), wirzige (z.B. 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon) Fura-
none, rauchig / phenolische und nelkenartige Phenole (2-Methoxyphenol, 4-Vinyl-2-
methoxyphenol) und schweflige Verbindungen (3-Methyl-2-buten-1-thiol) eine wichti-
ge Rolle, erganzt durch die schweilige 2-/3-Methylbutansaure, sowie die butterartig

riechenden Diketone 2,3-Butandion und 2,3-Pentandion.

Auch im Kaffeegetrank aus trocken aufbereitetem Roéstkaffee wurden alle bereits ge-
nannten Verbindungen mit nahezu identischen FD-Faktoren wiedergefunden, Abwei-
chungen betrugen dabei hochstens eine Verdunnungsstufe. Zusatzlich konnten je-
doch die fruchtig riechenden 2- und 3-Methylbutansaureethylester mit FD-Faktoren
von 32 detektiert werden, die im Kaffeegetrank aus nass aufbereitetem Rostkaffee
nicht wahrgenommen (FD < 1) wurden. Wiederum zeigten im Getrank aus der tro-
ckenen Aufbereitung auch die malzig riechenden Verbindungen 2- und 3-

Methylbutanal jeweils um zwei Verdinnungsstufen héhere FD-Faktoren.

2.3.3 Vergleichende Headspaceverdiinnungsanalyse

Zur Erganzung der AEVA wurden auch im Kaffeegetrank aus nass und trocken auf-

bereitetem Rostkaffee Headspaceverdinnungsanalysen durchgefuhrt (Tabelle 31).
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Tabelle 30: Aromastoffe mit hohen FD-Faktoren (> 32) im Kaffeegetrank aus Rostkaffee
(Peru 2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und tro-

cken (Tr).

RI auf FD-Faktor ¢ in

Nr.2 Verbindung ® Gerult_:tt_\_?

FFAP DB-5 quafita Na Tr
1 3-Methylbutanal ° - 651 malzig 32 128
2 2-Methylbutanal © - 662 malzig 8 32
3 2,3-Butandion 977 595 nach Butter 256 256
4 2-Methylbutansaureethylester 1048 851 fruchtig <1 32
5 2,3-Pentandion 1059 696 nach Butter 64 64
6 3-Methylbutansaureethylester 1065 851 fruchtig <1 32
7 3-Methyl-2-buten-1-thiol 1105 815 schweflig 256 256
8 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 1439 1078 erdig, rostig 512 512
9 2-Furfurylthiol © 1440 908 nach Kaffee 1024 1024
10 Ethansaure 1448 628 nach Essig 32 64
3-(Methylmercapto)- nach gekoch-
" propionaldehyd °© 1461 903 ter Kartoffel 1024 1024
12  2,3-Diethyl-5-methylpyrazin 1487 1154 erdig, rostig 256 256
13  3-Isobutyl-2-methoxypyrazin 1521 1188 nach Paprika 512 512
15 2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin 1554 1105 erdig, rostig 512 512
16 2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin 1588 1177 erdig, rostig 256 256
17 2-/3-Methylbutansaure 1667 865 schweilig 256 256
20 (E)-8-Damascenon ° 1821 13g5  nachgekoch- o0 1024
tem Apfel

21 2-Methoxyphenol 1866 1088 phenolisch 512 512
22  4-Ethyl-2-methoxyphenol 2030 1285 suB}, phenolisch 128 256
o3 4-Hydroxy-2.5-dimethyl- 2038 1064  nachKaramell 1024 1024

3(2H)-furanon °©

2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-
3(2H)-furanon ©

25 4-Vinyl-2-methoxyphenol 2200 1317 nach Nelke 256 256
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-
2(5H)-furanon ©
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-
2(5H)-furanon ©

24 2094 1144 nach Karamell 512 512

26 2206 1105 wirzig 512 512

27 2275 1190 wirzig 256 256

@ Die Nummern beziehen sich auf Tabelle 18.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Kapillarsaulen, MS-El und der Geruchsqualitat.

° Die Verbindungen wurden durch Vergleich ihrer Retentionsindices (RI) auf den in der Tabelle angegebenen Ka-
pillarsaulen, ihrer MS-CI Spektren und ihrer Geruchsqualitdten mit identischen Referenzverbindungen identifi-
Ziert.

4 Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, aufgefiihrt sind Verbindungen, die einen FD
von 32 in mindestens einer Probe aufwiesen
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Tabelle 31:  Wichtige, leichtfliichtige Aromastoffe im Kaffeegetrank aus Rdstkaffee (Peru
2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und trocken

(Tr).
RI auf FD-Faktor ° in
Nr.2 Verbindung ® —_— Gerult_:tt_\_i-
RTX-5, 60 m quafita Na Tr
34 Acetaldehyd <400 fruchtig, stechend 8 8
35 Methylpropanal 552 malzig 32 64
3 2,3-Butandion 592 nach Butter 256 256
1 3-Methylbutanal 652 malzig 32 64
2 2-Methylbutanal 663 malzig 16 32
5 2,3-Pentandion 696 nach Butter 64 64
7 3-Methyl-2-buten-1-thiol 820 schweflig 8 8
4 2-Methylbutansaureethylester 841 fruchtig <1 64
6 3-Methylbutansaureethylester 850 fruchtig <A1 64
3-(Methylmercapto)- nach gekochter
1 propionaldehyd 906 Kartoffel 64 64
9 2-Furfurylthiol 914 nach Kaffee 128 128
8 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 1026 erdig, rostig 8 8
o3 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 1056 nach Karamell 16 16

3(2H)-furanon

@ Die Nummern beziehen sich auf Tabelle 18.

® Die Verbindungen wurden durch Vergleich mit Referenzverbindungen auf Basis folgender Kriterien identifiziert:
Retentionsindices (RI) auf der in der Tabelle angegebenen Kapillarsaule, MS-Cl und der Geruchsqualitat.

¢ Flavor Dilution (FD-) Faktor (Verdiinnungsfaktor) einer Verbindung, erhalten durch Division des gréRten analy-
sierten Headspace-Volumens von 20 ml durch das kleinste, in dem der Aromastoff bei der HRGC/O noch detek-
tiert werden konnte. Aufgefiihrt sind Verbindungen, die einen FD von 16 in mindestens einer Probe aufwiesen.

Wie bereits beim Rostkaffee konnten auch bei der HVA der Kaffeegetranke zusatz-
lich zur AEVA der fruchtig-stechende Acetaldehyd und das malzig riechende Me-
thylpropanal wahrgenommen werden. Der Vergleich der Kaffeegetranke aus nass
und trocken aufbereitetem Rdstkaffee brachte unter den mit hohen FD-Faktoren
(= 16) detektierten Verbindungen, z.B. 2-Furfurylthiol oder 2,3-Butandion keine Diffe-
renzen hervor, selbst bei den malzigen Verbindungen Methylpropanal und 2- und 3-
Methylbutanal konnten keine groReren Unterschiede in den FD-Faktoren mehr fest-
gestellt werden. Nur das Auftreten der fruchtig riechenden 2- und 3-Methylbutan-
saureethylester im Kaffeegetrank aus trocken aufbereitetem Rdostkaffee war nach wie

vor als deutlicher Unterschied zur nass aufbereiteten Probe zu verzeichnen.
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2.3.4 Quantitative Bestimmung ausgewahlter Aromastoffe

Bei der quantitativen Bestimmung von Aromastoffen in den Kaffeegetranken aus
Rostkaffee unterschiedlicher Aufbereitung mittels Isotopenverdinnungsanalyse wur-
de nur noch auf die in den vorangegangenen Analysen gefundenen Unterschiede
eingegangen, d.h. 2- und 3-Methylbutansaureethylester, 2-Methylpropansaureethyl-
ester, sowie 2- und 3-Methylbutanal (Tabelle 32).

Tabelle 32: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen im Kaffeegetrank aus Rost-
kaffee (Peru 2001) verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na)
und trocken (Tr).

Gehalt in pg/l Getrank ®

Verbindung
Na Tr
2-Methylpropansaureethylester <0,05 0,48
2-Methylbutansaureethylester <0,05 1,24
3-Methylbutansaureethylester <0,05 4,64
3-Methylbutanal 183 276
2-Methylbutanal 139 227

@ Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und beziehen sich auf 1 | Kaffeegetrank (54 g
Rostkaffee).

Tabelle 33: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen im Rostkaffee (Peru 2001)
verschiedener technologischer Aufbereitung (nass (Na) und trocken (Tr)) und
dem daraus hergestellten Kaffeegetrank im Vergleich, sowie Extraktionsaus-
beuten der Verbindungen.

Gehalt in pg/l Gehalt in ug/54 g Extrak-
Verbindung Kaffeegetrink * Rostkaffee ° tionsaus-

Na Tr Na Tr beute ©
2-Methylpropansaureethylester <0,05 0,48 <0,05 0,83 59
2-Methylbutansaureethylester <0,05 1,24 <0,05 2,66 47
3-Methylbutansaureethylester <0,05 4,64 <0,05 9,83 47
3-Methylbutanal 183 276 241 437 70
2-Methylbutanal 139 227 340 532 42

@ Angegebene Gehalte beziehen sich auf 1 | Kaffeegetrank, das durch Extraktion von 54 g Réstkaffee hergestellt
wurde (vgl. Tabelle 32).

b Angegebene Gehalte beziehen sich auf 54 g Rdstkaffeepulver (vgl. Tabelle 21).
° Prozentangabe des Verhaltnisses zwischen den Aromastoffgehalten in 1 | Kaffeegetrank und 54 g Kaffeepulver.
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Dabei zeigte sich, dass weiterhin 30-40 % hohere Konzentrationen fur 2- und 3-
Methylbutanal und um den Faktor 10-90 erhdohte Werte an Estern, die mit bis zu 4,6
Mg / | Kaffeegetrank fir 3-Methylbutansaureethylester vorlagen, im Kaffeegetrank aus

trocken aufbereitetem Roéstkaffee gefunden wurden.

In Tabelle 33 sind die Extraktionsausbeuten bei der Herstellung des Kaffeegetranks

aus Rdostkaffeepulver dargestellt, die fur die Ester bei 50-60 % lagen.

2.3.5 Sensorische Experimente

Um die Auswirkungen der gefundenen Unterschiede in den Esterkonzentrationen auf
den Gesamtaromaeindruck des Kaffeegetranks sensorisch zu Uberprifen, wurden
zwei unabhangige Dreiecksprifungen durchgefihrt, wobei Kaffeegetrank aus nass
aufbereitetem Rostkaffee als Matrix und als abweichende Probe dasselbe Kaffeege-
trank, nur mit der in der trocken aufbereiteten Probe bestimmten Menge an 2- und 3-
Methylbutansaureethylester versetzt, verwendet wurde. Die zugesetzten Konzentra-
tionen betrugen dabei 20 ug 2-Methylbutansaureethylester und 80 ug 3-Methylbutan-
saureethylester pro Kilogramm des zur Herstellung des Kaffeegetranks verwendeten

Rostkaffees.

Eine Unterscheidung war mit mindestens 99 % Sicherheit signifikant bis hoch signifi-
kant moglich (Tabelle 34). In einer parallel durchgefuhrten hedonischen Bewertung
wurde die abweichende Probe, d.h. die Probe mit Esterzusatz, von ebenfalls 80-90
% der Prufer, die den Unterschied richtig erkannt hatten, als in ihrer Aromaqualitat

gemindert bewertet.

Tabelle 34: Ergebnisse von Triangel-Tests zwischen Kaffeegetranken aus Rdstkaffee (Pe-
ru 2001) nasser Aufbereitung und aus dem nass aufbereiteten Rostkaffee mit
Zusatz von 2- und 3-Methylbutansaureethylester.

Zugesetzte Verbindungen Teilnehmer Richtig Falsch Signifikanz
2- und 3-Methylbutan- 10 8 2 signifikant a < 0,01
saureethylester 10 9 1 hoch signifikant a < 0,001
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24 Bestimmung von Estergehalten in kommerziellen Kaffees un-
ter Verwendung der Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)

Um weiterhin den ermittelten Unterschied zwischen nass und trocken aufbereitetem
Kaffee auch in Kaffeegetranken aus kommerziell erhaltlichen Kaffees nachzuweisen,
wurden diese auf ihre Gehalte an 2- und 3-Methylbutansaureethylester hin unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurde erstmals die Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE), eine
relativ neue Methode zur Extraktion von Analyten aus gasformigen oder wassrigen
Matrices, in Kombination mit der Isotopenverdinnungsanalyse eingesetzt und diese
damit auf ihre Verwendbarkeit als schnelle und einfache Methode flir die Aromastoff-

analytik getestet.

241 Modellstudien zur Extraktion von Aromastoffen mit der Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE)

Das Prinzip der Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) beruht auf der absorptiven Ex-
traktion der zu untersuchenden Verbindungen an eine Polydimethylsiloxan-Phase
(PDMS) und damit auf dem Verteilungsgleichgewicht der Komponenten in dem Zwei-
phasensystem Wasser (oder Gasraum) / PDMS (Baltussen et al., 1999; Hasselbarth,
2000). Wie sich in den durchgefuhrten Versuchen bestatigte, liegen die Vorteile da-
bei vor allem in der lI6sungsmittelfreien, einfachen und schnellen Aufarbeitung, zu-
satzlich zu den hdheren Ausbeuten und der damit verbundenen héheren Empfind-
lichkeit gegenuber der In-Sample Solid Phase Micro-Extraction (IS-SPME), die durch
die deutlich grolRere Kapazitat der Polydimethylsiloxan-Phase bedingt sind (Bicchi et
al., 1997; 2002).

Bei der Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) spielten neben der Polaritat der einzel-
nen Verbindungen, die fur die Selektivitat bei der Absorption an der Polydimethylsilo-
xan-Phase (PDMS) ausschlaggebend war, folgende grundlegende, aul3ere Faktoren
eine Rolle, die die Gleichgewichtseinstellung des Analyten zwischen PDMS-Phase
und Extraktionsmedium beeinflussten: die Extraktionsdauer, die Konzentration der
Analyten und der Losungsmittelgehalt der Probe. Weiterhin wurde auch ein maogli-
cher Aussalzeffekt einzelner Verbindungen durch Zusatz von Natriumchlorid unter-

sucht.
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FUr die Untersuchung des Einflusses der einzelnen Analyseparameter auf die Ab-
sorption der Analyten und um daraus Ruckschlisse auf die Anwendungsgrenzen der
Methode zu ziehen, wurde eine wassrige Aromastoffldsung, bestehend aus acht
Aromastoffen unterschiedlicher Polaritdt und Funktionalitat (2-Methylbutansaure-
ethylester, 2-Methylbutanol, Octanal, 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd, 3-lIsobutyl-
2-methoxypyrazin, 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol, 2-Methoxyphenol und 3-Methyl-
butansaure) verwendet, die in Konzentrationen zu je 10 ug / ml Wasser vorlagen. Die
Verwendung der Twister® erfolgte dabei durch Riihren direkt in den Aromastofflésun-

gen.

24.1.1 Selektivitat

Die Selektivitat des Twister® fiir bestimmte Verbindungen lag in den physikalisch-
chemischen Eigenschaften der PDMS-Phase begriindet. Konkret hiel das, dass die
Absorptionsfahigkeit der apolaren Phase mit steigender Polaritat der Verbindungen
abnahm, da sich damit auch das Verteilungsgleichgewicht zugunsten des Extrakti-

onsmediums Wasser verschob (Tabelle 35).

Tabelle 35: Relative Absorptionsfahigkeit einzelner Verbindungen unterschiedlicher Polari-
tat bei der Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) aus wassriger Losung am
Twister® (PDMS-Phase).

Verbindung Absorptionsfahigkeit
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol gut
2-Methylbutansaureethylester gut
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin gut
Octanal gut
2-Methoxyphenol schlecht
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd schlecht

2-Methylbutanol -
3-Methylbutansaure -

So konnte aus der verwendeten Aromastoffmischung 2-Methylbutanol und 3-Methyl-
butansaure in keinem der Analyselaufe (auch in keiner der folgenden Untersuchun-

gen) und 2-Methoxyphenol und 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd jeweils nur sehr
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schwach detektiert werden, wahrend die restlichen vier Verbindungen gut absorbiert
wurden und deutliche Signale bei der gaschromatographischen Untersuchung auf-
wiesen. Eine Anwendung der Extraktionsmethode zur Durchfihrung von Aro-
mastoffscreenings wie bei der Aromaextraktverdinnungsanalyse schied daher von
vornherein aus. Durch die Selektivitat der Phase wurden viele Aromastoffe unter-
oder Uberbewertet, andere dagegen gar nicht detektiert werden. Die Mdglichkeit zur
Untersuchung einzelner Verbindungen, wie z.B. fur Quantifizierungen, war jedoch bei

ausreichender Absorptionsfahigkeit gegeben.

241.2 Einfluss der Extraktionsdauer

Die Extraktionsdauer stellt die Zeit dar, die fur die Gleichgewichtseinstellung zwi-
schen Extraktionsmedium und PDMS-Phase zur Verfigung steht. Sie wurde bei den
durchgefuhrten Untersuchungen zwischen 5 Minuten und 4 Stunden variiert
(Abbildung 15).

—o— 2-Methylbutansaureethylester —— Octanal
—a— 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 2-Methoxyphenol
4,5
4
= /—
3,5 =

Peakfliche [10°]
N

0 60 120 180 240
Extraktionszeit [min]

Abbildung 15: Erhaltene relative Peakflachen bei der Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)
von 50 ml einer Aromastoffmischung (Konzentrationen je 10 ug/l) in Ab-
hangigkeit von der Extraktionszeit.
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Auffallig war dabei, dass Verbindungen, die nur schlecht absorbiert wurden (2-
Methoxyphenol und 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd), selbst nach vier Stunden in
ihrer Intensitat noch zunahmen, d.h. die Gleichgewichtseinstellung nicht abgeschlos-
sen war, wahrend alle anderen nach einer, spatestens zwei Stunden ein Maximum
erreichten, d.h. die Gleichgewichtseinstellung beendet war. Bei 2-Methylbutansaure-
ethylester und 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol trat nach Durchschreiten des Maxi-
mums sogar ein gegenteiliger Effekt ein und die absorbierten Mengen nahmen wie-
der ab. Eine einheitliche Extraktionsdauer bot sich daher nicht an, sondern war je-
weils auf die zu analysierende Verbindung abzustimmen, was eine gleichzeitige Un-

tersuchung mehrerer Substanzen erschwerte.

2413 Einfluss der Aromastoffkonzentration

Eine Gleichgewichtsverschiebung kann durch Anderung der Konzentrationen invol-
vierter Verbindungen auf einer Seite des Gleichgewichts forciert werden. Dies kann
sowohl durch Veranderung des Extraktionsvolumens, als auch durch Veranderung
der Gesamtmenge des Analyten in gleichbleibendem Volumen erreicht werden. Bei-

de Varianten fihrten in gegebenem Fall zu gleichen Ergebnissen.

Die Aufnahme der Analyten in den eingesetzten Konzentrationsbereichen verhielt
sich dabei mit den erhaltenen Peakflachen linear (Abbildung 16). Die relative Absorp-
tion der einzelnen Verbindungen untereinander war jedoch leichten Veranderungen
unterworfen, was sich aus den unterschiedlichen Steigungen der Geraden ableiten
liel3.

