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Zusammenfassung

Ziel des Forschungsvorhabens war es, aroma-aktive Verbindungen zu identifizieren, die
einerseits flr das typisch saatige und nussige Aroma von nativen, kaltgepressten Rapsélen
verantwortlich sind und andererseits das stichig, modrige Aroma sensorisch auffalliger
Rapsodle bestimmen. Auf Basis dieser Verbindungen sollten Markersubstanzen fir die
Klassifizierung von nativen, kaltgepressten Rapsdlen in sensorisch guten und schlechten
Rapsoéle identifiziert werden, die dann mit Hilfe einer robusten und schnellen GC-MS

Methode analysiert werden kénnen.

Es wurde eine schonende Methode zur Isolierung der flichtigen Verbindungen aus Rapsol
auf Basis der Kurzwegdestillation in Kombination mit der Solvent Assisted Flavor
Evaporation (SAFE) etabliert. Der Vergleich von eines exemplarisch guten und eines
exemplarisch schlechten nativen, kaltgepressten Rapséls zeigte, dass vor allem ein
Konzentrationsanstieg von bestimmten Aromastoffen fir die Ausbildung des stichig/modrigen
Fehlgeruchs verantwortlich ist. Funf aroma-aktive flichtige Verbindungen konnten als
Hauptverursacher fur einen ,stichig/modrigen® Off-Flavor identifiziert werden. Diese
Verbindungen wurden zum Teil auch bei der Untersuchung der Profile der fluchtigen
Verbindungen im Rahmen eines Profiling Ansatzes von 43 nativen, kaltgepressten Rapsdlen
mittels dynamischer Headspace-GC-MS gefunden. Dabei zeigten 13 fllichtige Verbindungen
signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen 20 sensorisch guten und 23 sensorisch
schlechten Rapsélen. Mit Hilfe einer Linearen Diskriminanzanalyse wurde eine GC-MS-
basierte Methode zur Klassifizierung sensorisch guter und sensorisch schlechter Rapsdle

entwickelt die zur Unterstiitzung einer Qualitatskontrolle lbernommen werden kann.

Die Untersuchungen zur Bildung fllichtiger Aromastoffe wahrend der Lagerung zeigten einen
groflien Einfluss der Lagerbedingungen wie Feuchtigkeit und Temperatur auf das Profil der
flichtigen Verbindungen in den resultierenden Rapsdlen. Eine sensorische Verschlechterung
der Rapsoéle war bei Lagerung bei 30°C und einer Saatfeuchte von 15%, ab dem dritten Tag
der Saatlagerung wahrnehmbar. Ahnlich starke Veranderungen im Profil der fliichtigen
Verbindungen waren auch wahrend der Keimung von Rapssaat zu beobachten. Hier war das
Attribut ,gekeimt“ eindeutig ab dem dritten Tag der Keimung als sensorischer Defekt
wahrnehmbar. Ein Einfluss von Rapssorte und Anbaustandort auf das Profil der fllichtigen

Verbindungen wurde nicht gefunden.

Es wurde eine Methode zur Isolierung und Identifizierung des mikrobiellen Besatzes von
Rapssaat etabliert. Von insgesamt 22 Bakterienstdmmen und zwei Schimmelpilzgattungen
konnten 29 bzw. 6 aroma-aktive flliichtige Verbindungen identifiziert werden. EIf der
identifizierten flichtigen Verbindungen aus dem Stoffwechsel der Mikroorganismen wurden

bereits als fllichtige Verbindungen in Rapsélen beschrieben. Die Verbindungen Acetoin, 2-
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und 3-Methylbutanal und Ethyl-2-Methylbutanoat wurden im Rahmen dieses
Forschungsprojekts als Markersubstanzen fir sensorisch schlechte Rapsdéle identifiziert. Die
Untersuchungen weisen somit auf einen deutlichen Zusammenhang zwischen einem
mikrobiellen Besatz von Rapssaat und der sensorischen Qualitat der resultierenden Rapsole
hin.

Im Rahmen des Projektes sollte aufgeklart werden, welche Verbindung fur das Auftreten
eines fischigen Aromas wahrend des Erhitzens von Rapsdl verantwortlich ist und mogliche
Prekursoren sollten identifiziert werden. Bei Erhitzungsversuchen mit verschiedenen
raffinierten, dampfgewaschenen und nativen, kaltgepressten Rapsoélen konnte kein fischiger
Geruch provoziert werden. Weitere Erhitzungsversuche unter Zugabe von FeCl; zur
Initierung einer beschleunigten Oxidation oder Sinapin und Lecithin als im Rapsdl
vorkommende Verbindungen mit einer Aminogruppe im Molekdl, fihrten ebenfalls nicht zum
Auftreten eines fischigen Fehlaromas. Wahrend der Projektlaufzeit wurde aus der Industrie
lediglich eine dampfgewaschene Probe mit fischigem Fehlaroma zur Verfligung gestellt. Im
Vergleich mit einer sensorisch einwandfreien dampfgewaschenen Probe zeigten 41
identifizierte flichtige Verbindungen signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den
Proben. Aufgrund fehlender Vergleichsproben war eine Validierung der Ergebnisse jedoch
nicht moglich. Mittels Kationenaustauschchromatographie konnte in der dampfgewaschenen
Probe Trimethylamin quantifiziert werden, mit einem Gehalt, der sechsfach Uber der
Geruchsschwelle in Ol liegt. Damit ist Trimethylamin die Ursache fir den fischigen ,Off-
Flavor® im gedampften Rapsol GOFF identifiziert, was in einem Omissionsexperiment
eindeutig bestatigt wurde. Zusatzlich konnte eine HS-SPME-HRGC-MS basierte Methode
zur Identifizierung von Trimethylamin entwickelt werden. Trimethylamin ist als Abbauprodukt

von Sinapin oder Lecithin denkbar.

Somit wurden die im Projektantrag definierten Ziele erreicht. Es wurden Verbindungen
identifiziert die fir den typischen Geruch bzw. den off-Flavor von nativem, kaltgepresstem
Rapsdl verantwortlich sind. Mit Hilfe dieser Verbindungen wurde eine robuste und schnelle
Methode auf Basis der GC-MS-Analyse etabliert. Es konnte gezeigt werden, welche
Auswirkungen Lagerung, Keimung oder auch eine Besiedelung mit Mikroorganismen auf das
Profil der flichtigen Verbindungen von Rapsél haben. Die grolte Bedeutung optimaler Ernte-
und Lagerbedingungen zum Erreichen eines qualitativ guten Rapsoéls konnte somit im
Rahmen dieser Arbeit noch einmal deutlich aufgezeigt werden, da sowohl die
Lagerbedingungen als auch die Besiedelung von Rapssaat mit Mikroorganismen einen
deutlichen Einfluss auf das Profil der fllichtigen Verbindungen und damit auf die sensorische

Bewertung haben.