Die maximale Aufnahmekapazitat der PDMS-Phase wurde nicht erreicht, weshalb die
Auswirkungen dieses Effektes nicht beschrieben werden konnten, auch wenn zu er-
warten wére, dass sich die Extraktionsgleichgewichte bei einer Uberladung der Pha-

se stark verschieben und z.B. eine Diskriminierung einzelner Verbindungen auftritt.

Weiterhin war gut zu erkennen, dass unterhalb von 0,1 pg 3-(Methylmercapto)-
propionaldehyd und 0,25 ug 2-Methoxyphenol pro 50 ml, die Verbindungen jeweils
nicht mehr detektiert werden konnten und damit ihre Bestimmungsgrenze in dem Be-

reich zur nachst niedrigeren verwendeten Konzentration liegen mussten.
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100

—o— 2-Methylbutansaureethylester

—— Octanal

—a— 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd ~
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol
2-Methoxyphenol

—_
o
L
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Abbildung 16: Logarithmische Darstellung der erhaltenen relativen Peakflachen bei der
Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) fiir 1 Stunde einer Aromastoffmischung
in Abhangigkeit von der Konzentration der Analyten.

2414 Einfluss von Lésungsmitteln

Lésungsmittel wurden bedingt durch ihre Polaritat ebenfalls unterschiedlich stark an
der PDMS-Phase absorbiert, wobei mit zunehmender Apolaritat des Losungsmittels
eine starkere Absorption stattfand. Durch den zusatzlich hohen Gehalt der Losungs-
mittel im Verhaltnis zu dem der Analyten war sowohl eine Uberladung der PDMS-
Phase maglich als auch eine Diskriminierung der Analyten zu erwarten. In Tabelle 36
wurden daher die Extraktionsausbeuten in [%] bei einem Zusatz verschiedener Lo6-
sungsmittel gegenlber der erzielten Ausbeuten (berechnet aus den Peakflachen) der

Analyten bei Abwesenheit von Lésungsmitteln (100 %) angegeben.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Extraktionsausbeuten aller Analyten in Anwesen-
heit von Losungsmitteln abnahmen, dies jedoch je nach Verbindung und Lésungsmit-
tel unterschiedlich stark. 2-Methoxyphenol wies dabei die hochsten Verluste auf und
konnte unabhangig vom Lo&sungsmittel meist nur noch mit 30 % seines ursprungli-

chen Gehalts oder weniger detektiert werden.
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Tabelle 36: Relative Extraktionsausbeuten in [%] bei der Stir Bar Sorptive Extraction
(SBSE) fur 1 Stunde von 50 ml einer Aromastoffmischung (Konzentrationen je
10 ug/l) mit Zusatzen von Lésungsmitteln.

Extraktionsausbeute in [%] ?

Losungs-
mittelzusatz 2-Methylbutan- Octanal 3-(Methylmercapto)- 3-lsobutyl-2- 2,6-Dimethyl-2,7- 2-Methoxy-
séureethylester ctana propionaldehyd methoxypyrazin octadien-6-ol phenol
Kein Zusatz 100 100 100 100 100 100
10 pl CH.CI, 44 84 87 84 69 29
25 pl CH.CI, 36 65 51 70 36 22
50 pl CH.Cl, 31 54 24 61 33 15
10 pl Diethylether 36 75 81 62 45 18
50 pl Diethylether 25 55 60 41 27 15
10 pl Pentan 60 80 82 88 80 22
50 pl Pentan 41 69 85 80 45 <1
50 pl Methanol 78 99 99 97 93 46
500 pl Methanol 89 85 79 84 81 27
50 pl Ethanol 77 88 76 88 83 27
500 pl Ethanol 70 86 87 81 76 25
50 ul Propanol n.d.® 81 60 69 68 30
500 ul Propanol n.d.® 61 22 42 26 28

% Die angegebenen Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung, die Standardabweichung betragt 10 %.
® h.d. = nicht detektierbar, da die Retentionszeit des Analyten mit der des Lésungsmittels zusammenfallt.

Ansonsten hatte die Zugabe von polaren Losungsmitteln in geringen Mengen (50 pl)
fast keine (Methanol) oder nur sehr geringe Auswirkungen (Ethanol) auf die Absorp-
tion der Analyten und auch gréfiere Mengen (500 pl) drickten die ermittelten Extrak-
tionsausbeuten nur in wenigen Fallen unter 80 %. Die etwas geringere Polaritat von
Propanol machte sich dagegen bereits in einem Zusatz von 50 pl bemerkbar (Verlus-
te um 20-40 %) und fuhrte bei Zugaben von 500 pl zu einem Absinken auf bis zu 20
%. Ethanol erwies sich damit als am besten geeignet um z.B. eine ausreichend ge-

naue Zugabe der Standards bei der Isotopenverdiinnungsanalyse zu ermdglichen.

Apolare Lésungsmittel (Dichlormethan, Diethylether, Pentan) verursachten schon bei
einem Zusatz von 10 pl eine Reduzierung der Analytenaufnahme auf 80 % und we-
niger, die bei Zugabe von 50 pl Losungsmittel noch deutlich weiter sank und je nach

Verbindung nur noch 20-60 % betrug, wobei Pentan den geringsten Einfluss der drei
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untersuchten Losungsmittel auf die Absorption der Analyten erkennen liel3, unter de-
nen bei 2-Methylbutansaureethylester allgemein die hochsten Verluste zu verzeich-

nen waren.

2415 Aussalzeffekte

Die Zugabe von Natriumchlorid setzt die Loslichkeit anderer Verbindungen in Wasser
herab und fordert damit die Absorption der Analyten an der PDMS-Phase durch Be-
einflussung der Verteilungsgleichgewichte. In Tabelle 37 werden daher die erzielten
Extraktionsanderungen der Analyten in [%] bei Verwendung von Natriumchloridl6-

sungen gegenuber destilliertem Wasser als Extraktionsmedium angegeben.

Tabelle 37: Relative Extraktionsanderungen in [%] bei der Stir Bar Sorptive Extraction
(SBSE) fir 1 Stunde von 50 ml einer Aromastoffmischung (Konzentrationen je
10 pg/l) mit Zusatzen von Natriumchlorid.

Extraktionsanderung in [%] ?

NaCI-Losung 2-Methylbutan- Octanal 3-(Methylmercapto)- 3-lsobutyl-2- 2,6-Dimethyl-2,7- 2-Methoxy-
saureethylester ctana propionaldehyd methoxypyrazin octadien-6-ol phenol
Kein Zusatz 100 100 100 100 100 100
10 % gesattigt 89 105 102 107 117 90
50 % gesattigt 140 125 172 147 240 102
100 % gesattigt 104 86 336 106 348 158

% Die angegebenen Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung, die Standardabweichung betragt 10 %.

Die Verwendung von 10 % gesattigter Natriumchloridlosung fuhrte dabei noch kaum
zu einer Veranderung der Absorptionsraten, wogegen der Einsatz von 50 % gesattig-
ter Natriumchloridlésung eine Zunahme um 25-140 % (mit Ausnahme von 2-
Methoxyphenol) bewirkte. Gerade bei den von der PDMS-Phase schlecht absorbier-
ten Verbindungen wie 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd und 2-Methoxyphenol
steigerte sich die Ausbeute dann bei Verwendung von gesattigter Kochsalzlésung
nochmals deutlich, wahrend die ermittelten Intensitaten bei einigen anderen Verbin-
dungen wieder in den Ausgangsbereich zurlckfielen. Die Effektivitat einer Natrium-
chloridzugabe blieb damit vor einer eventuellen Anwendung im Einzelfall zu

uberprifen.
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242 Quantitative Bestimmung in Kaffee

Die anhand der Kombination von Isotopenverdinnungsanalyse und SBSE vorge-
nommenen Quantifizierungen im Kaffeegetrank konnten fur die untersuchten Verbin-
dungen 2-Methylpropansaureethylester und 2- und 3-Methylbutansaureethylester
unproblematisch durchgefuhrt werden. Diese wiesen eine ausreichende Absorptions-
fahigkeit auf und wurden durch den Einfluss anderer Matrixbestandteile des Kaffee-
getranks, die die PDMS-Phase zusatzlich belasten, nicht entscheidend diskriminiert.
Eine Beeinflussung des Verteilungsgleichgewichtes durch Losungsmittelzusatz bei
der Zugabe des internen Standards wurde durch die Verwendung von in Ethanol ge-

|0sten Standards weitestgehend umgangen.

Tabelle 38: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen im Kaffeegetrank aus Rost-
kaffee (Peru 2001 und Brasilien 2001) verschiedener technologischer Aufbe-
reitung: nass (Na) und trocken (Tr), ermittelt unter Verwendung der Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE).

Gehalt in pg/l Kaffeegetrank ?

Verbindung Peru 2001 Brasilien 2001

Na Tr Na Tr
2-Methylpropansaureethylester <0,05 0,48 <0,05 0,18
2-Methylbutansaureethylester <0,05 1,21 <0,05 0,64
3-Methylbutansaureethylester <0,05 4,85 <0,05 1,61

@ Angegebene Werte sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung und beziehen sich auf 1 | Kaffeegetrank (54 g
Rostkaffee).

Tabelle 39: Konzentrationen von ausgewahlten Aromastoffen im Kaffeegetrank aus Rost-
kaffee Peru 2001 verschiedener technologischer Aufbereitung: nass (Na) und
trocken (Tr), in Abhangigkeit von der Extraktionsmethode: Stir Bar Sorptive
Extraction (SBSE) und Lésungsmittelextraktion.

Gehalt in pg/l Kaffeegetrank ®

Verbindung SBSE Losungsmittel

Na Tr Na Tr
2-Methylpropanséaureethylester <0,05 0,48 <0,05 0,48
2-Methylbutansaureethylester < 0,05 1,21 <0,05 1,24
3-Methylbutansaureethylester <0,05 4,85 <0,05 4,64

@ Angegebene Werte beziehen sich auf 1 | Kaffeegetrank (54 g Rostkaffee).
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In Tabelle 38 sind die durch SBSE/IVA ermittelten quantitativen Daten aus den Kaf-
feegetranken Peru 2001 und Brasilien 2001 zusammengefasst und in Tabelle 39 den
entsprechenden Daten gegenubergestellt, die bei der Losungsmittelextraktion (vgl.

2.3.4) erhalten wurden.

In den Kaffeegetranken aus trocken aufbereitetem Rdstkaffee wurden durch SBSE in
Verbindung mit der Isotopenverdiinnungsanalyse die untersuchten Ester in nahezu

identischen Konzentrationen wie bei der Losungsmittelextraktion nachgewiesen.

Im Weiteren wurden elf kommerziell erhaltliche Kaffeesorten auf ihre Gehalte an 2-
und 3-Methylbutansaureethylester untersucht (Tabelle 40). In keinem der nass auf-
bereiteten Kaffees konnten Gehalte an Methylbutansaureethylestern nachgewiesen
werden, wahrend in den Kaffeemischungen Dallmayr Prodomo und Melitta Kaffee
Auslese geringe Konzentrationen (0,2-0,4 ug/l) an 3-Methylbutansaureethylester ge-
funden wurden und in den beiden trocken aufbereiteten Kaffees héhere Gehalte

quantifiziert werden konnten.

Tabelle 40: Konzentrationen von 2- und 3-Methylbutansaureethylester (MBE) im Kaffee-
getrank aus verschiedenen kommerziell erhaltlichen Rostkaffeepulvern.

Gehalt in pg/l

Kaffee Herkunft r':il:r;eg' Kaffeegetréink "

2-MBE 3-MBE
Tchibo Brasilien trocken 0,23 1,24
Hasingawa Ltd. Jemen trocken 0,40 2,78
Melitta: Kaffee Auslese Brasilien unbekannt < 0,05 0,36
Dallmayr: Prodomo unbekannt unbekannt < 0,05 0,22
Dallmayr: Ethiopian Crown Athiopien nass <0,05 <0,05
Dallmayr: Antigua Tarrazu Guatemala, Costa Rica nass <0,05 <0,05
Dallmayr: Dyawa Antara Indien, Java, Neu-Guinea nass <0,05 <0,05
Dallmayr: San Sebastian Hochland von Guatemala nass <0,06 <0,05
Dallmayr: Sigri Papua Neu Guinea nass <0,05 <0,05
Caffe Rocchi: Special Bar unbekannt nass <0,05 <0,05
Tudor: Loslicher Kaffee Gold  unbekannt unbekannt < 0,05 <0,05

@ Angegebene Werte beziehen sich auf 1 | Kaffeegetrank (54 g Rostkaffee).
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2.5 Diskussion

Bereits Chassevent et al. (1970), Wooton (1973) und Vincent et al. (1979) hatten
darauf hingewiesen, dass sich sowohl die von ihnen untersuchten nass und trocken
aufbereiteten Rdstkaffees, als auch die daraus hergestellten Kaffeegetranke senso-
risch unterschieden. Im Gegensatz zum Rostkaffee war bislang jedoch nicht bekannt,
ob nass und trocken aufbereiteter Rohkaffee anhand seines Aromas, d.h. der Kon-
zentration wichtiger Aromastoffe, unterschieden werden kann. Die hoch signifikanten
Ergebnisse der Dreiecksprifungen zwischen nass und trocken aufbereitetem Roh-
kaffee aus Peru und aus Brasilien zeigten jedoch, dass auch in Rohkaffee deutliche
Unterschiede im Aroma in Abhangigkeit von den beiden Aufbereitungen bestehen,

da eine Unterscheidung mit 99,9 %iger Sicherheit vorgenommen werden konnte.

Anhand der Aromaextrakt- und Headspaceverdlinnungsanalyse, speziell durch Ver-
gleich der von Czerny und Grosch (2000) zur Charakterisierung des Aromas von
Rohkaffee verwendeten Verbindungen, konnte dann gezeigt werden, dass alle Pyra-
zine, Phenole und Aldehyde in ihren FD-Faktoren keine grélieren Unterschiede zwi-
schen nasser und trockener Aufbereitung aufwiesen und damit eine ahnlich wichtige
Rolle in beiden Proben einnahmen. Besonders das als wichtigster Aromastoff in
Rohkaffee postulierte 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin (Vitzthum et al., 1976; Holscher
und Steinhart, 1995) zeigte fast identische Konzentrationen. Nur die beiden fruchtig
riechenden Ester 2- und 3-Methylbutansaureethylester, die erstmals von Merrit et al.
(1970) in Rohkaffee nachgewiesen wurden, bildeten eine Ausnahme. Sie kamen
ausschlieRlich im trocken aufbereiteten Rohkaffee vor, in dem zusatzlich auch 2-
Methylpropansaureethylester, sowie stark erhdhte Konzentrationen an Ethansaure
und in etwas geringerem Umfang an 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol ermittelt werden

konnten.

Daraus ist zu folgern, dass Ester und Ethansaure aufgrund ihrer vergleichsweise ho-
hen Konzentrationen in trocken aufbereitetem Rohkaffee eine Veranderung des Ge-
samtaromas verursachten und moglicherweise zur Unterdriackung der Geruchswahr-
nehmung von wichtigen aromarelevanten Verbindungen wie z.B. 3-Isobutyl-2-
methoxypyrazin fuhrten. Dies war schon im Aromaprofil zu erkennen, in dem bei tro-
cken aufbereitetem Rohkaffee die Geruchseindriicke ,fruchtig“, ,nach Essig“ und

,citrusartig® dominierten, wahrend die grunen, heu- und paprikaartigen Noten in ihrer

-78 -



2.5 Diskussion

Intensitat deutlich hinter denen des nass aufbereiteten Rohkaffees zurtcklagen, ob-
wohl damit korrelierende Substanzen bei der Aromaextraktverdinnungsanalyse glei-

che FD-Faktoren erzielten.

2- und 3-Methylbutansaureethylester wurden bereits von Guyot et al. (1983) fur das
vor allem durch Uberfermentation entstehende Fehlaroma sogenannter ,Stinker-
Bohnen® in nass aufbereitetem Rohkaffee verantwortlich gemacht. Weiterhin konnten
Bade-Wegner et al. (1997) belegen, dass erhdhte Bohnenfeuchtigkeit und erhdhte
Temperaturen die Bildung dieses off-flavours begunstigen, welches nicht nur bei feh-
lerhafter nasser Aufbereitung (Uberfermentation) gebildet, sondern von ihnen auch in
trocken aufbereitetem Rohkaffee nachgewiesen wurde. Da Czerny und Grosch
(2000) im Gegensatz dazu die beiden Ester nicht zu den Fehlaromen, sondern zu
den Aroma-Impakt-Verbindungen des Rohkaffees zahlten, Iasst sich insgesamt auch
in Anbetracht der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse daraus ableiten, dass die in
trocken aufbereitetem Rohkaffee enthaltenen Ester 2- und 3-Methylbutansaureethyl-
ester in héheren Konzentrationen zu einem feststellbaren Aromafehler fihren kon-
nen, ahnlich dem, der bislang ausschlie3lich in nass aufbereitetem Rohkaffee bei

Uberfermentation der Kaffeebohnen beschrieben wurde.

Ein durch Ester (unter anderem 2- und 3-Methylbutansaureethylester) verursachtes
fruchtiges Fehlaroma bei trocken aufbereitetem Rohkaffee stellten auch Full et al.
(1999) fest. Dieses konnte jedoch durch die elektronische Aussortierung defekter
Bohnen vor der Aufbereitung vermieden werden. Dass das Fehlaroma bei nass auf-
bereiteten Bohnen nicht auftrat, begriindeten sie damit, dass bei der nassen Aufbe-
reitung bereits eine Sortierung im Schwemmkanal und den Pulpern stattfand. Die
dabei anfallenden Aussortierungsprodukte, ,Floater” und unreife Bohnen, konnten im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, wobei jedoch die bereits teilweise fermen-
tierten, vom Fruchtfleisch groRtenteils befreiten ,Floater® nur aullerst geringe Ester-
gehalte aufwiesen und auch die trocken aufbereiteten unreifen Bohnen keine erhdh-
ten Konzentrationen der Ester gegenuber trocken aufbereitetem Rohkaffee enthiel-
ten, sodass die Sortierungsschritte allein nicht fur die Abwesenheit der Ester in nass

aufbereitetem Rohkaffee verantwortlich sein konnen.

Weiteren Aufschluss Uber die Herkunft und Bildung von Aromastoffen bei den ver-

schiedenen Aufbereitungen ergaben schlieldlich die Untersuchungen des unbehan-
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delten Rohkaffees, dessen Aromastoffe in der Literatur bislang noch nicht beschrie-
ben wurde. Dieser kommerziell nicht verfugbare Rohkaffee wies im Gegensatz zu
den aufbereiteten Rohkaffees hohere Gehalte an 3-(Methylmercapto)-propion-
aldehyd, Phenylacetaldehyd und 2-/3-Methylbutansaure auf, die unabhangig von der
Art der Aufbereitung bei diesen in gleichem MalRe abnahmen, wahrend (E)-B-
Damascenon erst nach Aufbereitung detektiert werden konnte. Ansonsten blieben
die meisten Aromastoffe jedoch unverandert erhalten und es kamen, wahrend sich
bei der nassen Aufbereitung das Aromaprofil nicht weiter veranderte, bei der trocke-
nen Aufbereitung Ester und Ethansaure als zusatzliche Aromastoffe hinzu, was auf

eine Bildung dieser Aromastoffe bei der Trocknung schlieen Iasst.

Bade-Wegner et al. (1997) und Full et al. (1999) postulierten unter anderem eine
mogliche Bildung der Ester in trocken aufbereitetem Rohkaffee durch Mikroorganis-
men, die wiederum unter den Bedingungen der nassen Aufbereitung in ihrer Aktivitat
gehemmt wirden. Um diese Theorie zu verfolgen oder um weitere Erkenntnisse tber
die Bildung der Ester bzw. der Ethansaure zu erlangen, mussten jedoch mikrobiolo-
gische und analytische Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf

der Aufbereitungen durchgefuhrt werden.

Wie bereits beim Rohkaffee gelang auch im Rostkaffee eine gesamtsensorische Un-
terscheidung von nass und trocken aufbereiteten Proben. Die sensorische Unter-
scheidbarkeit von Kaffee verschiedener technologischer Aufbereitung blieb damit
(mit einer Sicherheit von mindestens 99 % bei den Dreiecksprufungen) auch nach
der Rostung in den verschiedenen Proben erhalten, auch wenn die Unterschiede
nicht mehr ganz so deutlich wahrgenommen wurden wie im Rohkaffee. llly und Viani
(1995) malen dem Rostkaffee aus nasser Aufbereitung aullerdem eine bessere
Qualitat zu, was auch in der hedonischen Prufung durch die Beurteilung des Ge-

samtaromaeindrucks eindeutig bestatigt werden konnte.

Der Unterschied in den Aromaprofilen belief sich vor allem auf eine fruchtige Note im
trocken aufbereiteten Rostkaffee, die wie bereits im Rohkaffee beobachtet zur Inten-
sitdtsverminderung anderer Aromawahrnehmungen flhrte, wie z.B. (vgl. auch Czer-
ny et al., 1999) der fur Kaffee typischen Note des 2-Furfurylthiols und den rostigen

Geruchseindricken. Der fruchtige Geruchseindruck stellte auch die einzige Aroma-
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note dar, die verglichen zum Rohkaffee nahezu identisch geblieben war, wahrend
sich das restliche Aromabild vollstandig verandert hatte: Griine und paprikaartige Ge-
ruchseindriicke konnten nicht mehr, erdige und malzige Aromaqualitaten deutlich
starker wahrgenommen werden, wobei zusatzlich rauchige, karamellartige und
rostig/schweflige Noten neu auftraten und das Aromaprofil dominierten. Dies korre-
lierte wiederum mit den Ergebnissen Uber die durch eine Rdstung generierten Aro-
maveranderungen von Mayer et al. (1999) und Czerny und Grosch (2000). Diese be-
schrieben einen durch den Rdstprozess bedingten Konzentrationsanstieg bzw. eine
Bildung von erdig riechenden Pyrazinen (z.B. 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin), rauchigen
Phenolen (z.B. 2-Methoxyphenol), nach Karamell riechenden Furanonen (z.B. 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) und rdstigen, schwefelhaltigen Verbindungen
wie z.B. dem nach Kaffee riechenden 2-Furfurylthiol. Auch fiur die leichtfllichtigen,
malzig riechenden Verbindungen 2- und 3-Methylbutanal, sowie die butterartig rie-
chenden Dione 2,3-Butandion und 2,3-Pentandion stellten sie eine Zunahme bei der
Roéstung fest. Aromastoffe des Rohkaffees, wie z.B. 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin,
gingen dabei nicht verloren, sondern wurden in den meisten Fallen von den neu ge-
bildeten Aromastoffen des Rostkaffees maskiert. Diese Ergebnisse stehen im Ein-

klang mit Daten von Czerny et al. (1999).

Der unbehandelte Kaffee war nach der Rdstung schon im Aromaprofil kaum mehr
vom nass aufbereiteten Rostkaffee zu unterscheiden und zeigte im Weiteren keine
Besonderheiten. Die zwischen unbehandeltem und aufbereitetem Rohkaffee vorhan-
denen Abweichungen waren im Rostkaffee entweder nicht mehr existent wie z.B. fur
(E)-R-Damascenon, oder wirkten sich nicht entscheidend auf das Gesamtaroma aus
wie z.B. die leicht erhdhten Werte von Phenylacetaldehyd und 3-(Methylmercapto)-
propionaldehyd. Die groferen quantitativen Abweichungen der bei der Rostung ge-
bildeten phenolischen Verbindungen (Mayer et al., 1999) waren auf die unterschied-
liche Rostung zurtckzuflihren und nicht als Merkmal des unbehandelten Rostkaffees
anzusehen, der damit im Bezug auf das Aroma keine zusatzlichen Erkenntnisse

mehr fur die weiteren Untersuchungen liefern konnte.

Sowohl in der Aromaextraktverdiinnungsanalyse, als auch in der Headspaceverdin-
nungsanalyse zeigte sich dann, dass die hier identifizierten Verbindungen den 28
von Czerny et al. (1999) angegebenen Aroma-Impakt-Verbindungen des Rostkaffees

zugeordnet werden konnten, und dass diese Verbindungen in allen nass und trocken
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aufbereiteten Proben (sowohl im Kaffee aus Peru, als auch aus Brasilien) vergleich-
bar entscheidend am Gesamtaroma beteiligt waren. So traten in den FD-Faktoren
der wichtigen geruchsaktiven Substanzen (vgl. 1.6.2, Tabelle 4), (E)--Damascenon
(nach gekochtem Apfel), 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (wirzig), 4-Vinyl-2-
methoxyphenol (nach Nelke), 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin (erdig, rostig), dem kara-
mellartig riechenden 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon und vor allem in dem als
SchlUsselaromastoff angesehenen 2-Furfurylthiol keine Unterschiede auf. Ebenso
zeigten sich in den Ergebnisse zu den leichtflichtigen, aromapotenten Verbindun-
gen, z.B. 2,3-Butandion (nach Butter), 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd (nach ge-
kochter Kartoffel) oder das schweflig riechenden 3-Methyl-2-buten-1-thiol, keine gro-
Reren Unterschiede bezlglich der FD-Faktoren. Auch Ethansaure, die noch malRgeb-
lich am Unterschied zwischen nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee beteiligt
war, wies nun ahnliche FD-Faktoren auf. Diese Verbindungen, und damit alle bei der
Roéstung neu gebildeten Aroma-Impakt-Verbindungen, konnten somit den Aromaun-
terschied zwischen beiden Proben nicht hervorrufen. Im Weiteren bestatigten auch
die quantitativen Daten der Aroma-Impakt-Verbindungen, die nicht auffallig von den
in der Literatur angegebenen Gehalten (Czerny et al., 1999; Mayer et al., 1999) des

Rostkaffees abwichen, die Ergebnisse der Aromaextraktverdinnungsanalysen.

Stattdessen konnten 2- und 3-Methylbutansaureethylester, die bereits im Rohkaffee
entscheidend an der Differenzierung von nass und trocken aufbereitetem Kaffee be-
teiligt und auch im Rostkaffee ausschlie3lich in der trockenen Aufbereitung zu finden
waren, als Verursacher der Aromaunterschiede erkannt werden. Diese wiesen nicht
nur den gleichen Unterschied wie im Rohkaffee auf, sondern hatten auch in ihren
Gehalten im Vergleich zum Rohkaffee nur um 20 bis 40 % abgenommen. Die Ester
blieben damit bei der Réstung grofitenteils bestehen, wie es bereits von Czerny und
Grosch (2000) festgestellt worden war, und durch die geringen Verluste begunstigt
auch aromapotent. Ihr Einfluss auf die Kaffeearomaqualitat konnte in den abschlie-
Rend durchgeflhrten sensorischen Experimenten nochmals verdeutlicht werden, in-
dem nass aufbereiteter Rostkaffee von demselben, mit den quantifizierten Konzent-
rationen an 2- und 3-Methylbutansaureethylester versetzten Rdstkaffee hoch signifi-
kant unterschieden werden konnte. Dass das Auftreten der Ester damit die Kaffee-
aromaqualitat ahnlich einem Fehlaroma negativ beeinflusst, zeigte die hedonische

Prufung (siehe oben).
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Zusatzlich zu dem durch 2- und 3-Methylbutansaureethylester verursachten Unter-
schied konnten weiterhin noch unterschiedliche Gehalte in den malzigen Komponen-
ten 2- und 3-Methylbutanal, sowie Methylpropanal ermittelt werden, die in trocken
aufbereitetem Rostkaffee um 30-45 % erhoht vorlagen. Diese reichten jedoch nicht
aus, um anhand des Gesamtaromaeindrucks in den beschriebenen sensorischen
Experimenten eine Unterscheidung von nass und trocken aufbereitetem Rostkaffee
zu gewabhrleisten. D.h. 2- und 3-Methylbutanal trugen zwar in nass und trocken auf-
bereitetem Rostkaffee unterschiedlich zum Gesamtaroma bei, stellten jedoch kein

sensorisch feststellbares Unterscheidungskriterium dar.

Interessanterweise waren aber bei der Betrachtung dieser Unterschiede in Verbin-
dung mit den Vorlaufern der aromaaktiven Streckeraldehyde im Rohkaffee, den frei-
en Aminosauren Leucin, Isoleucin und Valin (Holscher und Steinhart, 1994), auch
unter diesen um ca. 40 % niedrigere Werte in der nass aufbereiteten Probe zu fin-
den. Damit sollten sich die Unterschiede bei den freien Aminosauren im Rohkaffee
nachweislich auf das Aroma des Rostkaffees auswirken (Holscher und Steinhart,
1994), fur dessen Bildung sie weiterhin nach Bytof et al. (2000) einen limitierenden
Faktor darstellen, da sie in gerostetem Kaffee nur noch in Spuren vorhanden sind
(Macdonald und Macrae, 1985).

Die Strecker-Reaktion wird in der Kaffeebohne durch die hohen Temperaturen bei
der Rostung beglnstigt. Die freien Aminosauren reagieren dabei mit a-Dicarbonyl-
Verbindungen, wie sie bei der Maillard-Reaktion als Desoxyosone auftreten, im ers-
ten Schritt unter Wasserabspaltung zu einer Schiffsche’'n Base (). Das nach an-
schlielender Decarboxylierung entstehende Imin (Il) reagiert dann durch Hydratisie-
rung zu einem Halb-Aminal (lll) weiter, aus dem durch Spaltung ein Aldehyd (IV) und
ein a-Aminoketon (V) hervorgeht (Hofmann und Schieberle, 2000; Belitz et al., 2001).
Der Ablauf der Strecker-Reaktion ist in Abbildung 17 am Beispiel der Bildung von 3-

Methylbutanal aus Leucin dargestelit.

Weiterhin stehen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen tber
die freien Aminosauren in Rohkaffee verschiedener technologischer Aufbereitung im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Wootton (1973) und Arnold und Ludwig (1995;
1996), die darlegten, dass weder die Summe der freien Aminosauren durch Trock-

nung oder Fermentation beeinflusst wird, noch groRere Unterschiede zwischen nass
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Abbildung 17: Ablauf der Strecker-Reaktion nach Belitz et al. (2001) am Beispiel der Bil-
dung von 3-Methylbutanal aus Leucin.

und trocken aufbereitetem Rohkaffee bestehen. Sie beobachteten ausschliellich
leichte Veranderungen einzelner Aminosauregehalte bei der Trocknung in Form ei-
ner generellen Zunahme von Glutaminsaure, einer Abnahme von Asparaginsaure
und der Neigung von hydrophoben Aminosauren wie Valin, Phenylalanin, Leucin und
Isoleucin zur Zunahme, wahrend sie bei den meisten Aminosauren kein einheitliches
Verhalten erkennen konnten. Die Betrachtung der freien Aminosauren im unbehan-
delten Rohkaffee zeigte dagegen, dass sich das Muster der freien Aminosaure wah-
rend der Aufbereitungen deutlich veranderte, indem speziell Asparagin- und Gluta-
minsdure abnahmen und die Gehalte aller anderen Aminosauren bei der nassen
Aufbereitung geringfligig, bei der trockenen Aufbereitung jedoch recht deutlich, zu-
nahmen. Zwischen nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee konnte dabei eine
einheitliche Tendenz fur die Gehalte an Asparagin- und Glutaminsaure festgestellt
werden, die in nass aufbereitetem Rohkaffee gegenuber den Konzentrationen in tro-
cken aufbereitetem Rohkaffee deutlich erhéht waren, ganz im Gegensatz zu allen
anderen Aminosauren, deren Verteilung sich zwar in beiden Proben ahnelte, deren
Gehalte in nass aufbereitetem Rohkaffee jedoch durchschnittlich um 40-50 % niedri-
ger lagen. Als Erklarung fur diese Unterschiede konnte dabei auf eine hdhere En-

zymaktivitat bei der Trocknung im Gegensatz zur Fermentation geschlossen werden.
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Weiterhin war die Moglichkeit zur Unterscheidung von nass und trocken aufbereite-
tem Rohkaffee anhand der ermittelten Ergebnisse und in Einklang mit der entspre-
chenden These von Casal et al. (2001) durchaus gegeben. In den Gehalten von y-
Aminobuttersaure (GABA) konnten schliedlich auch groRe Unterschiede zwischen
nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee gefunden werden, womit die Verbindung
unabhangig vom Aroma des Rohkaffees eine potentielle Leitsubstanz zur Unter-

scheidung der verschieden aufbereiteten Rohkaffees darstellte (Bytof, 2003).

Studien Uber die Gehalte an Estern im Kaffeegetrank sind in der Literatur bislang
noch nicht beschrieben worden. Das Ziel der Untersuchungen am Kaffeegetrank war
es daher vor allem, die Aromapotenz der im Rostkaffee gefundenen Unterschiede,
d.h. von 2- und 3- Methylbutansaureethylester, nachzuweisen. Ein weiterhin beste-
hender Einfluss der Ester war besonders deshalb zu erwarten, da die Anderung des
Gesamtaromaeindrucks des Kaffeegetranks gegenliber dem Aroma von Rdstkaffee
nur durch eine Konzentrationsverschiebung der vorhandenen aromapotenten Ver-
bindungen bei der Extraktion (Semmelroch und Grosch, 1996), aber nicht durch die

Bildung neuer Aromastoffe (Deibler et al., 1998) bedingt ist.

Entscheidend zeigte sich dabei bereits zu Beginn, dass auch die Kaffeegetranke aus
Rostkaffee verschiedener technologischer Aufbereitung hoch signifikant unterschie-
den werden konnten und der Unterschied mit einer Sicherheit von 99,9 % wieder
deutlicher wahrgenommen wurde als im Rdstkaffee. Auch die Beurteilung der Ge-
samtaromaqualitat fiel in der hedonischen Prifung erneut eindeutig zugunsten des

Kaffeegetranks aus nass aufbereitetem Rostkaffee aus.

Wie auch bereits von Mayer et al. (2000) festgestellt, wiesen die ermittelten Aroma-
profile der Kaffeegetranke dann im Vergleich zu denen des Rostkaffees eine Ver-
schiebung des Geruchseindrucks von den schweflig-rostigen und kaffeeartigen No-
ten, die in ihrer Intensitat leicht abnahmen, zu den mehr malzigen und rauchigen No-
ten auf, die in ihrer Intensitat zunahmen. Auffallig war, nach wie vor, der deutlich
wahrzunehmende fruchtige Geruchseindruck im Kaffeegetrank aus trocken aufberei-
tetem Rostkaffee, der den Erhalt des Unterschiedes verdeutlichte und wie bereits im

Rostkaffee Einfluss auf z.B. die Wahrnehmung der Aromaqualitat ,nach Kaffee” aus-
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Ubte, die gegenuber dem Kaffeegetrank aus nass aufbereitetem Rdstkaffee wieder-

um unterdriickt wurde.

Die Aromaextraktverdinnungsanalysen bzw. die Headspaceverdunnungsanalysen
waren gut mit denen der entsprechenden Rostkaffees vergleichbar, wobei in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen von Blank et al. (1992), Semmelroch und Grosch
(1996) und Mayer et al. (2000) die FD-Faktoren fur Pyrazine (z.B. 2,3-Diethyl-5-
methylpyrazin), (E)-R-Damascenon, 3-Methyl-2-buten-1-thiol oder flir das instabile 2-
Furfurylthiol niedriger lagen, wahrend die der Furanone (z.B. 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-
2(5H)-furanon, 4-Hydroxy-4,5-dimethyl-3(2H)-furanon), von 3-(Methylmercapto)-pro-
pionaldehyd oder 2,3-Butandion gleich blieben.

2- und 3-Methylbutansaureethylester, die ebenfalls in das Kaffeegetrank extrahiert,
aber in der Literatur noch nicht als aromapotente Verbindungen von diesem be-
schrieben wurden, traten im Kaffeegetrank aus trocken aufbereitetem Rdstkaffee mit
um eine Verdunnungsstufe niedrigeren FD-Faktoren gegeniber dem entsprechen-
den Rostkaffee auf. Dies stellte jedoch immer noch einen deutlichen Unterschied
zum Kaffeegetrank aus nass aufbereitetem Rostkaffee dar, das diese Verbindungen
nicht in nachweisbaren Mengen enthielt. Die quantitativen Daten zeigten schlieflich,
dass die Extraktionsraten der Ester ungefahr 50 % betrugen, was im Bereich der von
Semmelroch und Grosch (1996) und Mayer et al. (2000) ermittelten Extraktionsraten
von durchschnittlich 25 % bis 75 % je nach Polaritat einzelner Aroma-lmpakt-

Verbindungen lag.

Das Vorkommen und die Aromapotenz von 2- und 3-Methylbutansaureethylester im
Kaffeegetrank konnte damit erstmals nachgewiesen und in den durchgefuhrten sen-
sorischen Experimenten noch weiter belegt werden, in denen wie bereits beim Rost-
kaffee eine mit den quantifizierten Konzentrationen der Ester versetzte Probe mit ho-
her Signifikanz von dem nicht mit Estern versetzten Kaffeegetrank aus nass aufberei-

tetem Rostkaffee unterschieden wurde.

Bei Betrachtung aller vorliegenden Ergebnisse konnte zusammenfassend festgestellt
werden, dass ein Unterschied zwischen nass und trocken aufbereitetem Kaffee be-

stand, der in allen Verarbeitungsschritten des Kaffees, Rohkaffee, Rdstkaffee und
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Kaffeegetrank deutlich zu erkennen war und auf den z.B. Chassevent et al. (1970)
schon hingewiesen hatten. Verursacht wurde dieser Unterschied in allen Fallen
hauptsachlich durch die fruchtig riechenden 2- und 3-Methylbutansaureethylester, die
bereits im trocken aufbereiteten Rohkaffee zu finden waren, bei der Réstung kaum
abnahmen, wie es auch Czerny und Grosch (2000) bereits beschrieben hatten, und
zu 50 % ins Kaffeegetrank extrahiert wurden, wie erstmals gezeigt wurde. Diese
Verbindungen blieben in allen Stadien der Kaffeezubereitung aromapotent und be-
wirkten eine Abnahme der Aromaqualitat gegenuber dem nass aufbereiteten Kaffee,

in dem die Ester nicht detektiert werden konnten.