Ein Einfluss von Rapssorte und Anbaustandort auf das Profil der flichtigen Verbindungen
konnte nicht gefunden werden. Trimethylamin wurde als Schlisselsubstanz fur den fischigen
Geruch von erhitzten Rapsolen identifiziert. Denkbar ist eine Freisetzung von Trimethylamin
aus Lecithin oder Sinapin, wahrend des Erhitzens, allerdings konnte dies in entsprechenden

Versuchen nicht nachgewiesen werden.
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1. Ergebnisse und Transferkonzept

1.1.

Gegeniberstellung der Zielsetzung und Ergebnisse

Tabelle 1: Gegenuiberstellung der Projektziele und Projektergebnisse

Projektziele

Projektergebnisse

AP 1 (FS 1) Sensorische Bewertung von
erhitzten Rapsdlproben

Wahrend der  Projektlaufzeit  wurden
Erhitzungsversuche  mit  verschiedenen
raffinierten, dampfgewaschenen und nativen,
kaltgepressten Rapsspeisedlen durchgefihrt
und die erhitzten Ole sensorisch bewertet.
Keine der Proben bildete ein eindeutig
fischiges Fehlaroma wahrend des Erhitzens
oder nach dem Abkuhlen.

AP 2 (FS 1) Sensorische Bewertung von
nativen, kaltgepressten Rapsspeiseodlen und
Profiling

Im Projektzeitraum wurden insgesamt 275
native, kaltgepresste Rapsdlproben durch
die geschulte Prifergruppe des MRI nach
Methode DGF-C-Ill 1 (14) sensorisch
bewertet und in Ole mit sensorisch guter
bzw. schlechter Qualitat kategorisiert.
Ausgewahlte Proben wurden zur
Durchfliihrung der Molekularen Sensorik an
FS 2 weitergeleitet.

AP 3 (FS 1 + FS 2) Charakterisierung der fir
den fischigen Fehlgeruch verantwortlichen
Geruchsstoffe

Eine gedampfte Rapsolprobe mit fischigem
Fehlaroma wurde an FS 1 mittels GC-MS
analysiert und mit einer gedampften
sensorisch einwandfreien Rapsolprobe der
gleichen Olmiihle verglichen. Insgesamt
zeigten 21 identifizierte Verbindungen und
104 TAGs signifikante Konzentrations-
unterschiede zwischen dem sensorisch
auffalligen und dem sensorisch unauffalligen
Ol. Die Ergebnisse zeigten deutliche
Unterschiede des gedampften Rapsdls mit
fischigem Geruch in den Konzentrationen
einiger Alkohole, Aldehyde, Glucosinolat-
abbauprodukte  sowie sechs weiterer
flichtiger Verbindungen. Da es keine
weiteren Zusendungen von Rapsdlproben
mit fischigem Fehlaroma wahrend der
Projektlaufzeit gab, war eine Validierung der
Ergebnisse nicht moglich. Zur Durchfiihrung
der Molekularen Sensorik wurde die Probe
an FS 2 weitergeleitet.

An der FS 2 wurde durch vergleichende
Aromaextraktverdinnungsanalyse (VAEVA)
mittels  GC-Olfaktometrie  (GC-O) ein
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Screening fur die bedeutenden
geruchsaktiven Verbindungen in gedampften
Rapsélen durchgefuhrt. Die Identifizierung
der aromaaktiven Verbindungen erfolgte
anhand der Geruchsqualitdten mittels GC-O
und den zugehorigen Retentionsindices auf
zwei GC-Séaulen verschiedener Polaritat
(DB-FFAP, DB-5) durch Abgleich mit einer
internen Datenbank. Zusatzlich wurden
Massenspektren im EI- und CI-Modus
aufgenommen. 46 Aromastoffe wurden in
einem sensorisch einwandfreie, gedampften
Rapsdl (GGS) und einem gedampften
Rapsol mit fischigem ,Off-Flavor® (GOFF) mit
der beschriebenen Methode analysiert. . Es
wurden nur geringfugige Unterschiede
zwischen GGS und GOFF festgestellt und
kein Hinweis auf den fischigen ,Off-Flavor*
gefunden. Mittels lonenaustauschchromato-
graphie konnte Trimethylamin in der
fischigen Probe (GOFF) identifiziert und
quantifiziert werden. Eine HS-SPME-HRGC-
MS basierte Methode zur Quantifizierung
von Trimethylamin wurde entwickelt.

Die Verbindungen mit den hoéchsten FD-
Faktoren (bestimmt mittels vVAEVA) bzw. die
Verbindungen, deren FD-Faktoren sich
zwischen GGS und GOFF deutlich
unterschieden, wurden mittels Stabil-
isotopenverdiinnungsanalyse (SIVA)
quantifiziert. Auf Basis der ermittelten
Konzentrationen und der jeweiligen
Geruchsschwellen der Aromastoffe in Ol
wurden die Aromawerte in beiden Proben
berechnet, um damit eine Aussage zum
Beitrag der einzelnen Aromastoffe zum
Gesamtaroma treffen zu koénnen. Die
Verbindungen in GGS und GOFF mit einem
Aromawert =2 1 wurden in den ermittelten
Konzentrationen zu einem geruchsneutralen
raffinierten Rapsol dotiert und mit Hilfe eines
trainierten  Sensorikpanels in  einem
vergleichenden  Aromaprofii  mit dem
sensorisch einwandfreien Rapsdl (GGS)
bzw. dem fischigen Rapsél (GOFF) anhand
verschiedener  Aromaattribute  bewertet.
Beide gedampfte Rapsdle zeigten eine hohe
Ubereinstimmung mit den jeweiligen

14




Rekombinaten.

AP 4 (FS 1 + FS 2) Untersuchung des
Einflusses von Faktoren, die beim Erhitzen
zu einem fischigen Fehlgeruch von Rapsol
fuhren

Es wurden Frittierversuche mit Pommes
frites an ausgewahlten raffinierten und
nativen, sowie gedampften kaltgepressten
Rapsolproben  unterschiedlicher  senso-
rischer Qualitdt durchgeflhrt. Zusatzlich
wurden Versuche zur Provokation eines
fischigen Fehlaromas durch Zugabe von
FeCl;, Sinapin/Sinapinsaure und Lecithin an
ausgewahlten Rapsoélen durchgefihrt. In
keinem Fall konnte eindeutig ein fischiges
Fehlaroma festgestellt werden. Eine weitere
Analyse dieser Ole an der FS 2 wurde daher
nicht durchgefuhrt.