Unter Verwendung der Stir Bar Sorptive Extraction zur Isotopenverdinnungsanalyse
im Kaffeegetrank konnten schlie3lich auf schnellem und einfachem Weg auch in 11
Kaffeegetranken aus kommerziell erhaltlichen Rostkaffees die Gehalte der 2- und 3-
Methylbutansaureethylester bestimmt werden, womit die Moglichkeit der Unterschei-
dung von nass und trocken aufbereitetem Kaffee anhand dieser Verbindungen zu-

satzlich deutlich wurde.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Rohkaffee

Als Untersuchungsmaterial dienten insgesamt drei Chargen von jeweils nass und
trocken aufbereitetem Rohkaffee, sowie je eine Charge unbehandelte Kaffeekir-
schen, ,Floaters” und Rohkaffee aus unreifen Kirschen, die sich nach dem Herkunfts-
land (Brasilien, Peru), dem Erntejahr (2000, 2001, 2002) und den Aufbereitungsbe-
dingungen unterschieden. Die unbehandelten Kaffeekirschen entstammten dabei

derselben Ernte wie Charge 3.

Charge 1 : Brasilien 2000
Charge 2 : Brasilien 2001
Charge 3 : Peru 2001
Unbehandelt: Peru 2001 Ub
Floaters / Unreif: Brasilien 2002

Alle Rohkaffeeproben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -30 °C gelagert. Transpor-

te fanden, falls nicht anders angegeben, bei Umgebungstemperatur statt.

Bei dem Untersuchungsmaterial aus Brasilien handelte es sich um Coffea arabica
var. caturra (Art der Kultivierung: Acaid) von der Plantage Ipanema in Alfemas im
Bundesstaat Parana, Brasilien. Die reifen Kaffeekirschen wurden nach der Ernte vor
Ort einer trockenen bzw. nassen Aufbereitung unterzogen und anschlielfend per
Luftfracht nach Deutschland eingeflogen. Die Aufbereitung der Chargen 1 und 3 un-
terlag dabei der Kontrolle von Herrn Dr. Bytof (Technische Universitat Braun-

schweig).

Floaters und unreife Kirschen fielen als Abfallprodukt der nassen Aufbereitung an,
wobei Floaters Uber ihr spezifisches Gewicht im Wasserbad und unreife Kirschen
aufgrund ihrer Festigkeit bei der Entpulpung (sie kdnnen dabei einen Rost nicht pas-

sieren) aussortiert wurden.
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Brasilien 2000 (Ernte: April 2000, Lieferung: August 2000)

Trockene Aufbereitung
Trocknungszeit in der Sonne: 20 Tage
Wetterbedingungen: Tag: 24-27 °C, Nacht: 11-13 °C

Nasse Aufbereitung (Pergamino)
Fermentation: 22 Stunden mit Wasser

Trocknungszeit in der Sonne: 8 Tage

Brasilien 2001 (Ernte: April 2000, Lieferung: Marz 2001)

Trockene Aufbereitung
Trocknungszeit in der Sonne: 20 Tage
Wetterbedingungen: Tag: 24-27 °C, Nacht: 11-13 °C

Nasse Aufbereitung (Pergamino)
Fermentation: 22 Stunden mit Wasser

Trocknungszeit in der Sonne: 8 Tage

Die Chargen Brasilien 2000 und 2001 unterschieden sich weiterhin anhand ih-

rer Réstung (siehe 3.1.2).

Brasilien 2002 (Ernte: Juli 2002)

Floaters (,,Boias*)
Nach der Aussortierung in der Sonne getrocknet und von der Pergamentschale
befreit (sie wurden im Rahmen der nassen Aufbereitung vor der Aussortierung

bereits entpulpt und teilweise fermentiert).

Unreife Kirschen (,,Verde®)
In der Sonne getrocknet und von getrocknetem Fruchtfleisch und Pergament-

schale befreit (Trockene Aufbereitung).
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Bei den Kaffeekirschen aus Peru handelte es sich um eine Mischung der Varietaten
Caturra und Tippica. Sie wurden direkt nach der Ernte am 23.04.2001 auf optimalen
Reifegrad sortiert und nach einem 10-stindigen Transport in grolen Wasserbotti-
chen per Kuhlfracht (2-8 °C) nach Deutschland eingeflogen, wo sie am 26.04.2001
ankamen. Die Aufbereitung erfolgte im Labor an der Technischen Universitat Braun-

schweig bzw. der Deutschen Forschungsanstalt fur Lebensmittelchemie, Garching.

Peru 2001 (Ernte: 23.04.2001)

Unbehandelt
Die Kaffeekirschen wurden nach der Ankunft sofort per Hand vom Fruchtfleisch
befreit (entpulpt), kurz abgewaschen, abgetrocknet und 2 Tage bei Raumtem-

peratur luftgetrocknet. Danach wurde die Pergamentschale entfernt.

Trockene Aufbereitung
Die Kaffeekirschen wurden im Trockenschrank bei 35 °C unter standiger Beluf-
tung und wiederholtem Wenden auf 12 % Restfeuchte getrocknet (ca. 12 Tage).

Danach wurde das getrocknete Fruchtfleisch und die Pergamentschale entfernt.

Nasse Aufbereitung

Die Kaffeekirschen wurden nach der Ankunft sofort per Hand vom Fruchtfleisch
befreit (entpulpt), anschlieend fur 30 h im Wasser ( in 5 | Erlenmeyerkolben)
fermentiert und im Trockenschrank bei 35 °C unter standiger Bellftung und
wiederholtem Wenden auf 12 % Restfeuchte getrocknet (ca. 5 Tage). Danach
wurde die Pergamentschale entfernt.

Als Untersuchungsmaterial flr die Analyse der freien Aminosauren wurde zusatzlich
eine Charge von nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee aus Tanzania mit der

Bezeichnung ,Buni” (Ernte: Juli / August 2002) verwendet.
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3.1.2 Rostkaffee

FUr die Untersuchung von Rostkaffee wurden die Proben Brasilien 2000 und Peru
2001 Ub auf einem Probenrdster im Labor gerdstet. Die Proben Brasilien 2001 und
Peru 2001 rostete die Firma Tchibo Frisch-Rost-Kaffee GmbH in Hamburg. Alle
Roéstkaffeeproben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -30 °C unter Argon gelagert.

Transporte fanden, falls nicht anders angegeben, bei -20 °C statt.

Nass und trocken aufbereitete Proben wurden jeweils aquivalent gerdstet. Im Ver-
gleich mit industriell gerostetem Kaffee konnte der untersuchte Kaffee als Produkt mit
mittlerem RoOstgrad eingestuft werden. Fur den unbehandelten Kaffee Peru 2001 Ub
waren bei sonst gleichen Bedingungen deutlich langere Rostzeiten (14 min) aufgrund
des hohen Wassergehalts (ca. 34 %) nétig. Erst durch eine schonende Anpassung
des Wassergehalts mittels Gefriertrocknung konnte die Rdstung unter vergleichbaren

Bedingungen durchgefuhrt werden.

Die Roéstung des Rohkaffees im Labor erfolgte auf einem Probenrdoster BRZ 4 der
Firma Probat (Trommelrdster, Kontaktverfahren). Um die Rdstbedingungen mdglichst
konstant zu halten, wurde nur eine der vier Rosttrommeln verwendet, da alle Trom-
meln eine getrennt gesteuerte, nicht geeichte Heizung besitzen, so dass bei gleicher
Einstellung Abweichungen von Trommel zu Trommel auftreten kénnen. Die Roéstbe-

dingungen sind in Tabelle 41 zusammengefasst.

Tabelle 41: Rdstbedingungen von Rohkaffee auf einem Probat Probenréster BRZ 4.

Parameter

Temperatureinstellung (Gerat) 7,5
Ablufteinstellung bis 5 min (Gerat) Markierung 1
Ablufteinstellung ab 5 min (Gerat) ganz geoffnet
Menge pro Charge 100 g
Starttemperatur (Réstung) 330°F
Endtemperatur (Réstung) 290° F
Rostzeit 7 min
Kihlung im Luftstrom 4 min
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Heizung:

Abluft:

Menge:

Temperatur:

Rostzeit:

Tonung:

Einbrand:

Kuihlung:

Die Heizung erfolgt elektrisch Uber Quarzstabe mit einer maximalen
Leistung von 850 W. Die Heizeinstellung wird wahrend der Rdstung
konstant gehalten und beeinflusst Starttemperatur und Rostdauer

durch die maximale Aufheizung der Trommel.

Der Abluftstrom kann reguliert werden und wird zu Beginn der Ros-
tung auf einer festen Einstellung (Markierung 1) gering gehalten, um
eine zu starke Kuhlung der Bohnen durch Zugluft zu vermeiden.
Nach einer festgesetzten Zeit gegen Ende der Réstung wird der Ab-
luftstrom ganz gedffnet, um die Rdstung durch Luftkihlung zu ver-

langsamen und eine zu schnelle Uberréstung zu verhindern.

Die Menge pro gerdsteter Charge wird gleich gehalten (100 g), damit
der Einfluss unterschiedlicher Warmekapazitaten ausgeschlossen
werden kann. Vor der Rostung wird das Rostmaterial daher aulRer-

dem auf Raumtemperatur temperiert.

Die Starttemperatur muss fur jede Rostung identisch sein, da hohere
Temperaturen die Rostung beschleunigen, niedrigere Temperaturen

sie verlangsamen, was zu unterschiedlichen Rostergebnissen fuhrt.

Die Rostzeit wird aul’er von der Heizleistung, der Starttemperatur
und der Chargenmenge auch vom Wassergehalt des Rohkaffees
und der Kaffeeart und -sorte beeinflusst. Sie richtet sich nach der
gewunschten Tonung der Kaffeebohnen und ist fur unterschiedliche
Rohkaffeeproben getrennt zu ermitteln. Die angegebene Zeit stellt im
Zusammenhang mit den anderen Rdstbedingungen das Optimum fur

die Rdéstung der verwendeten Proben dar.

Die Tonung der Kaffeebohnen ist ein Kriterium fur den Rostgrad. Ei-
ne identische Tonung ist mit einen aquivalenten Roéstgrad gleichzu-

setzen.

Der Gewichtsverlust der Kaffeebohnen wahrend der Réstung wird als

Einbrand bezeichnet.

Um ein Nachrdsten zu verhindern, werden die frisch gerdsteten Kaf-
feebohnen nach der Entleerung aus der Trommel schnellstmdglich

im kalten Luftstrom abgekunhlt.
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3.1 Untersuchungsmaterial

Die Rostung in Hamburg bei der Firma Tchibo Frisch-Rost-Kaffee GmbH erfolgte
auf Wirbelschichtrostern unter optimalen Bedingungen fur die entsprechenden Kaf-

feearten. Die Rdstbedingungen sind in Tabelle 42 dargestellt.

Tabelle 42: Rdstbedingungen von Rohkaffee auf einem Wirbelschichtroster (Hamburg).

Parameter

Lufteintrittstemperatur 250-258 °C
Rostzeit Brasilien 2001 2,0 min
Rostzeit Peru 2001 2,5 min

Weiterhin wurden die in Tabelle 43 aufgeflihrten, kommerziell erhaltliche Rostkaf-
feeproben im Einzelhandel erworben oder von Tchibo Frisch-Rést-Kaffee GmbH
(Hamburg) zur Verfugung gestellt. Herkunft (Anbauland) und Aufbereitungsmethode
der einzelnen Proben sind, soweit verfugbar, den Angaben der Hersteller entnom-

men.

Tabelle 43: Untersuchte Rdstkaffeeproben unterschiedlicher Hersteller und Herkunft.

Hersteller Produktbezeichnung  Herkunft (Anbauland) Aufbereitung
Tchibo unbekannt Brasilien trocken
Hasingawa Ltd. unbekannt Jemen trocken
Melitta Kaffee Auslese Brasilien unbekannt
Dallmayr Prodomo unbekannt nass
Dallmayr Ethiopian Crown Athiopien nass
Dallmayr Antigua Tarrazu Guatemala, Costa Rica nass
Dallmayr Dyawa Antara Indien, Java, Neu-Guinea nass
Dallmayr San Sebastian Hochland von Guatemala®  nass
Dallmayr Sigri Papua Neu Guinea nass
Caffé Rocchi?® Special Bar unbekannt nass
Tudor Léslicher Kaffee Gold unbekannt unbekannt

@ Torrefazione Lucchese del caffé s.r.l., Via delle Piagge a S. Alessio, Lucca, ltalia, 100% Arabica
® \Von der Finca San Sebastian im Hochland von Guatemala
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3 Experimenteller Teil

3.1.3  Bestimmung der Farbintensitat

Die Farbintensitat des Kaffees wurde mit Hilfe eines Flachbettscanners Agfa
Snapscan 1236S ermittelt, der zu diesem Zweck mit einer 0,5 cm dicken Plexiglas-

platte ausgestattet ist, in die vier 5 x 5 cm grof3e Lécher geschnitten wurden.

Zur Bestimmung der Farbintensitat einzelner Proben wird der gemahlene und ge-
siebte Rostkaffee in die vorhandenen Locher geflllt, flachgedruckt und gleichzeitig
mit einem Farbstandard eingescannt. Der Scanvorgang erfolgt dabei mit 150 DPI un-

ter Verwendung der zum Scanner gehérenden Scanwise 1.4 Software.

Die Bildbearbeitung und -auswertung erfolgt in Corel PhotoPaint 7, wo die einges-
cannten Kaffeeproben zur Verringerung der Standardabweichung zuerst mit einem
grof¥flachigen Mosaikfilter Uberlagert werden und anschlieRend das Mittel des Rotan-
teils aus dem zugehorigen Histogramm des Kaffees entnommen wird. Die Ergebnis-

se stellen Mittelwerte aus jeweils vier Bestimmungen dar.
Mit diesem Verfahren kann die Aquivalenz der Rdstung verschiedener Rostchargen

Uberpruft werden. Die gemessenen Werte stellen jedoch keine optischen Standard-

werte dar, wodurch sich das Verfahren nur fur den internen Gebrauch eignet.

da*

L* Ab*
:ﬂ”/f 7 AR
AL
+b*
e
C*
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Abbildung 18: CIE —L*a*b* - System nach DIN 6174
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3.1 Untersuchungsmaterial

Zum Abgleich mit optischen Standardwerten (CIE —L*a*b* nach DIN 6174, Abbildung
18) konnte zu einem spateren Zeitpunkt ein Spectro-Color-Pen LMV170 der Firma

Dr. Lange verwendet werden.

Die Farbmessung erfolgt bei diesem Gerat nach dem Spektralverfahren gemafd DIN
5033 unter Verwendung einer d/8° Messgeometrie, d.h. die Messprobe wird Uber ei-
ne Ulbrichtsche Kugel (50 mm Durchmesser) mit polychromatischem Licht diffus be-
leuchtet und die Empfangeroptik beobachtet das reflektierte Licht unter einem Winkel
von 8° zur Probenoberflache. Eine Beeinflussung des Messwertes durch Material-
strukturen oder Glanzunterschiede wird dabei ausgeschlossen. Die beleuchtete
Messflache betragt im Durchmesser 10 mm, die gemessene 8 mm. Angegebene Er-

gebnisse stellen den Mittelwert aus 3 Messungen gegen Weil} dar.

3.1.4 Bereitung von Roh- und Rostkaffeepulver

Zur Bereitung von Kaffeepulver wird eine bestimmte Menge an Roh- oder Rdstkaf-
feebohnen abgewogen, in flissigem Stickstoff eingefroren und in einer Ultrazentrifu-
gationsmuhle vom Typ ZM 1 (Retch, Haan) gemahlen, wobei ein Siebeinsatz mit ei-
nen Porendurchmesser von 2 mm verwendet wird. Die resultierende Partikelgrofie
liegt durchschnittlich zwischen 200 und 500 um. Die Weiterverarbeitung erfolgt un-

mittelbar nach dem Mahlvorgang mit einer genau abgewogenen Menge des Pulvers.

3.1.5 Bereitung des Kaffeegetranks

Fir die Zubereitung von 100 ml Kaffeegetrank werden 5,4 g frisch gemahlenes Rost-
kaffeepulver mit 110 ml kochendem, destillierten Wasser Ubergossen (Semmelroch
und Grosch, 1996). Danach filtriert man durch ein hausubliches Kaffeefilter in eine
eisgekuhlte Vorlage. Die Weiterverarbeitung erfolgt, sobald das Kaffeegetrank auf

20 °C abgekunhlt ist, unmittelbar nach der Zubereitung.
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3.2 Chemikalien

Kommerziell erhaltliche Substanzen wurden von den angegebenen Quellen bezo-
gen. Sie wiesen, wenn nicht anders vermerkt, die hochste verfugbare Reinheit auf.
Kommerziell nicht erhaltliche Verbindungen wurden nach den in Klammern aufge-
fuhrten Literaturstellen synthetisiert und flr die vorliegende Arbeit freundlicherweise

zur Verfugung gestellt.