AP 5 (FS 1 + FS 2) Charakterisierung der
Schlisselaromastoffe in nativem,
kaltgepressten Raps6l sowie der fiur den
stichig/modrigen Fehlgeruch
verantwortlichen Verbindungen

Basierend auf den Ergebnissen des AP 2
wurden an der FS 1 flichtige Verbindungen
mittels dynamischer HS-GC-MS Analyse aus
nativen, kaltgepressten Rapsélen extrahiert,
analysiert und die Daten miteinander
verglichen. Das Profiling der Daten wurde
mit der Software MeltDB durchgefiihrt. Die
Datenauswertung erfolgte mit Hilfe der
Programme R und JMP®. Aus ausgewahlten
sensorisch guten und schlechten Rapsdlen
wurden 64 flichtige Verbindungen mit Hilfe
der GC-MS-Olfaktometrie detektiert und auf
den Profiling-Datensatz von 20 sensorisch
guten und 23 sensorisch schlechten
Rapsdlen Ubertragen. Eine Substanziden-
tifizierung erfolgte durch den Vergleich mit
Standardsubstanzen oder  Datenbank-
abfragen. 13 fluchtige Verbindungen zeigten
in dem Datensatz von 43 Rapsoélen einen
signifikanten Konzentrationsunter-schied
zwischen den sensorisch guten und den
sensorisch schlechten Proben.

In einem weiteren, die Arbeiten der FS 1
erganzenden, Ansatz wurde an der FS 2
eine schonende und effiziente Methode zur
Isolierung der Aromastoffe aus nativen

Rapsdlen durch Kombination einer
Kurzwegdestillation ~ mit  anschliefender
Hochvakuumdestillation  mittels  Solvent
Assisted  Flavor  Evaporation (SAFE)

etabliert. Durch Optimierung des Prozesses
konnten die bendtigten Rapsélmengen (100
mL) bei gleicher Intensitat halbiert werden.
Durch  vergleichende = Aromaextraktver-
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dinnungsanalyse (VAEVA) mittels GC-O
wurde ein Screening flr die bedeutenden
geruchsaktiven Verbindungen in einem
sensorisch einwandfreien nativen Rapsol
(NGS) sowie einem nativen Rapso6l mit
stichig/modrigem Off-Flavor (NOF). Das
Screening erfolgte ebenso wie die
Identifizierung der aroma-aktiven Verbin-
dungen, die Quantifizierung und Berechnung
der Aromawerte sowie die Aromasimulation
der beiden Proben entsprechend dem unter
AP 3 beschriebenen Vorgehen an der FS 2.
Zusatzlich zu dem stichig/modrigen Rapsol
(NOF) wurde die Saat (NOFS), aus der NOF
gepresst wurde, untersucht, um den Einfluss
des Pressprozesses auf die Olqualitat
untersuchen. Die Analyse zeigte, dass die
Saat bereits den charakteristischen ,Off-
Flavor® enthalt und damit der Pressvorgang
als mogliche Ursache ausgeschlossen
werden kann

17 Verbindungen, die in NOF verglichen mit
NGS deutlich angestiegen waren, wurden in
weiteren 5 sensorisch guten und 8
sensorisch schlechten Rapsodlproben
quantifiziert, um Marker far den
stichig/modrigen  ,Off-Flavor® zu identi-
fizieren. 2- und 3-Methylbuttersaure, 4-
Methylphenol und 2-Phenylethanol konnten
hier als Marker fir den stichig/modrigen
Fehlgeruch identifiziert werden.

AP 6 (FS 1 + FS 2) Entwicklung einer
chromatographischen Methode auf Basis der
identifizierten Geruchskomponenten

Auf Basis der aus dem AP 5 im
Projektverlauf gewonnenen Daten, konnte im
Rahmen einer Linearen Diskriminanzanalyse
eine Formel entwickelt werden, mit deren
Hilfe auch unbekannte Proben in die
Kategorien der guten und schlechten Ole
klassifiziert werden kénnen.

AP 7 (FS 1) Untersuchung des Einflusses
von Rapssorte, Anbaustandort,
Erntezeitpunkt und Lagerbedingungen auf
die gewunschten wertgebenden Aromastoffe
bzw. die unerwinschten Fehlaromastoffe in
nativem, kaltgepressten Rapsspeisedlen

Es wurde eine Methode zur Isolierung und
Identifizierung des mikrobiellen Besatzes
von Rapssaat etabliert. Von insgesamt 22
Bakterienstdmmen und zwei Schimmel-
pilzgattungen konnten 29 bzw. 6 aroma-
aktive flichtige Verbindungen mittels SPME-
GC-MS identifiziert werden. Mit einer
Ausnahme waren alle Verbindungen als
Metabolite von Bakterien und Schimmel-
pilzen bekannt. EIf der identifizierten
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flichtigen Verbindungen aus dem
Stoffwechsel der Mikroorganismen, wurden
bereits als fluchtige Verbindungen in
Rapsoélen beschrieben. Die Verbindungen
Acetoin, 2 und 3-Methylbutanal und Ethyl-2-
Methylbutanoat, wurden im Rahmen dieses
Forschungsprojekts bereits als Marker-
substanzen  fir sensorisch  schlechte
Rapsole identifiziert. Die Untersuchungen
weisen somit auf einen  deutlichen
Zusammenhang zwischen einem
mikrobiellen Besatz von Rapssaat und der
sensorischen Qualitdt der resultierenden
Rapsole hin.

Bei allen Lagerversuchen, die bei hoherer
Feuchtigkeit durchgefiuhrt wurden, zeigten
sich sehr schnelle Veranderungen im Profil
der flichtigen Verbindungen im Vergleich zur
optimal gelagerten Saat. Bereits eine
Temperatur von 30°C flihrte bei erhohter
Feuchtigkeit zu einer deutlich schnelleren
Verschlechterung der sensorischen Qualitat
im Vergleich zur Lagerung bei Raum-
temperatur. Im Lagerungsverlauf war eine
deutliche Zunahme von flichtigen
Verbindungen auszumachen, die zum Tell
zur Klassifizierung schlechter Ole heran-
gezogen wurden (AP 5) und/oder aus der
Stoffwechseltatigkeit von Mikroorganismen
stammen konnen.

Bei der Analyse zum Einfluss der Keimung
auf die Rapsoélqualitat, wurde das Attribut
~.gekeimt“ von den Priifern einheitlich ab dem
dritten Keimungstag als Fehlaroma des
resultierenden Rapsols beschrieben und
korrelierte zeitlich mit einem starken Anstieg
der Abbauprodukte der Glucosinolate, die
bei den Kreuzblitlern fir die typische
Scharfe verantwortlich sind.

Bei der Analyse von Proben verschiedener
Sorten und Standorte aus der Besonderen
Ernteermittlung (BEE) von 2016, konnte kein
eindeutiger Einfluss dieser Parameter auf
das Profil der flichtigen Verbindungen
festgestellt werden.
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Wichtigste Positionen des zahlenmaligen Nachweises:

Fir das Forschungsvorhaben 18039 N wurden folgende wissenschaftliche Mitarbeiter

eingesetzt:

Wissenschaftliche Mitarbeiterin (01.02.2014 — 31.03.2017)

Gem. bisher
A1 2017 kumuliert
Einzelfinanzierungsplan abgerechnet
HPA A FS1 30 26,1 2,7 28,8
HPA AFS 2 15 14,5 0,5 15

Die im Rahmen des Projektes durchgefiihrten Arbeiten entsprechen in vollem Umfang den
im Antrag beschriebenen und spater begutachteten und bewilligten Ansatzen und waren flr
die erfolgreiche Durchfiihrung der Projektarbeiten notwendig und angemessen. Fur dieses
Projekt wurden keine Gerate seitens der Forschungsstelle angeschafft. Es wurden keine

Leistungen Dritter fir das Vorhaben in Anspruch genommen.

1.2. Darstellung des wissenschaftlich-technischen und wirtschaftlichen Nutzens

der erzielten Ergebnisse

Ein Ziel des Projektes war es, Markersubstanzen zu identifizieren, die fur die Bewertung
sensorisch guter und sensorisch schlechter Ole in der Qualitdtssicherung herangezogen
werden kénnen, um die sensorische Prufung zu unterstitzen. Im Rahmen des Projektes sind
verschiedene Substanzen identifiziert worden, die mit signifikant hoheren Gehalten in
sensorisch auffalligen kaltgepressten Rapsoélen auftreten und somit als Marker fir die
Differenzierung sensorisch guter und schlechter Ole verwendet werden kénnen. Dazu wurde
auf Basis eines Datensatzes von 20 sensorisch gut und 23 sensorisch schlecht bewerteten
Rapsélen mit Hilfe der Linearen Diskriminanzanalyse der Zusammenhang zwischen 13

flichtigen Aromastoffen und der sensorischen Qualitat abgeleitet.

Nach Etablierung der Methode ist es somit mdglich, die Qualitdt des hergestellten Rapséls
zu bewerten, ohne zeit- und personalintensive sensorische Bewertungen durchfihren zu
mussen. Somit lassen sich relativ schnell und einfach fehlerhafte Chargen identifizieren, die
dann nicht mehr in den Markt gelangen. Da natives, kaltgepresstes Rapsol ein sehr gutes
Image beim Verbraucher besitzt, wird durch die Verbesserung der Qualitatssicherung

erreicht, dieses positive Image nachhaltig zu starken und zu schitzen.
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Im Rahmen des Projektes wurde auch eine Methode etabliert, flichtige Verbindungen von
Rapssaat mittels Solid Phase Micro Extraction (SPME) zu extrahieren und anschlieiend mit
Hilfe der Gaschromatographie zu trennen und die relevanten flichtigen Verbindungen mit
Massenspektrometrie zu detektieren. Somit ist es mdglich, schon sehr fruh fehlerhafte
Chargen von Rapssaat aus der weiteren Produktion auszuschliel3en und so schon zu Beginn
des Produktionsprozesses sicherzustellen, dass sensorisch fehlerhafte kaltgepresste

Rapsspeisedle nicht in den Markt gelangen.

Des Weiteren konnte in dem Projekt der Zusammenhang zwischen Rapslagerung bzw.
Rapskeimung und der Bildung flichtiger Aromastoffe gezeigt werden. Die Bildung fllichtiger
Aromastoffe wahrend der Lagerung bzw. Keimung beeinflusst die sensorische Qualitat der
Ole negativ. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen unterstiitzen die im Projekt AiF 13430 N
gemachten Aussagen, dass eine sorgfaltige Lagerung der Rapssaat flr die Qualitat von
kaltgepresstem Rapsdl von entscheidender Bedeutung ist. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl eine erhdhte Rapsfeuchte als auch eine erhéhte Temperatur wahrend der Lagerung
sehr schnell zu dramatischen Qualitatseinbuflen fuhrt. Wahrend der Keimung geht die
Anderung des Profils der fliichtigen Verbindungen mit dem Abbau von Inhaltstoffen wie
Glucosinolaten oder Aminosauren einher. Diese Ergebnisse zeigen noch einmal
eindrlicklich, dass ein sorgfaltiges Saatmanagement von der Ernte bis zur Verarbeitung der
Saat fir die Herstellung von qualitativ hochwertigem Raps6l dringend notwendig ist. Dies

wird in vielen OImiihlen bereits heute beriicksichtigt.

1.3. Publikationsliste

Bonte, A., Brihl, L., Vosmann, K. and Matthaus, B. (2016), A chemometric approach for the
differentiation of sensory good and bad (musty/fusty) virgin rapeseed oils on basis of
selected volatile compounds analyzed by dynamic headspace GC-MS. Eur. J. Lipid Sci.
Technol.. doi:10.1002/ejlt.201600259

Matheis, K.; Granvogl, M. (2016). Characterization of key odorants causing a fusty/musty off-
flavor in native cold-pressed rapeseed oil by means of the sensomics concept
approach. J. Agric. Food Chem. 64, 8168-8178.

Matheis, K.; Granvogl, M. (2016). Characterisation of the key aroma compounds in
commercial native cold-pressed rapeseed oil by means of the sensomics approach.
Eur. Food Res. Technol. 242, 1565-1575.
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Geplante Publikationen:

Bonte, A., Ma, F., Brihl, L., Matthdus, B. (2017): The effect of unfavorable storage conditions
of Brassica napus seeds on volatile compound composition and sensory quality of
virgin, cold-pressed rapeseed oils. Eur. J. Lipid Sci. Technol.

Matheis, K,; Granvogl, M. (2017). Investigation of the fishy off-flavor in steam-treated
rapeseed oil using sensomics. J. Agric. Food Chem.

Matheis, K,; Granvogl, M. (2017). Multivariant analysis on native, cold-pressed rapeseed oils
eliciting a fusty/musty “off-flavor” for development of a quick method for quality control.
Food Chem.

Schweiger, R.; Bonte, A., Pons, C., Wagner, C., Brihl, L., Mdller, C., Matthaus, B. (2017):
Metabolic changes during storage of Brassica napus seeds under moist conditions and
consequences for the sensory quality of the resulting virgin oil. J. Agric. Food Chem.

Wagner, C., Bonte, A., Brihl, L., Niehaus, K., Bednarz, H., Matthdus, B.: Contribution of
microorganisms growing on rapeseed during storage to the profile of volatile
compounds of virgin rapeseed oil (2017), J. Sci. Food Agric.