3.21 Referenzaromastoffe

Acetaldehyd Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Bis-(2-methyl-3-furyl)-disulfid Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
2,3-Butandion Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Butansaure Merck, Darmstadt
(E)-B-Damascenon Haarmann & Reimer, Holzminden
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol Fluka, Neu-Ulm

Dimethyltrisulfid Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Ethansaure Merck, Darmstadt
2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin Czerny et al. (1996)
2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin Czerny et al. (1996)
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
2(5)-Ethyl-4-hydroxy-5(2)-methyl-3(2H)-furanon Givaudan, Dubendorf, Schweiz
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
4-Ethyl-2-methoxyphenol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
2-Furfurylthiol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Hexanal Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Hexansaure Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
3-Isopropyl-2-methoxypyrazin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
3-Mercapto-3-methylbutylformiat Czerny et al. (1999)

Methanthiol Fluka, Neu-Ulm
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3.2 Chemikalien

2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin
2-Methoxyphenol
2-Methylbutanal
3-Methylbutanal
2-Methylbutanol
2-Methylbutansaure
3-Methylbutansaure
2-Methylbutansaureethylester
3-Methylbutansaureethylester
3-Methyl-2-buten-1-thiol
2-Methyl-3-furanthiol
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd
3-Methylpentansaureethylester
Methylpropanal
2-Methylpropansaureethylester
(E,Z)-2,6-Nonadienal
(E)-2-Nonenal

(Z)-2-Nonenal

Octanal

1-Octen-3-on

2,3-Pentandion

Pentansaure
Phenylacetaldehyd
Phenylethansaure

Propanal

4-Vinyl-2-methoxyphenol

Czerny und Grosch (2000)

Merck, Darmstadt

Lancaster, Muhlheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Holscher et al. (1992)
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Lancaster, Muhlheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Alfa Products, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Lancaster, Miuhlheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Lancaster, Muhlheim

3.2.2  Stabil-isotopenmarkierte Aromastoffe

['3C,] Acetaldehyd

['3C4] 2,3-Butandion

[*Ha] (E)-B-Damascenon

[*Hs] 2,3-Diethyl-5-methylpyrazin
[*He] Dimethyltrisulfid

Promochem Wesel

Schieberle und Hofmann (1997)
Sen et al. (1991)

Cerny und Grosch (1993)

Milo und Grosch (1996)
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[*Hs] Ethansaure
[*Hs] 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin

[*H3] 5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon

[*H..s] 4-Ethyl-2-methoxyphenol

['3C2] 2-Furfurylthiol

[*H4] Hexanal

['3C,] 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon
['3C,] 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
[*Hs] 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd
[*Hs] 3-Isobutyl-2-methoxypyrazin

[*Hs.¢] 3-Mercapto-3-methylbutylformiat
[*H3] 2-Methoxyphenol

[*Hs] 2-Methylbutanal

[*Hs] 3-Methylbutanal

[*Hs] 3-Methylbutansaure

[*Hs] 2-Methylbutansaureethylester

[*Hs] 3-Methylbutansaureethylester

[*Hs] 3-Methyl-2-buten-1-thiol

[?Hs] 2-Methyl-3-furanthiol

[*H3] 3-(Methylmercapto)-propionaldehyd
[*’H;] Methylpropanal

[*Hs] 2-Methylpropansaureethylester
['*C,] 2,3-Pentandion

['3C,] Phenylacetaldehyd

[*H3] 4-Vinyl-2-methoxyphenol

3.2.3 Sonstige Chemikalien

Ammoniak, 25 %
Ammoniumdithiocarbamat

Argon 4.6

Borsaure

Bromwasserstoff (30 % in Ethansaure)

Dichlormethan

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Cerny und Grosch (1993)
Preininger und Grosch (1994)
Semmelroch et al. (1995)
Semmelroch et al. (1995)
Guth und Grosch (1993b)
Blank et al. (1993)

Sen et al. (1991)

Semmelroch et al. (1995)
Semmelroch und Grosch (1996)
Masanetz et al. (1995)

Cerny und Grosch (1993)
Christlbaur (2001)

Schieberle und Grosch (1992)
Guth und Grosch (1994)
Fritsch (2001)

Guth und Grosch (1993a)
Synthese (vgl. 3.2.4)
Kerscher und Grosch (1998)
Sen et al. (1991)

Milo und Grosch (1996)

Guth und Grosch (1993a)
Mayer et al. (1999)

Pfndiir (1998)

Semmelroch et al. (1995)

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Messer Griesheim, Krefeld

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
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Diethylether
Ethanol
Ethansaure
Ethylenglycol
Helium 4.6
[2H8] Isopren

Kaliumacetat

Kieselgel fur Flash-Chromatographie, @ 40 ym

Luft, synthetisch
Methanol
Methansaure
3-Methyl-2-buten-1-ol
Methyloctanoat
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat, wasserfrei
Ninhydrin
Octansaure
o-Phosphorsaure
Pentan

Salzsaure, 32 %
Seesand, gereinigt
Stickstoff 5.0
Stickstoff, flussig
Tetrahydrofuran
Wasserstoff 5.0

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Messer Griesheim, Krefeld
Lancaster, Muhlheim
Merck, Darmstadt

J. T. Baker, 7024-01
Messer Griesheim, Krefeld
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Messer Griesheim, Krefeld
Linde, Minchen
Merck, Darmstadt

Messer Griesheim, Krefeld

Reinigung von Chemikalien
Dichlormethan, Diethyleter und n-Pentan werden vor Gebrauch an einer Fullkérper-
kolonne (150 x 6 cm) destilliert.
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3.24 Synthese von [*Hg] 3-Methyl-2-buten-1-thiol

Synthese von [*Hg] 3-Methyl-2-buten-1-thiol nach Semmelroch und Grosch (1996)

aus [*Hs] Isopren tber [*Hg] 1-Brom-3-methyl-2-buten als Zwischenstufe.

Schritt 1: Synthese von [’Hg] 1-Brom-3-methyl-2-buten

1 g [?Hg] Isopren wird unter Kiihlung in einem Sovirelglas mit 2,95 ml Bromwasser-
stoff (30 % in Essigsaure) vermengt, die Losung nach Aufbewahrung fur 3 Tage bei
einer Temperatur von 4 °C vorsichtig in 20 ml Eiswasser geschuttet und die Mi-
schung danach mit 2 x 25 ml Diethylether extrahiert. Der Etherextrakt wird dreimal
mit 50 ml wassriger Natriumhydrogencarbonatlosung (0,5 M) und 50 ml Wasser ge-

waschen und abschlieRend Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet.

Schritt 2: Synthese von [*Hg] 3-Methyl-2-buten-1-thiol

Die etherische Lésung von [?Hg] 1-Brom-3-methyl-2-buten wird mit 10 ml Ethanol
verdunnt und anschlielend der Diethylether an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm)
bei einer Wasserbadtemperatur von 41 °C abdestilliert. Nach Zugabe von 0,6 g Am-
moniumdithiocarbamat wird das Reaktionsgemisch gut geschuttelt, fir 20 min bei
Raumtemperatur aufbewahrt und schliel3lich mit 20 ml Wasser versetzt. Wahrend
dieses Vorgangs bildet sich ein schweres Ol unter einer wéassrigen Phase. Diese
Phase wird entfernt und die Behandlung des verbleibenden Ols mit Ammoniumdithi-
ocarbamat und Wasser wiederholt. Zu dem verbleibenden Ol wird 5 ml wéassrige Nat-
ronlauge (0.4 M) hinzugefugt, 2 Stunden bei einer Temperatur von 4 °C geruhrt und
nach Einstellung des pH-Wertes mit wassriger Salzsaure (1 M) auf pH 5 mit 2 x 50 ml
Dichloromethan extrahiert, der Extrakt mit 50 ml Wasser gewaschen und Uber was-

serfreiem Natriumsulfat getrocknet.

Reinigung und Isolierung:

Das Losungsmittel wird Uber eine Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) abdestilliert und das
verbleibende Ol lber Flash-Chromatographie (Still et al., 1978) aufgereinigt. Dazu
wird die Probe auf eine mit Kieselgel (40 um) in Pentan-Diethylether (95:5, v/v) ge-
packte Saule (36 x 1,9 cm) aufgegeben und schrittweise mit 95:5 (v/v) und 90:10
(v/v) Pentan-Diethylether (je 2 x 50 ml) eluiert. [?Hg] 3-Methyl-2-buten-1-thiol wird

zwischen 100 und 150 ml eluiert.
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Im Gegensatz zu Semmelroch und Grosch (1996) wird die Losung nun uber eine
Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) auf 2 ml eingeengt und daraus [*Hg] 3-Methyl-2-buten-
1-thiol Uber praparative Gaschromatographie (vgl. 3.7.3) isoliert. Das zugehoérige MS-
El-Spektrum ist in Abbildung 19 dargestellt.

Ergebnis:
MS-EI (%): 45 (100), 46 (88), 77 (75), 42 (46), 76 (25), 75 (23), 110 (M-, 22).

100 — 45
i 46

80 - 77

60 -
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40

’ 76
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Abbildung 19: MS-EI-Spektrum von [2Hg] 3-Methyl-2-buten-1-thiol
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3.3 Sensorische Methoden

Sensorik-Bedingungen:

FUr die sensorischen Untersuchungen steht ein eigens dafur eingerichteter, gut be-
lufteter Raum zur Verflgung, der durch Stellwande getrennte, mit Waschbecken
ausgestattete Prifplatze besitzt. Sensorische Tests werden bei einer Raumtempera-
tur von 21 = 1 °C und Tageslicht durchgefuhrt und jeweils im Abstand von mehreren

Tagen wiederholt.

Sensorik-Panel:

Die sensorischen Beurteilungen werden von einem Sensorik-Panel durchgefihrt, be-
stehend aus 10 bis 12 sensorisch geschulten Testpersonen (zur Halfte je mannlich
und weiblich) im Alter zwischen 25 und 40 Jahren. Die Schulung erfolgt wochentlich
anhand von ausgewahlten Aromastofflésungen und -mischungen, die in unterschied-

lichen Konzentrationen oberhalb der Geruchsschwelle dargeboten werden.

Probenvorbereitung:

Je 1 g gemahlenes Roh- oder Rostkaffeepulver bzw. 10 ml Kaffeegetrank werden in
zylinderformige Sensorikglaser (Hohe: 65 mm, Durchmesser: 40 mm) mit Schliffde-
ckel abgefullt. Das Kaffeegetrank wird fur die Sensorik auf 65 °C temperiert, Roh-
und Rdstkaffee auf Raumtemperatur. Die Probenvorbereitung findet in einem vom

Sensorikraum abgetrennten Raum statt.

3.3.1 Dreieckspriifung (Triangel-Test)

Triangeltests werden zur Feststellung der Unterscheidbarkeit von zwei Proben be-
zuglich ihres Aromas nach der § 35 LMBG Methode L 00.90-7 durchgefuhrt und aus-
gewertet. Dafur werden den Priufern jeweils drei durch einen zufallig ermittelten, drei-
stelligen Zifferncode gekennzeichnete Proben in zuféalliger Reihenfolge dargeboten,
von denen zwei identisch sind. Nach der ,Forced-Choice-Technik® missen die Prufer

dann eine abweichende Probe bestimmen.
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Die Bewertung des Ergebnisses erfolgt mittels Signifikanztabelle (Jellinek, 1985).
Dabei muss unter Beachtung der Gesamtzahl der vorliegenden Antworten eine Min-
destzahl korrekter Antworten bei festgelegtem Signifikanzniveau o erreicht werden,
um die Abweichung des Geruchseindrucks als signifikant bzw. hoch signifikant und
damit von den Prifpersonen als unterscheidbar einzustufen. Unter Signifikanzniveau
o versteht man die Irrtumswahrscheinlichkeit, also die Wahrscheinlichkeit, ein fal-

sches Ergebnis als richtig anzunehmen.

3.3.2  Aromaprofilanalyse

Bei der Aromaprofilanalyse bewertet das Sensorik-Panel orthonasal die Intensitaten
verschiedener, festgelegter Aromaeindriicke in einer Probe. Daflr steht ihnen eine
Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 3 (stark wahrnehmbar) in Schritten von 0,5 zur
Verfugung. Die zu bewertenden Geruchsqualitdten werden in einer Stoffsammlung
vom Sensorik-Panel im Vorfeld ermittelt und bestimmten Aromastoffen oder Produk-

ten zugeordnet (vgl. Tabelle 44), die wahrend der Bewertung als Referenz zur Verfi-

gung stehen.

Tabelle 44: Aromaqualitdten und zugeordnete Aromastoffe.

Aromaqualitat

Vergleichsverbindung

fruchtig
citrusartig
erdig
heuartig
karamellartig
malzig

nach Essig
nach Gras
nach Honig
nach Kaffee
nach Kakao
nach Paprika
rauchig
rostig / schweflig
schweillig

2-Methylbutansaureethylester
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin
Heu
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
2-Methylbutanal

Ethansaure

Hexanal

Phenylacetaldehyd
2-Furfurylthiol

Kakaobohnen
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin
2-Methoxyphenol
3-Methyl-2-buten-1-thiol
2-/3-Methylbutansaure
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3.3.3 Hedonische Prifung

Bei der hedonischen Prufung wird eine subjektive Aussage daruber gemacht, welche
von zwei dargebotenen Proben ein ,besseres Aroma aufweist. Sie wird in Kombina-
tion mit den Triangel-Tests durchgefuhrt und entsprechend nach ihrer Signifikanz

bewertet.

3.3.4 Additionsexperimente

Zur Uberpriifung des Einflusses einzelner Aromastoffe auf die sensorische Unter-
scheidbarkeit beim Vorkommen in einer Probe werden Triangeltests durchgefihrt,
wobei als abweichende Probe dieselbe Probe angeboten wird, nur mit einer genau

abgemessenen Menge einer bestimmten Verbindung versetzt.

Die Aromastoffe werden dabei einer bestimmten Menge Probe als wassrige Losung
zugesetzt, wahrend die Originalprobe mit der gleichen Menge an destilliertem Was-
ser vermischt wird. Zur gleichmafigen Verteilung wird gut geschattelt und erst an-

schlief3end in die Sensorikglaser abgefulit.
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3.4 Isolierung von Aromastoffen

Um eine Zerstorung aromaaktiver Verbindungen oder die Bildung aromaaktiver Arte-
fakte bei der Gewinnung der Aromaextrakte zu verhindern, wird fur die Aufarbeitung
der Kaffeeproben ein besonders schonendes Verfahren verwendet. Bei diesem
kommt eine Extraktion mit tief siedenden, organischen Lésungsmitteln wie Diethy-
lether oder Dichlormethan, gefolgt von einer Hochvakuumdestillation bei niedrigen
Temperaturen zur Anwendung (Schieberle, 1995). Der resultierende Aromaextrakt
wird aufkonzentriert und stimmt bei der sensorischen Uberpriifung geruchlich mit

dem Aroma des Lebensmittels gut Uberein.

3.4.1 Extraktionsverfahren

Extraktion von Rohkaffeepulver

25 g nass oder trocken aufgearbeiteter bzw. 35 g unbehandelter, frisch gemahlener
Rohkaffee wird mit 10 g bzw. 15 g wasserfreiem Natriumsulfat verrieben und viermal
mit 100 ml Dichlormethan flr jeweils 1 Stunde extrahiert. Die filtrierten Extrakte wer-
den vereinigt und an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) auf ca. 50 ml eingeengt. Zur
Abtrennung des nicht-fluchtigen Anteils wird anschlieend im Hochvakuum destilliert
(vgl. 3.4.2), das Destillat Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und an einer
Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) sowie einer Mikrodestillationsapparatur (Bemelmans,
1979) auf 400 pl eingeengt.

Extraktion von Rostkaffeepulver

5 g gerdsteter und gemahlener Kaffee wird mit 200 ml Dichlormethan versetzt und fur
3 Stunden gerlhrt. Die Suspension wird abfiltriert, der Filterrickstand fir 16 Stunden
mit weiteren 200 ml Dichlormethan extrahiert und nach erneuter Filtration verworfen.
Die beiden Filtrate werden vereinigt und an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) auf
ca. 50 ml eingeengt. Der eingeengte Extrakt wird im Hochvakuum destilliert (vgl.
3.4.2) Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration entweder frak-
tioniert (vgl. 3.4.3) oder an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) sowie einer Mikrodes-

tillationsapparatur (Bemelmans, 1979) auf 500 pl eingeengt.
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Extraktion des Kaffeegetranks

100 ml frisch bereitetes Kaffeegetrank wird im Hochvakuum destilliert (vgl. 3.4.2), das
Destillat mit 25 g Natriumchlorid versetzt und im Scheidetrichter zwei mal mit 100 ml
Dichlormethan extrahiert. Nach Zugabe von 10 ml Salzsaure (1 M) und weiteren 5 g
Natriumchlorid wird erneut mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die organischen
Phasen werden gesammelt, vereinigt, Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) sowie einer Mikrodestillationsapparatur

(Bemelmans, 1979) auf 500 ul eingeengt.

Statische Headspaceproben

5 g Rohkaffee bzw. 1 g Rostkaffee oder 10 ml Kaffeegetrank wird in einem mit einem
Septum verschlossenen lodzahlkolben (300 ml) bei 40 °C (Wasserbad) eine Stunde

zur Gleichgewichtseinstellung der Konzentrationen im Gasraum temperiert.

3.4.2 Hochvakuumdestillation

Zur Abtrennung der fllichtigen Verbindungen von den nicht-fliichtigen Verbindungen
der Losungsmittelextrakte bzw. des Kaffeegetranks wird eine Destillation im Hochva-
kuum (Solvent Assisted Flavor Evaporation, SAFE) durchgefuhrt. Dafur wird eine
BZAENG®-Apparatur (Abbildung 20) nach Engel et al. (1999) in Verbindung mit einem

Hochvakuumpumpenstand PD 40L (Leybold-Hereus, Kdln) verwendet.

Die beheizbaren Teile der BENG®-Apparatur werden auf 55 °C thermostatisiert und
das geschlossene System auf 10 bis 10* Pa evakuiert (Anschluss zur Hochvaku-
umpumpe bei 5). Der Extrakt wird Uber den Tropftrichter (1) langsam und kontinuier-
lich in den mit einem Wasserbad auf 50 °C temperierten Rundkolben (2) eingeleitet.
Dabei verdampfen die fluchtigen Bestandteile explosionsartig, werden in den mit
flussigem Stickstoff gekuhlten Rundkolben (3) Uberfuhrt und frieren dort aus, wah-
rend die nicht-flichtigen Verbindungen im Kolben (2) zurlickbleiben. Eine weitere mit
flissigem Stickstoff gekuhlte Falle (4) dient zum Schutz der Hochvakuumpumpe. An-
schlieBend wird die Apparatur Uber den Tropftrichter (1) beluftet und das Destillat

aufgetaut.
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)

Abbildung 20: Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE) an einer BAENG®-Apparatur
nach Engel et al., 1999

3.4.3 Fraktionierung

Das Destillat der Hochvakuumdestillation wird entweder als Gesamtfraktion (GF)
verwendet oder in eine Fraktion der sauren Aromastoffe (SF) und eine Fraktion der
neutralen und basischen Aromastoffe (NBF) getrennt. Dazu wird das Destillat zwei
mal mit 50 ml Na,COs-Losung (0,5 M) ausgeschuttelt, die wassrige Phase mit 100 ml
gesattigter Natriumchloridldsung versetzt und mit 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Phasen (NBF) werden vereinigt, Uber wasserfreiem Natriumsulfat ge-
trocknet und an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) sowie einer Mikrodestillationsap-
paratur (Bemelmans, 1979) auf 500 ul eingeengt. Die wassrige Phase wird mit Salz-
saure (1 M) auf einen pH-Wert von 1 eingestellt, dreimal mit 50 ml Dichlormethan
ausgeschuttelt und die vereinigten Dichlormethan-extrakte (SF) Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne (40 x 1 cm) sowie einer Mik-

rodestillationsapparatur (Bemelmans, 1979) auf 500 ul eingeengt.
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3.5 Identifizierung von Aromastoffen

Der Identifizierung aromarelevanter Stoffe in Lebensmitteln kann ein systematisches
Konzept nach Methoden von Grosch und Schieberle zu Grunde gelegt werden
(Grosch, 1993a und 1993b, Schieberle, 1995):

Selektion aromarelevanter Stoffe mittels Aromaverdinnungstechniken
Identifizierungsexperimente
Quantitative Bestimmung der Aromastoffe

Aromawertberechnung

o bk N~

Aromasimulation

Die Identifizierung der bei den Verdinnungsanalysen detektierten Aromastoffen er-
folgt durch Vergleich mit kommerziell zu erwerbenden oder synthetisierten Referenz-

verbindungen auf Basis folgender Kriterien:

1. der Retentionsindices (Rl) auf mindestens zwei Kapillarsaulen unter-
schiedlicher Polaritat (vgl. 3.5.3),

2. der Geruchsqualitat und
den Massenspektren (gemessen uber HRGC/MS-EI bzw. HRGC/MS-CI)
der Verbindungen (vgl. 3.5.4).