1.4. Einschatzung der Realisierbarkeit des Transferkonzepts

Die im Projekt erarbeiteten Ergebnisse zur Entwicklung einer Methode fiir die Bestimmung
von flichtigen Aromakomponenten auf Basis der dynamischen Headspace-
Gaschromatographie-Massenspektrometrie 1asst sich relativ einfach in Laboren der
Uberwachungsbehdrden, in Handelslaboren, aber auch in Laboren der Industrie realisieren.
Das dafiur benétigte Equipment gehdrt heute bereits oftmals zur Standardausristung von
Laboren. Der finanzielle Aufwand ist fir grof3ere Hersteller vertretbar, kleinere Betriebe, fir
die sich die Anschaffung eines solchen Analysesystems nicht rechnet, sollten hier mit
Handelslaboren zusammenarbeiten. Die Etablierung der Methode in einem Labor ist

innerhalb von zwei Monaten zu erreichen.

Im Projekt sind die relevanten Markersubstanzen sowie der statistische Zusammenhang
zwischen den Verbindungen und der sensorischen Bewertung von kaltgepressten
Rapsspeisedlen in einer Formel dargestellt worden. Diese kdénnen von interessierten
Laboren tbernommen und auf die vorhandenen Mdéglichkeiten adaptiert werden. Bei der
dynamischen Headspace GC-MS handelt es sich um eine robuste und routinefahige
Methode und auch die SPME-GC-MS fiir die Analyse der Rapssaaten ist in der Praxis
etabliert. Damit steht den Herstellern von kaltgepresstem Rapsdl aber auch der
weiterverarbeitenden Industrie eine wirksame Methode zur Verfigung, die Qualitatskontrolle
wesentlich zu verbessern und effizienter zu gestalten. Durch die Korrelation der
sensorischen Bewertung von Rapssaaten und kaltgepresstem Rapso6l mit den Ergebnissen

der gaschromatographischen Analyse der fliichtigen Verbindungen, lasst sich die Bewertung
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der Saaten und der Ole objektivieren. Dadurch ist es méglich, die sensorische Qualitat der

Produkte vergleichbarer zu machen.

Der Einfluss der Lagerbedingungen auf die Qualitat von kaltgepresstem Rapsol wird in der
Praxis bereits heute von vielen Herstellern bertcksichtigt. Die in dem Projekt erarbeiteten
Ergebnisse zeigen noch einmal die Notwendigkeit der Umsetzung von Mallnahmen auf, die
Qualitat der Rapssaat von der Ernte bis zur Verarbeitung zu erhalten. Eine Umsetzung ist je
nach GréRe der Olmihle oder des Lagerbetriebes mit Kosten fir den Umbau der
vorhandenen oder Neubau von Lagerkapazitdten verbunden, die ausreichend beliuftet und

ggf. auch gekuhlt werden kdnnen.

Der Plan zum Ergebnistransfer ist dem Abschlussbericht als Anlage beigefigt.

2. Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten und Untersuchungen der

Forschungsstelle 1: Max Rubner-Institut, Detmold

2.1. Material und Methoden
2.1.1. Probenmaterial

Wahrend des Projektzeitraums wurden sowohl Rapssaaten als auch native, kaltgepresste
Rapsdle, gedampfte, kaltgepresste Rapsdle und raffinierte Rapsdle von verschiedenen
Olmiihlen Uber den Projektbegleitenden Ausschuss zur Verfiigung gestellt. Weitere Proben
wurden aus den jahrlich stattfindenden Verkostungen der Deutschen Landwirtschafts-
Gesellschaft e. V. (DLG) und der Deutschen Gesellschaft fir Fettwissenschaft e. V. (DGF)
zur Verflgung gestellt. Rapssaat flr Lagerversuche und die Besiedelung mit
Mikroorganismen wurde von Partnern aus dem Projektbegleitenden Ausschuss
bereitgestellt. Insgesamt wurden im Projektzeitraum 275 native, kaltgepresste Rapsoéle
analysiert, die teilweise aus zugesandten Rapssaaten selbst zu Rapsél verpresst wurden

oder in Form von Handelsware der FS 1 zugesandt wurden.

2.1.2. Standardsubstanzen

Standardsubstanzen zum Aufbau einer Referenzliste (Tabelle 6) wurden von den Firmen

Sigma-Aldrich/ Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.
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2.1.3. Gewinnung von nativem, kaltgepressten Rapsspeiseol

Rapsol wurde mit einer Schneckenpresse (Komet, IBG Monforts & Reiners GmbH & Co,
Ménchengladbach, Deutschland) aus Rapssaat gepresst. Die Olpresse besteht aus
Forderschnecke, Presszylinder und Presskopf (ohne Zusatzheizung) mit Dise. Die
Schneckendrehzahl wurde auf 32 U/min eingestellt und eine 6 mm Duse in den Presskopf

eingesetzt.

Das gewonnene Rapsdl wurde mit Hilfe eines Glasfaserfilters (13400-50-Q, Sartorius,
Géttingen, Deutschland) von Schwebstoffen befreit, nachdem das Ol (ber Nacht im
Kihilschrank durch Sedimentation vorgereinigt wurde. Bis zur weiteren Nutzung wurde das

Rapsdl in Braunglasflaschen im Kihischrank (4°C) gelagert.

2.1.4. Herstellung von Raps6l mit negativen sensorischen Attributen

Um die Zusammensetzung der fluchtigen Verbindungen in sensorisch gut bzw. schlecht
bewertetem Rapsdl besser erfassen und vergleichen zu kénnen, wurde ein Rapsdél aus guter
Saat wie unter 2.1.3. beschrieben hergestellt. Als Vergleich dazu wurde eine fehlerhaft,
gelagerte Rapssaat mit vergorenem, stichig/modrigem Fehlaroma im Verhaltnis 50:50 mit
der sensorisch guten Rapssaat gemischt und daraus wiederum ein Rapsél gepresst. Dieses
Rapsdl enthalt die flichtigen Verbindungen, die ein sensorisch gut bewertetes Rapsdl
ausmachen und daneben auch Verbindungen, die in sensorisch als schlecht bewerteten
Rapsodlen vorkommen. Somit ist eine Zuordnung von Verbindungen, die typisch flr

sensorisch gut bzw. schlecht bewertete Rapsdle sind, mdglich.

2.1.5. Sensorische Bewertung nativer, kaltgepresster Rapsspeiseodle

Alle Rapsdle wurden von dem am MRI etablierten Rapsoélpanel nach Methode DGF-C-II 1
(14) sensorisch bewertet. Die auf Raumtemperatur akklimatisierten Rapsoéle wurden in ein
blaues Sensorikglas (Abbildung 1) geflllt (15 mL) und bis zur Verkostung mit einem Uhrglas
abgedeckt.

22



I
Abbildung 1: Blaues Sensorikglas mit Rapsdl und Uhrglasabdeckung

Auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) — 5 (sehr stark wahrnehmbar) wurde die
Intensitat der arttypischen Attribute ,saatig“, ,nussig®, ,strohig/holzig“ und ,adstringierend*
bewertet. Das Vorhandensein der artfremden Attribute ,réstig/verbrannt®, ,bitter®, ,ranzig,
»Stichig/modrig“ oder ,andere®, wurde mit ,ja“ oder ,nein“ erfasst. Die sensorischen Eindriicke
wurden von jeder Prifperson in einem Prifbogen notiert (Abbildung 2). Aus den
Einzelergebnissen der Prifer wurde der Median als Ergebnis der sensorischen Bewertung
der Probe berechnet. Sensorisch einwandfreie Rapséle mussten mindestens eine Saatigkeit
von 1 aufweisen und ein artfremdes Attribut durfte nicht wahrgenommen werden. Das
Vorhandensein der Attribute ,strohig/holzig® und ,adstringierend® wurde bis zu einer
Intensitat von 1 als arttypisch akzeptiert. Rapsdle, die ein oder mehrere artfremde Attribute
aufwiesen, wurden als ,sensorisch schlecht eingeteilt.
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DGF-Emhentsmethoden Abteilung C — Fette

Seite 9/13 Auszug aus DGF Methode C-11'1 (14)

Tab. 3: Beschreibung fiir natives Rapsol

Datum: Priifer: Probenbezeichnung:
Arteigene Attribute 0 1 | 2 3 4 5
saatig

nussig

holzig, strohig”

adstringierend

Artfremde Attribute Nein Ja
rostig, verbrannt

bitter

ranzig

stichig, modrig

holzig, strohig>1"

Andere:

! holzig, strohig > 1 sind artfremde Attribute

0= nicht wahrnchmbar

1 = gerade eben wahrnehmbar

2 = schwach wahrnehmbar

3 = deutlich, mittelstark wahrnehmbar
4 = stark wahrnechmbar

5 = schr starkwahrnehmbar

Abbildung 2: Prifbogen fiir die sensorische Bewertung nativer, kaltgepresster Rapsspeisedle gemaf
Methode DGF-C-II 1 (14)

2.1.6. GC-MS-Analyse nativer, kaltgepresster Rapsspeisedle

Die GC-MS-Analyse wurde sowohl fir die zugesendeten Handelsproben als auch far
Rapsdle, die zum einen aus zugesendeten Saaten und zum anderen aus den
Lagerversuchen mit Rapssaat hergestellt wurden, angewendet. Die Extraktion der flichtigen
Verbindungen erfolgte mittels dynamischer Headspace (PTA 3000, IMT Innovative
Messtechnik GmbH, Vohenstraull, Deutschland). Die Analyse wurde nach der Methode
DGF-C-VI 20 (11) durchgefuhrt. Die Einstellungen der verwendeten Gerate sind der Tabelle

2 zu entnehmen.
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Tabelle 2: Messparameter und Einstellungen der verwendeten Analysegerate zur dynamischen

Headspace-GC-MS-Analyse

Dynamische Headspace (dyn. HS)1

Temperatureinstellungen [°C]

Ventil 150
Verbindungskapillare 200
Probe 80

Kihlfalle Desorption 200
Kuhlfalle Kiihlung -35

Weitere Einstellungen

Austreibzeit 20 min.
Desorptionszeit 10 min.
Tragergasfluss (N2) 20 mL/min.

Kihlung zur Kryofokussierung Peltier

Kihlfallen-Material Tenax

Gaschromatograph (GC)?,

Fused Silica Kapillarsaule, CP-Sil 19, 0,32 mm ID, 60 m lang, 1um Filmdicke

Ofenprogramm
Equilibrierungszeit 30 s.
Isotherm 5 min. bei 40 °C
Gradient 3 C°/min. bis 245 °C
Isotherm 10 min. bei 245 °C

Massenspektrometer (MS)3

Einstellungen

Transferlinetemperatur 200 °C
lonenquellentemperatur 230°C
lonisations-Modus El
lonenpolaritat positiv
Scanbereich 35 -300 m/z
Scanzeit 0,2s.

"PTA 3000 (Fa. IMT); “Trace 1300 Series GC (Fa. Thermo Scientific); °ISQ (Fa. Thermo Scientific)
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Fur die GC-MS-Analyse wurden 400 mg der Rapsélproben in ein 20 mL Headspace-
Glaschen (IMT Innovative Messtechnik GmbH, Vohenstraul3, Deutschland) gefillt und ca. 50
uL (3 Tropfen) eines Alkan-Standardmix (c = 1 mg/kg) zur Bildung der Retentionsindices (RI)
zugegeben (Tabelle 3). Zur Bildung des Rl ist eine gleichmaRige Verteilung der Alkane Uber
den Chromatogrammbereich, in dem Substanzen identifiziert werden kénnen, notwendig.

Diese Verteilung ist mit Hilfe der in Tabelle 3 gelisteten Alkane gegeben.

Tabelle 3: Bestandteile des Alkan-Mix (c = 1 mg/kg) zur Erstellung der Retentionsindices

Alkan Kohlenstoffkette Retentionsindex (RI)
Pentan C5 500

Heptan C7 700

Ocatan C8 800

Nonan C9 900

Undecan C11 1100

Tridecan C13 1300

Die Glaschen wurden anschlieBend mit PTFE-Silikon-Septen (IMT Innovative Messtechnik
GmbH, Vohenstraul3, Deutschland) luftdicht verschlossen und die Proben in je zwei
Replikaten analysiert. Vor jeder gestarteten Sequenz wurde eine Luftprobe als Blindwert
vermessen, um die Sauberkeit des Systems zu prifen und die Vergleichbarkeit der

Retentionszeiten zu verbessern.

2.1.7. Frittierversuche

Wahrend der Projektlaufzeit wurden wiederholt Frittierversuche mit unterschiedlichen

Rapsdlen durchgefihrt (A. — D.), um ein fischiges Fehlaroma zu provozieren:

A. Frittierversuche mit verschiedenen Rapsélen und Pommes frites als Frittiergut

Im Frittierversuch A wurden vier Mini-Fritteusen (Fassungsvermégen 1,2 Liter, AEG FFR

5551, Elektrolux Hausgerate GmbH, Nirnberg) mit folgenden Rapsdlen gefllit:

1. Gedampftes Rapsol

2. Natives kaltgepresstes Rapsol

3. Raffiniertes Rapsal (frisch)

4. Raffiniertes Rapsol (ein Jahr Kihlschranklagerung)
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Die Ole wurden in der Fritteuse innerhalb einer Stunde auf 175°C erhitzt und dann 50 g
Pommes frites jeweils einmal pro Stunde, Uber einen Zeitraum von sechs Stunden, 6 min.
lang frittiert. Eine sensorische Bewertung des Frittierguts und des erkalteten Frittierdls
bezlglich der Ausbildung eines fischigen Fehlaromas erfolgte durch mindestens vier

Testpersonen.