3.5.1 Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Die Aromaextraktverdlinnungsanalyse (AEVA) ist ein Auswahlverfahren (Screening-
Methode), das auf diejenigen Inhaltsstoffe hinweist, die primar das Aroma eines Le-
bensmittels hervorrufen (Grosch, 1994). Zur Detektion der aromarelevanten Verbin-
dungen werden aus den Lebensmitteln Aromaextrakte gewonnen und diese uber
Kapillargaschromatographie / Olfaktometrie (HRGC/O; vgl. 3.7.1) untersucht (Day et
al., 1957; Fuller et al., 1964).

Bei der AEVA wird ein Extrakt schrittweise 1:1 mit Losungsmittel verdinnt (Abbildung
21, links) und jede Verdinnung mittels HRGC/O untersucht (Schmid und Grosch,
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1986). Dieser Vorgang wird so lange wiederholt, bis Uber dem Sniffing-Port keine ge-
ruchsaktiven Substanzen mehr wahrgenommen werden koénnen, d.h. dass die Kon-
zentrationen der entsprechenden Verbindungen ihre Wahrnehmungsschwelle in Luft
unterschritten haben. Der héchste Verdlnnungsfaktor, bei dem eine Verbindung
noch wahrgenommen werden kann, wird als dessen Flavour Dilution (FD)-Faktor be-
zeichnet (Schieberle und Grosch, 1988) und gibt an, mit wie vielen Teilen Losungs-
mittel man den Aromastoff verdiinnen muss, bis der Aromawert in Luft auf 1 abge-
sunken ist (Grosch, 1990). Der unverdiunnte Extrakt entspricht per Definition dem
Verdinnungsfaktor 1 (Schieberle, 1995). Das Ergebnis der Aromaextraktverdun-
nungsanalyse kann anschaulich in einem FD-Chromatogramm wiedergegeben wer-
den, in dem die FD-Faktoren der Aromastoffe gegen ihre Retentionsindices aufge-
tragen sind (Abbildung 21, rechts).

FD-Faktor
512 1 ?
256 8
128 1 6
12 12 12 12 12 64 1 5
N N 32 1

16 1
ll i PN
16 1
4-
) - 4 7
1-

Verdinnungsreihe

L] L] L] L] L] L] L] > RI
700800 900 1000 1100 1200 1300

FD-Chromatogramm

Abbildung 21: Prinzip einer Aromaextraktverdiinnungsanalyse

Anhand der FD-Faktoren kann die relative Bedeutung der einzelnen Aromastoffe ab-
geschatzt werden, da auf diese Weise der Einfluss der zur Gaschromatographie ein-
gesetzten Menge und damit des Injektionsvolumen und der Konzentration der Aro-
mastoffe im Extrakt ausgeschlossen wird, die wiederum durch die Menge des aufge-
arbeiteten Lebensmittels, die Isolierungsmethode und den Konzentrierungsgrad be-
dingt ist. Es kann jedoch kein eindeutiger Ruckschluss auf die Bedeutung einzelner
Aromastoffe gezogen werden, da diese bei der HRGC/O unabhangig von ihrem Sie-
depunkt, ihrer Extraktionsausbeute oder ihrer Loslichkeit und Polaritat in Bezug zur
Lebensmittelmatrix beurteilt werden. Die AEVA stellt damit vielmehr eine Screening-

Methode dar, mit der aus der Vielzahl flichtiger Verbindungen eines Lebensmittels
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diejenigen selektiert werden konnen, die mit hoher Sicherheit zu den aromageben-
den Substanzen gehoren. Bei der Auswahl von Aromastoffen fur weitere Untersu-
chungen, wie Identifizierungsexperimente und quantitative Bestimmungen, ist es da-

her erforderlich, keine zu grof3e Einschrankung vorzunehmen.

Die Identifizierung der Aromastoffe erfolgt durch Vergleich mit Referenzverbindungen
auf Basis der Retentionsindices auf einer DB-5 und einer FFAP Kapillarsaule (vgl.
3.5.3), der Geruchsqualitat und den MS-EI Spektren der Verbindungen (vgl. 3.5.4).

3.56.2 Verdinnungsanalyse statischer Headspaceproben

Da Verbindungen mit einem Siedepunkt unter bzw. geringfligig GUber dem Ldsungs-
mittel durch die destillativen Schritte der Losungsmittelextraktion nicht erfasst bzw.
diskriminiert werden (Grosch, 1996), ist die Erfassung von Aromastoffen bei der AE-
VA durch den Siedepunkt des Extraktionsmittels limitiert. Zur Detektion aromarele-
vanter, leichtflichtiger Verbindungen eines Lebensmittels wird in Erganzung zur AE-

VA daher die Verdinnungsanalyse statischer Headspaceproben (HVA) eingesetzt.

Dabei wird mit einer gasdichten Spritze ein Aliquot von 20 ml aus dem Gasraum der
Headspacegefalie (vgl. 3.4.1) entnommen und zur HRGC/O (vgl. 3.7.1) eingesetzt.
Das zur Analyse eingesetzte Gasvolumen wird stufenweise halbiert, bis Uber dem
Sniffing-Port keine geruchsaktiven Substanzen mehr wahrgenommen werden kon-
nen. Der Verdlinnungsfaktor (FD-Faktor) ergibt sich aus dem Quotient des Aus-
gangsvolumen (20 ml) und dem kleinsten Volumen, bei dem eine Verbindung noch

wahrgenommen werden kann.

Die Identifizierung der Aromastoffe erfolgt durch Vergleich mit Referenzverbindungen
auf Basis der Retentionsindices auf einer RTX 5 Kapillarsaule (vgl. 3.5.3), der Ge-

ruchsqualitat und den MS-EI Spektren der Verbindungen (vgl. 3.5.4).
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3.5.3 Bestimmung der Retentionsindices

Retentionsindices werden durch Cochromatographie mit einer Losung von n-Alkanen
(Ce-Cqg fir DB-5 und RTX-5 bzw. Cg-Cys fur FFAP Kapillarsaulen; Konzentration je

0,2 % in Pentan) und lineare Interpolation bestimmt (Van den Dool und Kratz, 1963):

RT

n+l n

R,:(mu}mo

RI : linearer Retentionsindex

RTy : Retentionszeit der Verbindung [min]

RT, : Retentionszeit des Alkans mit n Kohlenstoffatomen [min]
RT.+1 : Retentionszeit des Alkans mit n+1 Kohlenstoffatomen [min]
N . Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans n

3.54 Massenspektrometrie

Zur ldentifizierung aromarelevanter Verbindungen wird auf3er den Retentionsindices
und Geruchsqualitaten ihr MS-El Spektrum bzw. in wenigen Fallen auch das ent-

sprechende MS-CI Spektrum herangezogen.

Die Spektren werden dabei entweder uber HRGC/MS-EI (vgl. 3.7.2 System | und 1V),
oder, um Uberlagerungen durch teilweise hochkonzentrierte geruchsinaktive Verbin-
dungen zu vermeiden, Uber multidimensionale HRGC/MS-EI bzw. MS-CI (vgl. 3.7.2

System V) ermittelt und mit den Spektren der Referenzverbindungen verglichen.

Wenn RI-Wert, Geruchseindruck und Massenspektrum eines Aromastoffs mit denen

der Referenzverbindung Ubereinstimmen, gilt die Verbindung als abgesichert.
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3.6 Quantitative Bestimmung

3.6.1 Isotopenverdinnungsanalyse

Die Isotopenverdinnungsanalyse wird als ideales Verfahren zur Quantifizierung von
Aromastoffen, selbst labiler Verbindungen im Spurenbereich, eingesetzt (Schieberle
und Grosch, 1987). Die Quantifizierung erfolgt bei dieser Methode nach gaschroma-
tographischer Auftrennung der Extrakte durch Massenspektrometrie (multidimensio-
nale HRGC/MS-CI; vgl. 3.7.2) unter Verwendung dem Analytmolekul analoger, stabil-
isotopenmarkierter (°H, *C), interner Standards. Von vernachlassigbaren Isotopenef-
fekten abgesehen liegt der Vorteil dabei in den identischen, chemischen und physi-
kalischen Eigenschaften von Standard und Analyt, wodurch sowohl identische Ver-
luste bei Isolierung, Aufreinigung und Konzentrierung, als auch identische chroma-

tographische Eigenschaften gewahrleistet werden (Gilbert, 1987).

Fur die Konzentrationsberechnung des Analyten werden die relativen Intensitaten
charakteristischer Massenfragmente von Analyt und Standard, wenn moglich der Mo-
lekulionen, herangezogen, die bei der HRGC/MS mit chemischer lonisation entste-

hen.

m,x1
_ d A><

c,= 1, %E RF
Ca . Konzentration des Analyten in der Probe [ug/kg]
My . Zugesetzte Menge des isotopenmarkierten Standards [ug]
Ia . Intensitat des ausgewahlten lons m/z des Analyten
l4 . Intensitat des ausgewahlten lons m/z des markierten Standards
E . Einwaage der Probe [kg]

RF .  Responsefaktor

Durch diese Methode wird eine niedrige Bestimmungsgrenze, hohe Genauigkeit und
Selektivitat erreicht (die Verwendung der charakteristischen Massenfragmente ver-
hindert z.B. die Erfassung von koeluierten Verbindungen). Abbildung 22 zeigt bei-
spielhaft ein Massenchromatogramm, wie es bei der Bestimmung von 2-Furfurylthiol
(m/z 81) anhand von [*C,] 2-Furfurylthiol (m/z 83) erhalten wurde.
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Intensitat

Abbildung 22:

100 %
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Isotopenverdinnungsanalyse: Massenchromatogramme der Bestimmung
von 2-Furfurylthiol (m/z 81) anhand von ['*C;] 2-Furfurylthiol (m/z 83).

Zur Korrektur eines unterschiedlichen lonisierungsverhaltens von Analyt und Stan-

dard sowie einer eventuell uneinheitlichen Isotopenmarkierung (Isotopomerenmi-

schung) des Standards wird fur jede quantitative Bestimmung ein Responsefaktor

ermittelt. Dazu wird eine Eichgerade aus drei Losungen mit einem Mischungsver-

haltnis von 1:3, 1:1 und 3:1 zwischen unmarkierter Verbindung und isotopenmarkier-

tem Standard aufgestellt, aus der der Responsefaktor flr das in der Probe vorliegen-

de Verhaltnis bezuglich Analyt und isotopenmarkiertem Standard enthommen wer-

den kann.

RF ==

my, x 1

Responsefaktor

m x1

Zugesetzte Menge der unmarkierten Verbindung

Zugesetzte Menge der isotopenmarkierten Verbindung

Intensitat des ausgewahlten lons m/z der unmarkierten Verbindung

Intensitat des ausgewahlten lons m/z der isotopenmarkierten Verbindung
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Tabelle 45: Responsefaktoren (RF) und ausgewahlte lonen (m/z) der Aromastoffe und der
entsprechenden isotopenmarkierten Standardverbindungen fir die quantitati-
ve massenspektrometrische Analyse.

Verbindung?® Isotopen- d lonen (m/z)” RF
markierung Analyt Standard
Acetaldehyd ® [°C,] 45 47 1,00
2,3-Butandion [3C4] 87 91 0,90
(E)-B-Damascenon [®Ha.6] 191 196-198 0,73
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin [?Hs] 151 154 1,09
Dimethyltrisulfid [2He] 127 133 0,98
Ethanséaure ° [*Hs] 61 64 0,90
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin [2H3] 137 140 0,92
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon [2Ha] 143 146 1,02
4-Ethyl-2-methoxyphenol [?Ha.s] 153 155-157 1,00
2-Furfurylthiol ['°C.] 81 83 0,93
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon [°C] 129 131 1,00
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon [°C,] 129 131 1,01
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd [?H3] 153 156 0,95
3-Isobutyl-2-methoxypyrazin [?H3] 167 170 0,98
3-Mercapto-3-methylbutylformiat [*Hs.6] 69 74-75 1,06
2-Methoxyphenol [2H3] 125 128 1,08
2-Methylbutanal [2H3] 87 89 1,21
3-Methylbutanal [2H3] 69 70-71 0,82
2-/3-Methylbutansaure ° [2Ha] 117 119 0,91
2-Methylbutansaureethylester [?H3] 131 134 1,02
3-Methylbutansaureethylester [?Hs] 131 134 0,97
3-Methyl-2-buten-1-thiol [2Hg] 69 77 1,03
2-Methyl-3-furanthiol [2H3] 115 118 1,05
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd [?Hs] 105 108 0,89
Methylpropanal ® [?H/] 73 80 1,30
2-Methylpropansaureethylester [?H3] 117 120 0,98
2,3-Pentandion [°C,] 101 103 0,92
Phenylacetaldehyd [3C,] 121 123 1,02
4-Vinyl-2-methoxyphenol [2H3] 151 154 1,01

% Die Quantifizierung erfolgt multidimensional (iber die Kombination der Kapillarsaulen FFAP/OV-1701 an System
VI oder FFAP/DB-5 an System V (vgl. 3.7.2).

® Die Quantifizierung erfolgt Uber eine RTX-5 Kapillarsdule an System IV (vgl. 3.7.2).
¢ Die Quantifizierung erfolgt (iber eine FFAP Kapillarsiule System Il oder Il (vgl. 3.7.2).
d Isotopenmarkierung des internen Standards der jeweils entsprechenden Verbindung.

¢ Zur Auswertung herangezogene m/z-Signale der Aromastoffe und isotopenmarkierten Verbindungen. Bei ange-
gebenen m/z-Bereichen wird die Summe der jeweiligen relativen Intensitaten verwendet.
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In Tabelle 45 sind die bei der Isotopenverdiunnungsanalyse ermittelten Responsefak-
toren in Verbindung mit den entsprechend ausgewahlten lonen (m/z) der Aromastof-
fe und der entsprechenden isotopenmarkierten Standardverbindungen zusammen-

gestellt.

3.6.2  Aufarbeitung fir die quantitative Bestimmung

Die isotopenmarkierten Standardverbindungen werden als Standard im Verhaltnis
0,5 bis 2 des zu erwartenden Aromastoffgehalts der Probe zugesetzt. Der Zusatz er-
folgt entweder in den ersten Extraktionsschritt bei Roh- und Rostkaffee oder direkt in
das abgekuhlte Kaffeegetrank. Die Aufarbeitung erfolgt wie unter 3.4 beschrieben,
ohne den moglichen Schritt einer Fraktionierung. Die Extrakte werden konzentriert

oder mit Losungsmittel verdunnt zur Isotopenverdinnungsanalyse eingesetzt.

Bei der statischen Headspace werden die isotopenmarkierten Standardverbindungen

zu Beginn der Temperierung durch ein Septum in die Headspacegefal’e zugespritzt.

3.6.3 Konzentrationsbestimmung isotopenmarkierter Verbindungen

Die Konzentrationen der Losungen der isotopenmarkierten Standardverbindungen
werden durch HRGC/FID gegen Methyloctanoat als internen Standard bestimmt.
Zum Ausgleich der unterschiedlichen Detektierbarkeit von isotopenmarkierter Ver-
bindung und Standard werden die Konzentrationen dabei Uber eine Eichgerade (3-5
Punkte) korrigiert, in der die Verhaltnisse der Peakflachen der entsprechenden un-
markierten Reinsubstanz zu konstant gehaltenem Standard gegenuber den unter-

schiedlichen Konzentrationen der unmarkierten Verbindung aufgetragen werden.

Falls die unmarkierte Verbindung nicht in Reinform zur Verfugung steht, erfolgt die
Aufstellung der Eichgerade mit einer strukturell moglichst dhnlichen Verbindung. [*Hg]

3-Methyl-2-buten-1-thiol wird gegen 3-Methyl-2-buten-1-ol bestimmt.
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3.7 Analytisch-instrumentelle Methoden

3.71 Kapillargaschromatographie / Olfaktometrie

Bei der Kapillargaschromatographie / Olfaktometrie (HRGC/O) werden die Verbin-
dungen des Aromaextraktes durch den chromatographischen Prozess aufgetrennt
und durch Splitting des Tragergasstroms am Ende der Kapillarsaule in gleichen Tei-
len einem Flammenionisationsdetektor (FID) und einem beheizten Ausgang, dem
sogenannten ,Sniffing-Port”, zugefuhrt, an dem der Extrakt abgerochen wird. Auf
diese Weise kdnnen den Signalen des FID-Chromatogramms zeitgleich bestimmte
Geruchseindricke zugeordnet und dadurch Aromastoffe unter den Uberwiegend ge-
ruchsinaktiven fliichtigen Verbindungen erfasst und Uber ihre linearen Retentionsin-
dices (vgl. 3.5.3) und Geruchsqualitaten charakterisiert werden. Ein weiterer Vorteil
dabei ist, dass auch hochpotente geruchsaktive Verbindungen in Konzentration de-
tektiert werden konnen, die kein FID-Signal mehr ergeben. In Abbildung 23 ist das
Prinzip der HRGC/O schematisch dargestellt.

N &

Injektor m Sniffing-Port Schreiber

L

L —4

rostig

schweflig
= O
fruchtig

Gaschromatograph Chromatogramm

Abbildung 23: Prinzip der Kapillargaschromatographie / Olfaktometrie

HRGC/O von Lésungen

Fir die kapillargaschromatographische Untersuchung von Losungsmittelextrakten
wird ein Gaschromatograph vom Typ GC 8000 Top (Carlo Erba Instruments, Hof-
heim) verwendet, ausgestattet mit einem Sniffing-Port fur die olfaktometrische Detek-

tion, sowie einem Flammenionisationsdetektor in Verbindung mit einem Schreiber
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vom Typ DLH 250 N (Laumann). Die Steuerung erfolgt uber ein Elektrometer EL 980

(Carlo Erba Instruments, Hofheim).

HRGC-Bedingungen:

Probenaufgabe: on column bei 40 °C
Probevolumen: 0,5 ul
Tragergas: Helium (Vordruck: 95 kPa)
Splitter: Glassplitter (Chrompack, Frankfurt), Split 1:1 (v/v)
Splitkapillaren: desaktivierte Fused Silica Kapillaren, 0,1 mm ID
Make-up Gas: Stickstoff (25 kPa)
FID-Brenngase: Wasserstoff (70 kPa)
Luft (130 kPa)
FID-Temperatur: 240 °C
Sniffing-Port-Temperatur: 240 °C
Schreiberabschwachung: 10 mV
Papiervorschub: 1cm/ min

Verwendete WCOT Fused Silica Kapillarsaulen:

DB-FFAP, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke (J&W Scientific, Folsom, USA)
CP SIL 8CB (DB-5), 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 pym Filmdicke (Chrompack, Frankfurt)

Temperaturprogramme:

Ein Temperaturprogramm setzt sich aus Aufheizphasen mit gleichmafiger Tempera-
tursteigerung (2, 4 und 6), Phasen mit konstanter Temperatur (1, 3, 5 und 7) und ei-
ner Abkuhlphase zusammen (Abbildung 24). Verwendete Temperaturprogramme

sind in Tabelle 46 dargestellt.

Abkhl-
phase

Start

1

Abbildung 24: Schematischer Ablauf eines Temperaturprogramms
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Tabelle 46: Verwendete Temperaturprogramme nach Kapillarsdulen und Extraktfraktionen
i.V.m. Aufheiz- und konstanten Temperaturphasen nach Abbildung 24.