B. Frittierversuche mit raffiniertem Rapso6l und Zugabe von FeCl; zur Provokation

eines fischigen Aromas. Frittiergut: Pommes frites

Zur Provokation eines fischigen Fehlaromas wurden vier Mini-Fritteusen mit frischem
raffinierten Rapsdl beflllt. Den Rapsoélen wurde eine alkoholische FeCls-Ldsung (c=10

mg/mL) in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

1. ohne Zusatz
2. 1 mg FeCl3/1200 mL Ol (100 uL der Stammldsung)
3. 5 mg FeCl3/1200 mL Ol (500 pL der Stammldsung

4. 10 mg FeCls/1200 mL Ol (1000 pL der Stammldsung)

Die Rapsole wurden an vier Tagen 1 x taglich auf 175°C erhitzt. Das Frittiergut wurde nach
dem Erreichen der Frittiertemperatur 6 min lang frittiert. AnschlieRend wurde die Fritteuse
abgestellt und dann das heiRe Ol, die fertigen Pommes frites sowie das erkaltete Frittierdl
von mindestens vier Testpersonen auf die Bildung eines fischigen Fehlaromas olfaktorisch

bewertet.

C. Frittierversuche mit Rapsolen aus glucosinolatreicher Rapssaat

Fir den Frittierversuch C wurden drei Rapsdle (Probe 1, 2 und 3), hergestellt aus
glucosinolatreichen Rapssaaten und wie unter Kapitel 2.1. beschrieben zu nativem Rapsdl
verarbeitet, sensorisch bewertet und analysiert. Im Vergleich zur Ublichen Handelsware
wiesen die verwendeten Rapssaaten deutlich hohere Gehalte an Glucosinolaten auf (>100
pmol/g im Vergleich zu 18 — max. 25 pmol/g). Glucosinolate sind stickstoffhaltige Glycoside,
bei denen es denkbar ist, dass sie unter Temperatureinwirkung zu Aminen umgebaut
werden.

Lecithin und Sinapin enthalten in der Struktur stickstoffhaltige Amine (Abbildung 3), so dass
auch hier unter Temperatureinwirkung die Freisetzung fischig riechender Amine denkbar ist.
Um zu Uberpriifen, ob diese Verbindungen sich unter Erhitzen zu aroma-aktiven kurzkettigen

Verbindungen abbauen und dadurch ein fischiges Fehlaroma verursachen, wurde den
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Rapsdlen aus glucosinolatreicher Rapssaat zusatzlich Lecithin (5%) und Sinapin (0,05%)
bzw. Sinapinsaure (1%) zugegeben. Alle Rapsdle wurden in einer Fritteuse bei 175°C erhitzt
und Pommes frites als Frittiergut eingesetzt. AnschlieBend erfolgte eine sensorische
Bewertung des Frittierguts und der als Frittiermedium genutzten Rapsdle durch mindestens

vier geschulte Personen.

Abbildung 3: Stickstoffhaltige Verbindungen, deren Abbau zu kurzkettigen, aroma-aktiven
Verbindungen filhren kann. A: Glucosinolate. B: Sinapin. C: Lecithin
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D. Frittierversuche mit Rapsdlen unter Zugabe von Sinapinsdure

Zur Provokation eines fischigen Fehlaromas wurde Sinapinsaure (1%) flnf verschiedenen

Rapsolproben zugesetzt:

1. Raffiniertes Rapsol

2. Natives Rapsol, schlechte sensorische Qualitat

3. Natives Raps0l, gute sensorische Qualitat

4. + 5. natives Rapsdl, schlechte sensorische Qualitat, erhéhte Glucosinolatgehalte (>100

pumol/g)

Die Rapsdle wurden jeweils einmal mit und einmal ohne Zugabe von Sinapinsaure (1%) 2x
Uber einen Zeitraum von 10 min. mit Pommes frites als Frittiergut bei 175°C erhitzt und

anschlielRend von sieben geschulten Personen sensorisch bewertet.

21.8. GC-MS-Olfaktometrie (GC-MS-0)

Mit Hilfe der GC-MS-O wurde sichergestellt, dass im weiteren Verlauf der Arbeiten aroma-
aktive flichtige Verbindungen erfasst und diese fur die Entwicklung einer Schnellmethode
herangezogen werden konnten. Die Durchfiihrung der Arbeiten mit unterschiedlichen
Extraktionsmethoden an FS 1 und FS 2, flihrte insgesamt zu einer grélkeren Anzahl aroma-
aktiver fluchtiger Verbindungen, wodurch sich die Arbeiten gegenseitig erganzten.

Fir die GC-MS-O-Analyse der FS 1 wurde die Probe mittels dynamischer Headspace
extrahiert und die Trennung der Verbindungen mit einem Agilent 5975 GC-MS (Agilent
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Technologies, Santa Clara, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurden 3 g der Rapsdlprobe im
Autosampler auf 80 °C erhitzt, 15 min. im Tragergasstrom (Helium) Uberspult und so die
flichtigen Verbindungen auf ein Tenax-Adsorbens Uberfuhrt. Die thermische Desorption
erfolgte direkt im Anschluss an die Extraktion bei einer Temperatur von 200°C (splitless)
Uber einen Zeitraum von 10 min. Mittels Kryo-Kuhlung bei -65 °C wurden die flichtigen
Verbindungen wahrend der Desorption aufgefangen und anschlielend durch Aufheizen mit
12°C/s Uber einen Zeitraum von 3 min. bis zu einer Temperatur von 200°C auf die GC-Saule
transferiert.

Die verwendete GC-Saule, das Temperaturprogramm sowie die Einstellungen des MS
entsprechen den Angaben aus Tabelle 3. Der Split zwischen MS und dem Sniffing-Port
(ODP, Gerstel, Mihlheim a. d. Ruhr, Deutschland) betrug 1:3. Die Empfindlichkeit des MS
wurde bei diesen Messungen auf einen Gain-Faktor von 0.75 herabgesetzt. Mit Hilfe von
mindestens flnf Testpersonen wurden die am Sniffing-Port ankommenden Verbindungen
hinsichtlich Retentionszeit sowie Art und Intensitat der Geruchswahrnehmung beschrieben
und dokumentiert. Die wahrgenommenen Geriiche wurden mit den aufgezeichneten
Chromatogrammen des GC-MS verglichen und den zum Zeitpunkt der
Geruchswahrnehmung vorhandenen Peaks zugeordnet. Eine Substanz wurde als aroma-
aktiv detektiert, wenn diese von mindestens drei Testpersonen olfaktometrisch
wahrgenommen wurde. AnschlieBend erfolgte eine Datenbankabfrage der aroma-aktiven
Verbindungen Uber die NIST 05 Datenbank.