Fraktion? 1 2 3 4 5 6 7

DB-FFAP

GF 40 °C 40 °C 60 °C 6,0 °C 160 °C 12°C 240 °C
fr 2 min pro min fur 1 min pro min fir 0 min promin  flr 12 min

NBE 40 °C 40 °C 60 °C 6,0 °C 180 °C 10 °C 240 °C
fr 2 min pro min fur 1 min pro min fir 0 min promin  flr 12 min

SF 40 °C 40 °C 60 °C 15°C 120 °C 7,5°C 240 °C
fir 2 min pro min fur 1 min pro min fir 0 min pro min  flr 10 min

CP SIL 8CB

GF 40 °C 40 °C 60 °C 6,0 °C 150 °C 15°C 240 °C
fur 2 min pro min fur 1 min pro min fur 0 min pro min fur 10 min

NBE 40 °C 40 °C 60 °C 6,0 °C 180 °C 15°C 240 °C
fur 2 min pro min fur 1 min pro min fur 0 min pro min fur 10 min

SF 40 °C 40 °C 60 °C 6,0 °C 150 °C 20 °C 240 °C

fir 2 min pro min fur 1 min pro min fir 0 min promin  fir 10 min

@ Extraktfraktionen (vgl. 3.4.3): Gesamtfraktion (GF), Neutral-Basische Fraktion (NBF), Saure Fraktion (SF).

HRGC/O von Headspaceproben

Fur die kapillargaschromatographische Untersuchung von Headspaceproben
(Abbildung 25) wird ein Gaschromatograph vom Typ CP 9001 mit Ofenkihlung und
einem TCT/PTI 4001 Purge-and-Trap-System (Chrompack, Frankfurt) verwendet,
ausgestattet mit einem Sniffing-Port fur die olfaktometrische Detektion, sowie einem
Flammenionisationsdetektor in Verbindung mit einem Schreiber vom Typ DLH 250 N

(Laumann).

Probe

Gaschromatograph

Abbildung 25: Prinzip der HRGC/O statischer Headspaceproben
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Purge-and-Trap Bedingungen:

Die injizierte Probe wird vom Tragergas Uber den Desorptionsblock in die Trap ge-

spult und dort kryofokussiert. Anschlielend werden die Aromastoffe schlagartig

thermodesorbiert und gelangen auf die Trennkapillare. Wahrend der Analyse wird

dann das Purge-and-Trap-System zur Reinigung ruckgespult (clean-up).

Probenaufgabe:

Probevolumen:
Desorptionsblock:
Desorptionsgas:
Desorptionstemperatur:
Desorptionszeit:

Trap:

Vorkuhltemperatur:
Vorkuhlizeit:

Klhlung:
Clean-up-Gas:
Clean-up-Temperatur:

Clean-up-Zeit:

HRGC-Bedingungen:

Tragergas:
Ofenkuhlung:
Splitter:
Splitkapillaren:
Make-up Gas:
FID-Brenngase:

FID-Temperatur:

Sniffing-Port-Temperatur:

Schreiberabschwachung:

Papiervorschub:

Injektion eines Gasvolumens mit einer gasdichten
Spritze (Geschwindigkeit 5 ml / min)

0,16 - 20 ml

silanisierter Glasliner

Helium (20 ml/min)

230 °C

5 min

CP Sil 8CP Fused Silica Kapillare, 40 cm x 0,52 mm
ID, 5 ym Filmdicke (Chrompack, Frankfurt)

-110°C

2 min

flussiger Stickstoff

Helium (50 ml/min)

275 °C

10 min

Helium (8 ml/min)

flissiger Stickstoff

Glassplitter (Chrompack, Frankfurt), Split 1:1 (v/v)
desaktivierte Fused Silica Kapillaren, 0,1 mm ID
Stickstoff (20 ml/min)

Wasserstoff (20 ml/min)

Luft (200 ml/min)

230 °C

230 °C

10 mV

1 cm/ min
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Verwendete WCOT Fused Silica Kapillarsaule:

RTX-5, 60 m x 0,52 mm ID, 1,5 ym Filmdicke (Amchro, Sulzbach / Taunus)

Temperaturprogramm:

Die Starttemperatur von 0 °C wird 3 min konstant gehalten. Danach wird mit 8 °C pro

Minute bis auf 230 °C aufgeheizt und diese Temperatur flr weitere 10 min gehalten.

3.7.2 Massenspektrometrie

Fir die Identifizierung und Quantifizierung von Aromastoffen mittels Massenspektro-
metrie werden folgende Systeme (I-VI) eingesetzt. Abgesehen von geringfugigen,
geratebedingten Abweichungen entsprechen die HRGC-Bedingungen und
verwendeten Kapillarsaulen  dabei  den unter 3.7.1 beschriebenen.
Temperaturprogramme werden zur Optimierung der Trennleistung und Messzeit fur

Quantifizierungen je nach zu analysierender Substanz leicht modifiziert.

System | : HRGC/MS-MAT 95 S

Massenspektren zur Identifizierung von Aromastoffen werden mit einem Gaschroma-
tographen vom Typ 5890 Series Il (Hewlett Packard, Waldbronn) in Verbindung mit
einem Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95 S (Finningan MAT, Bremen) mit offe-
ner Kopplung aufgenommen. Zur Erzeugung der Spektren wird das Massenspektro-
meter im El-Modus bei einer lonisierungsenergie von 70 eV, im Cl-Modus (Reak-

tandgas: Isobutan) mit einer lonisierungsenergie von 115 eV betrieben.

System Il : HRGC/ITD-Saturn 2000

Die Quantifizierung von Ethansaure und 2-/3-Methylbutansaure wird zum Teil an ei-
nem Gaschromatographen vom Typ Varian GC 3800 (Varian, Darmstadt), der mit ei-
nem lon-Trap-Massenspektrometer vom Typ Saturn 2000 gekoppelt ist, durchge-

fuhrt. Die lonisierungsenergie im Cl-Modus (Reaktandgas: Methanol) betragt 70 eV.

System lll : HRGC/ITD-800

Bei diesem System ist ein Gaschromatograph vom Typ 5160 (Carlo Erba, Hofheim)
mit einem lon-Trap-Detektor ITD-800 (Finnigan MAT, Bremen) gekoppelt. Die lonisie-
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rungsenergie im Cl-Modus (Reaktandgas: Methanol) betragt 70 eV. Es dient wie

System Il zur quantitativen Analyse saurer Verbindungen in Losungsmittelextrakten.

System IV : HRGC/INCOS-XL

Fir die massenspektroskopischen Untersuchungen zur Identifizierung und Quantifi-
zierung besonders leichtflichtiger Aromastoffe wird ein Gaschromatograph vom Typ
CP-9100 mit Ofenkihlung (Chrompack, Frankfurt) und Purge-and-Trap-System
TCT/PTI 4001 (Chrompack, Frankfurt) in Kopplung mit einem Quadrupol-
Massenspektrometer INCOS XL (Finnigan MAT, Bremen) verwendet. Die lonisie-
rungsenergie im El-Modus betragt 70 eV, im CI-Modus (Reaktandgas: Methan) 110
eV.

System V : Multidimensionale HRGC/ITD-800

Hierbei wird ein Gaschromatograph (GC 1) vom Typ Mega 2-Series (Fisons Instru-
ments, Mainz-Kastel) Uber ein MCSS (moving capillary stream switching)-System
(Fisons Instruments, Mainz-Kastel) und eine thermostatisierbare Transferline mit ei-
nem Gaschromatographen (GC 2) vom Typ 5160 Mega Series (Carlo Erba Instru-
ments, Hofheim) gekoppelt, der wiederum mit einem lon-Trap-Detektor ITD-800 (Fin-
nigan MAT, Bremen) verbunden ist. Die lonisierungsenergie im Cl-Modus (Reak-

tandgas: Methanol) betragt 70 eV.

System VI : Multidimensionale HRGC/ITD-Saturn 2000 mit CombiPal

Ein MCSS (moving capillary stream switching)-System (ThermoFinnigan, Egelsbach)
verbindet in diesem Fall einen Gaschromatographen (GC 1) vom Typ TraceGC 2000
Series (ThermoQuest) mit einem zweiten Gaschromatographen (GC 2) vom Typ Va-
rian GC 3800, der mit einem lon-Trap-Massenspektrometer vom Typ Saturn 2000
(Varian, Darmstadt) gekoppelt ist. Die lonisierungsenergie im Cl-Modus (Reaktand-
gas: Methanol) betragt 70 eV. GC 1 ist mit einem Autosampler vom Typ CombiPal
ausgestattet. In GC 2 dient eine Fused Silica Kapillarsaule OV-1701 (30 m x 0,32
mm ID, 0,25 ym Filmdicke, J&W Scientific, Folsom, USA) zur chromatographischen

Auftrennung.
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Prinzip der multidimensionalen HRGC/MS

Die multidimensionale Kapillargaschromatographie (Abbildung 26) dient zur Verbes-
serung der chromatographischen Trennleistung und dadurch Verringerung von sto-
renden Uberlagerungen des Analyten durch andere Substanzen im Massenspektro-

meter.

maz el OF
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der multidimensionalen HRGC-MS.

A1:  On-column Injektor
A2: Injektor zur Aufrechterhaltung des Tragergasdrucks im Dom (D)

B:  Gaschromatograph (GC 1)

C: erste Kapillarsdule (DB-FFAP)

D: Dom mit MCSS-System

E: Flammenionisationsdetektor (FID) und Sniffing-Port

F:  Manometer zur Druckkontrolle im Dom (D)

G: mechanische Steuereinheit zur vertikalen Verschiebung der Kapillarsaule
(C) im Dom (D)

H: thermostatisierbare Transferkapillare (- 80 °C / + 200 °C)

I: Steuereinheit zur Kihlung und Heizung der Transferkapillare (H)

K:  Gaschromatograph (GC 2)

L:  zweite Kapillarsaule (DB-5 oder OV-1701)

M:  Massenspektrometer

Uber das MCSS-System im Dom (D) kdnnen gezielt Substanzen einer bestimmten
Elutionszeit von der ersten Kapillarsaule (C) in eine Kuhlfalle (H) geleitet und dort bei
-80 °C kryofokussiert werden. Die exakte Elutionszeit wird dabei durch Injektion ent-
sprechender Referenzsubstanzen der aromaaktiven Komponenten ermittelt, die am
FID und Sniffing-Port (E) detektiert werden. Das sogenannte ,Schneiden“ des Pro-
benextraktes, d.h. die Zeit, in der das Sauleneluat in die Transferkapillare (H) geleitet
wird, erfolgt dann in einem Zeitfenster von ca. 1 min um die ermittelte Elutionszeit.
Die in der Transferkapillare (H) ausgefrorenen Verbindungen werden anschlief3end
durch sehr schnelles Erhitzen auf 200 °C thermodesorbiert und auf die zweite Kapil-

larsaule (L) transferiert, die durch unterschiedliche Polaritadt gegenuber der ersten

-122 -



3.7 Analytisch-instrumentelle Methoden

Kapillarsaule andere Trenneigenschaften aufweist und damit die Verbindungen des
engen Schnittbereichs besser und meist stérungsfrei aufgetrennt ins Mas-

senspektrometer (M) leiten kann.

Das Prinzip der MCSS-Saulenschaltung ist in Abbildung 27 dargestellt. Im passiven
Modus (a) wird das Sauleneluat der ersten Kapillarsaule C (2) in die Kapillare (4), die
zu den Detektoren flhrt, geleitet. Der Heliumfluss aus der Kapillare vom Injektor A2
(1) verhindert durch den erzeugten Druck von oben das Durchkommen des Saulen-
eluats zur Transferkapillare (3), die weiter oben im Dom liegt. Im aktiven Modus (b)
wird das Saulenende der ersten Kapillarsaule C (2) durch eine mechanische Steuer-
einheit um wenige Zentimeter im Dom nach oben geschoben, wodurch das Saulen-
eluat fast vollstandig in die Transferkapillare (3) gelangt. Der Heliumfluss aus der
Kapillare vom Injektor A2 (1) verhindert durch den Druck von unten, dass das Sau-

len-eluat den Dom durch die Kapillare zu den Detektoren verlasst.

}/_:

I [

1 2 3 4 5 1.2 3 4 5

Abbildung 27: Schematische Darstellung des MCSS-Systems, (a) Passiver Modus: Das
Sauleneluat gelangt zum Detektor, (b) Aktiver Modus: Das Sauleneluat ge-
langt in die Transferkapillare

Kapillare von A2 (Zuleitung des Tragergasdrucks)
Saulenende der Kapillarsaule (C), vertikal beweglich
Transferkapillare (H)

Kapillare zum Detektor (FID / Sniffing-Port, E)
Kapillare zum Manometer (F)

SUE RN
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3.7.3 Praparative Gaschromatographie

Fur die praparative Gaschromatographie wird ein Gaschromatograph vom Typ GC
8000 Series (Fisons Instruments, Mainz-Kastel) in Verbindung mit einem praparati-
ven Fraktionssammler PFC (Gerstel, Milheim) und einem Autosampler AS 2000
(ThermoFinnigan, Egelsbach) verwendet. Die Steuerung des Gaschromatographen
erfolgt Uber ein Elektrometer EL 980 (Carlo Erba Instruments, Hofheim), des PFC’s

Uber einen Controller C505 (Gerstel, Mulheim).

Die Probe wird dabei gaschromatographisch aufgetrennt und gelangt Uber eine
Transferline in den PFC, wo sie mit Hilfe eines Switching Device zeitgesteuert in bis
zu sechs getrennte Kuhlfallen geschnitten und dort ausgefroren werden kann. Die
Schnittstellen kénnen im Vorfeld Uber FID und Sniffing-Port, die ebenfalls an dem
Gaschromatographen installiert sind (FID und Sniffing-Port Bedingungen vgl. 3.7.1),

bestimmt werden.

HRGC-Bedingungen:

Probenaufgabe: on column bei 35 °C
Probevolumen: 2,0 ul
Tragergas: Helium (Vordruck: 25 kPa)

PFC-Bedingungen:

Transferline: 250 °C

Switching Device: 285 °C

Kapillaren: desaktivierte Fused Silica Kapillaren, 0,32 mm ID
Fallenkuhlung: flussiger Stickstoff

Fallentemperatur: -100 °C

Verwendete WCOT Fused Silica Kapillarsaulen:

DB-FFAP, 30 m x 0,53 mm ID, 2 ym Filmdicke (Chrompack, Frankfurt)
DB-SE 54, 30 m x 0,53 mm ID, 2 ym Filmdicke (Chrompack, Frankfurt)
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3.8 Aminosaureanalyse

3.81 Isolierung der freien Aminosauren

Eine geeignete Methode zur Extraktion der freien Aminosauren aus Rohkaffee muss
einerseits eine quantitative Extraktion gewahrleisten, andererseits mogliche Fehler-
quellen ausschlief3en, die bei der Extraktion auftreten kdnnen. In diesem Zusammen-
hang wurden zwei unterschiedliche Extraktionsmedien, Wasser und ein Natriumace-
tatpuffer pH 2,2, getestet und die extrahierten Aminosauregehalte in Abhangigkeit
von der Extraktionszeit untersucht. Die Ergebnisse (Tabelle 47) wurden dabei jeweils
aus sechs Werten (Dreifachbestimmung) gemittelt, aus denen sich eine relative

Standardabweichung von 10 % ergab (angegeben als Fehlerbalken, Abbildung 28).

Tabelle 47: Ermittelte Aminosauregehalte bei der Extraktion freier Aminosauren aus Roh-
kaffee in Abhangigkeit von der Extraktionszeit und dem Extraktionsmittel.

Wasser: Gehalt in mg/ kg ? Puffer: Gehaltin mg/kg"

Aminosaure
1h 2h 4h 8h 24h 1h 2h 4h 8h 24h

Asparaginsaure  597,1 661,6 687,3 693,6 7223 699,8 706,1 645,7 646,7 634,7

Threonin 314 306 416 383 986 316 331 314 289 29,1
Serin 304,4 323,8 340,7 3282 3712 367,0 366,1 3435 338,8 335,2
Glutaminsaure 1802 2001 1968 2155 2210 2568 2461 2178 2033 1971
Prolin 1271 157,6 1343 242,3 3670 181,3 1850 1923 191,3 1776
Glycin 31,7 318 382 387 703 339 346 345 337 321
Alanin 2251 240,0 264,1 263,1 328,0 270,5 2689 258,8 240,7 240,7
Valin 643 721 819 922 1336 812 730 788 66,0 609
Cystein 13,0 6,9 80 129 144 324 313 30,8 269 225
Methionin 99 164 194 265 821 103 11,1 18 17,8 224
Isoleucin 63,2 76,2 80,6 81,7 1004 76,7 742 753 756 782
Leucin 42,6 62,1 808 103,0 218,77 506 51,1 581 639 689
Tyrosin 386 50,0 574 632 1065 484 46,8 46,1 46,9 50,0
Phenylalanin 216,2 2492 272,8 269,3 3254 257,4 2857 2481 249,3 266,5
Histidin 26,7 290 346 411 631 439 492 417 389 393
Lysin 84,2 102,2 1326 156,6 289,77 950 882 802 928 773
Arginin 103,2 124,8 1664 1354 2294 1374 1431 1376 1129 116,6

@ Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte aus 6 Messungen (Dreifachbestimmung) und beziehen sich auf die
Trockenmasse des Rohkaffees, die relative Standardabweichung betragt 10 %, Extraktionsmittel: Wasser

® wie a, nur Extraktionsmittel: Natriumacetatpuffer pH 2,2
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Extraktion freier Aminosauren aus Rohkaffee
(Wasser - Puffer)

120,0 4 —a&—Isoleucin (Wasser) —>— Glycin (Wasser) —#—— Methionin (Wasser)
Isoleucin (Puffer) - - 4 - -Glycin (Puffer) - - ¥ - -Methionin (Puffer) _I

100,0

80,0

60,0

40,0

Aminoséauregehalt [mg/kg]

20,0 ~

0,0 T T T T T 1

Extraktionszeit [h]

Abbildung 28: Extraktion freier Aminosauren aus Rohkaffee in Abhangigkeit von der Ex-
traktionszeit und dem Extraktionsmittel: Wasser und Natriumacetatpuffer
pH 2,2 exemplarisch dargestellt an den Aminosauren Isoleucin, Glycin und
Methionin (Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben).

Extraktion mit Wasser

Es werden jeweils 1,5 g gemahlene grune Kaffeebohnen mit 2 x 20 ml destilliertem
Wasser unter standigem Schiutteln extrahiert. Die Extraktionszeiten liegen dabei bei
1, 2, 4, 8 und 24 Stunden. Der Extrakt wird anschlielRend gefriergetrocknet, der
Ruckstand in 10 ml SD-Puffer (pH 2,2) aufgenommen und nach Filtration durch einen

Molekulfilter (Ausschlussmasse 1000 g/mol) das klare Filtrat zur Analyse eingesetzt.

Extraktion mit SD-Puffer

Es werden jeweils 1,5 g gemahlene grine Kaffeebohnen mit 10 ml SD-Puffer (pH
2,2) unter standigem Schitteln extrahiert. Die Extraktionszeiten liegen dabei bei 1, 2,
4, 8 und 24 Stunden. Der Extrakt wird membranfiltriert (0,45 pm) und zur Analyse

eingesetzt.

Bei der konventionellen Extraktion mit Wasser stellte sich nach einem oft starken An-
stieg der ermittelten Aminosauregehalte in den ersten 2-4 Stunden eine Plateaupha-

se mit nur geringer Steigung und von unterschiedlicher Lange ein (meist 3-4 Stun-
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den), nach der die Aminosaurekonzentrationen mit der Extraktionszeit wieder be-
standig und stark zunahmen. Allerdings zeigten nicht alle Aminosauren die Ausbil-
dung dieser Plateauphase, die wiederum von Aminosaure zu Aminosaure zeitlich
verschoben war, sondern stattdessen einen kontinuierlichen Anstieg (z.B. Methionin),
so dass die Wahl einer einheitlichen Extraktionszeit fur alle Aminosauren sich als
nicht moglich herausstellte. Weiterhin verfarbte sich der Extraktionsansatz wahrend
der Extraktion schwarz und veranderte seinen Geruch, was auf hohe Enzymaktivita-
ten im Rohkaffee zurtickgefuhrt werden konnte, die auch eine Freisetzung von Ami-
nosauren aus Proteinen ermdglichen. Als geeignetes Mittel zur Enzyminhibierung
erwies sich die Absenkung des pH-Wertes und damit die Verwendung des schwach
sauren Natriumacetatpuffers (pH 2,2) zur Extraktion, der zusatzlich den Vorteil hatte,
dass die Extrakte nach Filtration direkt zur Analyse am Aminosaureanalysator einge-

setzt werden konnten.

Die Extraktion mit Natriumacetatpuffer zeigte schon von Beginn an im Verhaltnis ho-
here Extraktionsausbeuten als bei der Extraktion mit Wasser, wobei diese mit zu-
nehmender Extraktionszeit nur noch sehr leicht anstiegen, oft sogar wieder abfielen.
Weiterhin lagen die anfanglichen Aminosauregehalte meistens bereits im Bereich der
Plateauphase der Wasserextraktion, so dass die Extraktion als vergleichbar angese-

hen und fur weitere Quantifizierungen gewahlt wurde.

Extraktion der Proben

Es werden jeweils 1,5 g gemahlene grine Kaffeebohnen mit 10 ml SD-Puffer (pH
2,2) fur 3 Stunden unter standigem Schutteln extrahiert. Der Extrakt wird membran-

filtriert (0,45 pym) und zur Analyse eingesetzt.

3.8.2  Analytisch-instrumentelle Bedingungen

Die Aminosaureanalyse (ASA) wird an einem Aminosaureanalysator Type LC 3000
(Biotronic, Maintal) durch automatische Kationenaustauscherchromatographie (Ein-
saulenverfahren nach Spackman, Stein und Moore) durchgefuhrt. Dabei werden die
bei pH 2,2 (SD-Puffer) als Kationen vorliegenden Aminosauren auf die lonenaustau-

schersaule (stationare Phase) aufgebracht und Uber ein Puffersystem durch eine
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kontinuierliche pH-Erhohung nacheinander in der Reihenfolge ihrer isoelektrischen

Punkte wieder eluiert.

Die Detektion erfolgt durch Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin-Reagenz und

photometrischer Messung der Derivate (primare Aminosauren A = 570 nm, Prolin A =

440 nm).

ASA-Bedingungen:

FlieRgeschwindigkeit: Puffer 0,2 ml / min
Ninhydrin-Reagenz 0,2 ml / min

Aufgabemenge: 20 ul

Linearitatsbereich: 0,1-5 nmol pro Aminosaure in 20 pl

Testgemisch:

2 nmol pro Aminosaure in 20 pl

Reaktionstemperatur: 125 °C
Puffersysteme:
Puffer A: 0,1 mol/l; Natriumacetat 8,2 g/l, Methanol 75 ml, Ameisensaure 3 ml,

Puffer B:

Puffer C:

Puffer D:

Elutionsfolge:

Essigsaure 15 ml, Octansaure 0,01 ml auf 1 | Wasser, mit o-
Phosphorsaure auf pH 3,455 eingestellt.

0,1 mol/l; Natriumacetat 8,2 g/l, Ameisensaure 2 ml, Essigsaure 1,5
ml, Octansaure 0,01 ml auf 1 | Wasser, mit o-Phosphorsaure auf pH
4,70 eingestellt.

0,25 mol/l; Natriumacetat 8,2 g/l, Borsaure 2,0 g/I, Dinatriumhydro-
genethylendiamintetraacetat 0,5 g/I, Natriumhydroxid 6 g/l, Ameisen-
saure 1,2 ml, Essigsaure 5 ml, Octansaure 0,1 ml auf 1 | Wasser, mit
o-Phosphorsaure auf pH 9,383 eingestellt.

0,25 mol/l; Natriumacetat 8,2 g/l, Borsaure 2,0 g/I, Dinatriumhydro-
genethylendiamintetraacetat 0,5 g/I, Natriumhydroxid 6 g/l, Ameisen-
saure 1,2 ml, Essigsaure 5 ml, Octansaure 0,1 ml auf 1 | Wasser, mit

o-Phosphorsaure auf pH 11,629 eingestellt.

Puffer A (0-32,8 min), Puffer B (32,8-55,8 min), Puffer C (55,8-70,8 min), Puffer D

(70,8-98,8 min)
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Temperaturprogramm:

47 °C (0-26,5 min), 49 °C (26,5-41,8 min), 50 °C (41,8-55,8 min), 52 °C (55,8-70,8
min), 56 °C (70,8-80,8 min), 60 °C (80,8-98,8 min)

Saulen:

Vorsaule: BTC F, 75 mm x 6 mm ID (Eppendorf-Netheler-Hinz, Maintal)
Trennsaule: BTC 2410, 145 mm x 3,2 mm ID (Eppendorf-Netheler-Hinz, Maintal)

Reagenzien:

SD-Puffer pH 2,2 (1 mol/l):
8,2 g Natriumacetat, 75 ml Methanol, 3 ml Ameisensaure, 15 ml Essigsaure und 100

ml Octansaure auf 1 | Wasser, mit o-Phosphorsaure auf pH 2,2 eingestellt.

Ninhydrinreagenz:
20 g Ninhydrin, 0,6 g Hydrindantin, 500 ml Ethylenglycol, 50 ml Tetrahydrofuran, 450
ml Kaliumacetatpuffer (5,1 mol/l; 1000 g Kaliumacetat, 1 | Essigsaure, 1 | Wasser, mit

o-Phosphorsaure auf pH 5,59 eingestellt).

3.8.3 Bestimmung des Wassergehalts

Um die Gehalte freier Aminosauren in Bezug auf die Trockenmasse des Rohkaffees
angeben zu konnen, wird der Wassergehalt des gemahlenen Rohkaffees gravimet-
risch Uber den Gewichtsverlust von 15 g Rohkaffee bei der Gefriertrocknung be-

stimmt (Doppelbestimmung). Die Trocknung erfolgt bis zur Gewichtskonstanz.

Bedingungen der Gefriertrocknung:

Gerat: Christ LMC 1 Gamma 1-20
Einfriertemperatur: -32°C

Plattentemperatur: 16 °C

Enddruck: 0,6 Pa
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3.9 Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)

Die Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE), die mit einem PDMS-beschichteten Ruhr-
fisch (kommerziell als ,Twister” erhaltlich) arbeitet, dient vor allem zur Extraktion or-
ganischer Verbindungen aus wassrigen Proben (Baltussen et al., 1999). Die Analy-
ten werden dabei wahrend des Riuhrens der Probe Gber Absorption durch die PDMS-
Phase und in Abhangigkeit von z.B. pk-Wert, Wasservolumen und Ruhrzeit (H&ssel-
barth, 2000) extrahiert und spater durch thermische Desorption fur weitere Analyse-
schritte wieder freigesetzt. Das Extraktionsprinzip beruht dabei auf dem Verteilungs-
gleichgewicht der Komponenten in dem Zweiphasensystem Wasser (oder Gasraum)
/ PDMS, d.h. die Anreicherung der Analyten in der PDMS-Phase wird durch ihre Ver-
teilungskoeffizienten bestimmt (Héasselbarth, 2000), wobei die Vorteile vor allem in
der I6sungsmittelfreien, einfachen und schnellen Aufarbeitung liegen. Der Unter-
schied zur In-Sample Solid Phase Micro-Extraction (IS-SPME) besteht in der deutlich
hoheren Kapazitat der PDMS-Phase, die mit einem Volumen von 25-125 pul gegen-
uber ca. 0,6 pl im Vergleich entscheidend bessere Ausbeuten lieferte (Bicchi et al.,
1997; 2002).

391 Twister®

Fir die Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) werden Twister® (Gerstel, Milheim), mit
einer Polydimethylsiloxan (PDMS) Phase (Volumen: 100 ul) beschichtete Rihrfische,

verwendet.

: PD'\:"S Glashiille

Magnetischer
0.3 cm I (e Stahlstab

Mf————————————
1cm

Abbildung 29: Schematischer Aufbau und Abbildung eines Twister®

Die Twister® werden vor Benutzung mit einem TubeConditioner TC 1 (Gerstel, Miil-
heim) unter Gasfluss konditioniert. Regelung und Steuerung der Temperatur erfolgt
dabei durch einen AUXController 163 (Gerstel, Mulheim).
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Konditionierungsbedingungen:

Spulgas: Stickstoff (20 ml/min)
Aufheizphase: 20 min

Temperatur: 300 °C
Ausheizdauer: 1 Stunde
Abkuhlphase: 4-5 Stunden

3.9.2 Extraktion

Die Extraktion beruht auf den Verteilungsgleichgewichten im Mehrphasensystem
PDMS-Wasser-Luft und wird durch die entsprechenden Verteilungskoeffizienten be-
stimmt. Zur Einstellung des Gleichgewichts wird der Probenansatz mit dem Twister®
fur eine genau definierte Zeit in einem verschlossenen lodzahlkolben gerihrt, danach
der Twister® aus der Extraktionslésung entnommen und anhdngende Wassertropfen
mit einem Filterpapier entfernt. Der Twister® wird anschlieRend in das Analysenrdhr-
chen eingefihrt und dieses in das TDSA eingesetzt. Bei der Handhabung des

Twisters® wird immer eine saubere Pinzette verwendet.

Extraktionsbedingungen:

Extraktionszeit: 5-240 min

Probevolumen: 10 - 100 ml

Extraktionszusatze:

Aromastoffe: 0,01 - 10 ug / Aromastoff
Ldsungsmittel: Dichlormethan 10 - 50 pl

Diethylether 10 - 50 pl

Pentan 10 - 50 pl

Methanol 50 - 500 ul

Ethanol 50 - 500 pl

Propanol 50 - 500 ul
Natriumchlorid: 10 % - 100 % gesattigte Losung
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3 Experimenteller Teil

3.9.3 Extraktion fiir die Isotopenverdiinnungsanalyse

Fir die Isotopenverdinnungsanalyse wird nach 3.1.5 hergestelltes Kaffeegetrank mit
isotopenmarkierten Standardverbindungen im Verhaltnis von 0,5 bis 2 des zu erwar-
tenden Aromastoffgehalts der Probe versetzt und anschlieRend mit einem Twister®

extrahiert.

Extraktionsbedingungen:

Extraktionszeit: 60 min
Probevolumen: 50 ml
Standardzusatz: 10 yl etherische oder 50 pl ethanolische Losung

isotopenmarkierter Aromastoffe

3.9.4  Analytisch-instrumentelle Bedingungen

Fur die Desorption und analytische Auftrennung der Twister®-Extrakte ist GC 1 des
multidimensionalen HRGC/ITD-800 Systems (vgl. 3.7.2, System V) mit einem Kalt-
aufgabesystem KAS 4 (Gerstel, Milheim), einer Thermodesorptionseinheit TDS 2
(Gerstel, Milheim) und einem dazugehdrigen Autosampler TDS A (Gerstel, Milheim)
ausgestattet. Die Steuerung erfolgt Uber einen Controller C505 (Gerstel, Mulheim)

und die Gerstel-Master-Software.

Thermodesorptionsystem Autosampler (TDS A)

Die Kapazitat des Autosamplers umfasst den Platz fur bis zu 20 Analyserdhrchen
(Position 1-20) sowie ein Leerrohr (Position 0), das fur den Ablauf der Analyse (siehe

unten) bendtigt wird.

Thermodesorptionssystem (TDS 2)

Die temperaturgesteuerte Desorption der extrahierten Verbindungen vom Twister®
erfolgt splittless im Modus ,Sample Remove®“. Dabei wird das TDS nach der Desorp-
tion auf die Anfangstemperatur (Initial Temp.) heruntergekuhlt, die Probe aus dem
TDS entfernt und durch ein Leerrohr ersetzt. Eine Verzdgerungszeit (Delay Time)
von 0,5 min gewahrleistet den Wiederaufbau des durch den Probenwechsel abfal-

lenden Heliumdrucks, bevor die im KAS kryofokussierten Verbindungen auf die Ka-
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pillarsaule aufgegeben werden. Die Temperatur der Transferkapillare zwischen TDS
und KAS liegt mit 250 °C etwas uUber der Endtemperatur (Final Temp.), um Ruck-

stande in der Kapillare zu verhindern.

Temperaturprogramm der Desorption:

Anfangstemperatur (Initial Temp.): 40 °C
Dauer der Anfangstemperatur (Initial Time): 0 min
Aufheizrate (1st Ramp): 60 °C/min
Endtemperatur (Final Temp.): 240 °C
Dauer der Endtemperatur (Final Time): 5 min

Kaltaufgabesystem (KAS 4):

Wahrend der Desorption werden vom Twister® desorbierte Verbindungen im mit fliis-
sigem Stickstoff gekuhlten KAS bei - 150 °C kryofokussiert. Die anschlieRende tem-
peraturgesteuerte Probeninjektion vom KAS auf die Kapillarsaule erfolgt splittless,

wobei die Dauer des Splitlessbetriebs mit 1,5 min der Aufheizzeit angepasst wird.

Temperaturprogramm der Desorption:

Anfangstemperatur (Initial Temp.): -150 °C
Dauer der Anfangstemperatur (Initial Time): 0 min
Equilibrierungszeit (Equilib. Time) 0 min
Aufheizrate (1st Ramp): 12 °Cl/s
Endtemperatur (Final Temp.): 240 °C
Dauer der Endtemperatur (Final Time): 5 min

Weitere Parameter:

GC-Runtime: 47,5 min (Laufzeit einer Analyse)
Systemdruck: 1,4 bar

Tragergas: Helium

Gesamtfluss: 50 ml/min

Saulenfluss: 2,5 ml/min

Der Gesamtfluss wird wahrend der Desorption nach dem KAS, wahrend der Proben-

aufgabe vor dem KAS gesplittet.
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4 Zusammenfassung

Kaffee wird nach der Ernte einer nassen bzw. einer trockenen Aufbereitung unterzo-
gen, um aus der Kaffeekirsche den von seinen Umhillungen befreiten, getrockneten
Rohkaffee zu erhalten, der wiederum durch Rostung zum Rostkaffee und durch an-
schlieBende Heillwasserextraktion zum Kaffeegetrank weiterverarbeitet wird. Bedingt
durch die verschiedenen Aufbereitungen fanden sich in allen drei Verarbeitungssta-
dien des Kaffees sensorisch erkennbare Aromaunterschiede, wobei die Aromaquali-
tat des nass aufbereiteten Kaffees jeweils héher beurteilt wurde. Die Ursachen fir

diese Unterschiede waren bislang jedoch nicht beschrieben worden.

Unter Anwendung von Aromaextraktverdinnungstechniken wurden in dieser Arbeit
daher die fur den Unterschied verantwortlichen Verbindungen identifiziert und diese
mit Hilfe der Isotopenverdinnungsanalyse quantitativ festgehalten, wobei zusatzlich
auf Veranderungen des Unterschieds vom Rohkaffee zum Rostkaffee und dem Kaf-

feegetrank eingegangen wurde.

FUr den Unterschied verantwortlich zeigten sich dabei keine der bekannten Aroma-
Impakt-Verbindungen des Rohkaffees, des Rostkaffees oder des Kaffeegetranks,
sondern die fruchtig riechenden 2- und 3-Methylbutansaureethylester. Diese waren
bereits im trocken aufbereiteten Rohkaffee zu finden, nahmen bei der Réstung kaum
ab und wurden zu 50 % ins Kaffeegetrank extrahiert, wahrend nass aufbereiteter
Kaffee diese Verbindungen nicht enthielt. Weiterhin erwiesen sich die quantifizierten
Mengen der Ester als ausreichend, eine sensorische Unterscheidung der Proben zu

gewahrleisten und die Aromaqualitat negativ zu beeinflussen.

Nicht als ausreichend fur eine sensorische Unterscheidbarkeit zeigten sich dagegen
die Gehalte an 2- und 3-Methylbutanal im Roéstkaffee, die entsprechend ihrer Aroma-
vorlaufer im Rohkaffee, den freien Aminosauren, im trocken aufbereiteten Rostkaffee

um 40 % erhoht vorlagen.

Zur Differenzierung von nass und trocken aufbereitetem Rohkaffee trugen weiterhin

noch Ethansaure und 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1-ol bei, die beide im trocken aufbe-
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reiteten Rohkaffee in deutlich hdheren Konzentrationen auftraten, jedoch im Rostkaf-

fee keine aromarelevante Bedeutung mehr aufwiesen.

Im Gegensatz zu den aufbereiteten Kaffees waren im unbehandelten Rohkaffee, der
bislang noch nie untersucht wurde, erhdhte Konzentrationen an Phenylacetaldehyd,
3-(Methylmercapto)-propionaldehyd und (E)-B-Damascenon zu finden. In Bezug auf
alle anderen aromapotenten Verbindungen war er mit dem nass aufbereiteten Roh-
kaffee zu vergleichen und enthielt weder 2- und 3-Methylbutansaureethylester noch
hohere Gehalte an Ethansaure. Der aus dem unbehandelten Rohkaffee hergestellte
Rostkaffee unterschied sich dann jedoch nicht mehr von dem nass aufbereiteten
Rostkaffee, wodurch die Ursache der Unterscheidbarkeit von nass und trocken auf-
bereitetem Kaffee auf die Bedingungen der trockenen Aufbereitung zurlickgeflhrt

werden konnten.

Weiterhin konnte ein ausschliel3licher Eintrag von 2- und 3-Methylbutansaureethyl-
ester in den trocken aufbereiteten Kaffee durch Fehlbohnen widerlegt werden, da die
bei der nassen Aufbereitung routinemallig aussortierten Fehlbohnen (unreife Kir-

schen und ,Floater®) keine erhdhten Konzentrationen dieser Ester aufwiesen.

SchlieRlich wurde durch Kombination der Stir Bar Sorptive Extraction und der Isoto-
penverdinnungsanalyse eine schnelle und unproblematisch durchzufihrende Me-
thode entwickelt, mit der 2- und 3-Methylbutansaureethylester im Kaffeegetrank
nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden konnten, was im Weiteren dazu ge-
nutzt wurde, anhand mehrerer kommerziell erhaltlicher Kaffeeproben das ausschliel3-
liche Vorkommen von 2- und 3-Methylbutansaureethylester in trocken aufbereitetem

Kaffee noch in verschiedenen anderen Proben zu verdeutlichen.
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