2.1.9. Methodeniiberpriifung zur Detektion von Pyrazinen in nativen, kaltgepressten

Rapsspeisedlen

Die Detektion von Pyrazinen, die nach den Ergebnissen der FS 2 einen Beitrag zum Aroma
kaltgepresster Rapsoéle leisten (vgl. Kapitel 3.2.) gestaltete sich mit einer GC-MS-Methode
aufgrund der sehr geringen Konzentrationen schwierig. Hinzu kam, dass die Verbindungen
aufgrund ihrer hohen Aromaaktivitat zwar olfaktometrisch von den Prifern wahrgenommen
werden konnten, aber im Chromatogramm nicht als Peak sichtbar waren. Es wurde daher
Uberpruft, ob die Detektion von Pyrazinen mit geanderten Einstellungen der Methode
zuverldssig durchgefihrt werden kann. Hierzu wurden die in Tabelle 4 aufgelisteten

Parameter Giberpruft.
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Tabelle 4: Einstellungen zur Detektion von Pyrazinen mittels dyn.HS-GC-MS

Proben- Purgezeit Proben- Konzentration der
menge [g] [min] temperatur Standards
[°C] [bg/kg]
Normalbedingungen 0,4 20 80 -
Untersuchte Parameter 1;,1,5;2 40; 60 100; 200 100; 500, 1000

Als Probenmaterial zur Uberpriifung verschiedener Parametereinstellungen wurden
raffinierten Rapsélen die Standardsubstanzen 2-lsopropyl-3-methylpyrazin (S1) und 2-
Isobutyl-3-methylpyrazin (S2) zugegeben.

Zudem wurden insgesamt vier native Rapsodle auf das Vorkommen von Pyrazinen bei
veranderten Parametereinstellungen Uberprift. Es handelt sich dabei um zwei sensorisch
gute Proben und zwei sensorisch fehlerhafte Probe (V2 und SP). In einer der sensorisch
fehlerhaften Proben konnten bereits mit den Standardeinstellungen sechs Pyrazine
Methylpyrazin, Ethylpyrazin, 2,3-Dimethylpyrazin, 2-Ethyl-5-methylpyrazin, 2-Ethyl-6-
methylpyrazin und 2,3-Dimethyl-5-ethylpyrazin detektiert werden.

2.1.10. Lagerversuch von Rapssaat unter erhohter Feuchtigkeit und Temperatur

In einem dreiwdchigen Lagerversuch wurde die Veranderung der fluchtigen Verbindungen in
Rapssaat unter erhdhter Feuchtigkeit und Temperatur Gberprift. Je 500 g Saat wurden in 20
verschlieRbare Plastikbehalter geflllt und mit 15% Feuchtigkeit bei Raumtemperatur (RT,
22°C; Lagerbedingung A) bzw. 15% Feuchtigkeit bei 30°C (Lagerbedingung B) gelagert.
Nach 3, 10, und 17 Tagen wurde aus jedem Ansatz jeweils ein Behalter gedffnet, die Saat
wie unter 2.1. beschrieben gepresst und das gewonnene Ol filtriert. AnschlieRend erfolgte
eine sensorische Bewertung der Ole aus beiden Lagerversuchen. Die Messungen der
flichtigen Verbindungen erfolgte wie unter Kapitel 2.1.6. beschrieben. Die Auswertung

erfolgte unter den in Tabelle 5 aufgefuhrten Parametern.

2.1.11. Keimung von Rapssaat

Zur Uberpriifung, wie sich das Profil der fliichtigen Verbindungen wahrend der Keimung von
Rapssaat verandert, wurde ein viertdgiger Keimungsversuch unter Tageslichteinfluss bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Je 450 g Saat wurden auf vier mit Zellstoff ausgelegten
Tabletts einlagig aufgebracht. Die Saat wurde mit destillietem Wasser befeuchtet und
permanent feucht gehalten. An vier aufeinander folgenden Tagen wurde der Zellstoff von

jeweils einer Saatprobe entfernt und die Saat 24 Stunden lang bei Raumtemperatur
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getrocknet. Zum Pressen wurde die gekeimte Saat 1:1 mit nicht gekeimter Saat vermischt,
um eine gute Pressbarkeit der Saat zu gewahrleisten. Als Nullprobe wurde ein Ol aus der
gleichen ungekeimten Saat gepresst. Nach der Filtration erfolgte die Messung der flichtigen
Verbindungen mittels dyn. HS-GC-MS- wie unter Kapitel 2.1. beschrieben. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Softwareplattform MeltDB, unter Anwendung der in Tabelle 5
beschriebenen Einstellungen. Die Ergebnisse wurden sowohl mit den Ergebnissen aus dem
Versuch zur Lagerung unter erhéhter Feuchtigkeit und Temperatur (Kapitel 2.2.10.), als auch
denen des Bakterienversuchs verglichen (Kapitel 2.1.14.).

Parallel zu den Arbeiten an FS 1 wurden in einer Kooperation mit dem Lehrstuhl fir
Chemische Okologie der Universitat Bielefeld Analysen zum Gehalt der Glucosinolate und
Aminosauren aus Saatproben des Keimungsversuchs durchgefihrt. Hierzu wurden von
jedem Keimungstag Saatproben genommen und die Aminosauren und Glucosinolate in
diesen Proben mittels UHPLC-FLD und HPLC-DAD gemessen.

2.1.12. Einfluss von Rapssorte und Standort auf das Profil fliichtiger Verbindungen

Fir die Uberpriifung des Einflusses von Rapssorte und Standort auf das Profil der fliichtigen
Verbindungen in resultierenden nativen Rapsdlen wurden insgesamt acht Saatproben aus
den Ruckstellproben der Besonderen Ernteermittiung (BEE), die jahrlich am Max Rubner-
Institut durchgefuhrt wird, analysiert. Es handelte sich dabei um die drei Sorten Avatar (AV),
Raptor (RA) und PR 46W20 (PR). Die Sorten stammten von folgenden Standorten:

AV: Bayern (BY), Brandenburg (BB), Sachsen-Anhalt (SAN)
RA: Brandenburg (BB), Hessen (HE), Niedersachsen (NIS)
PR: Bayern (BY), Thiringen (TH)

Die Saatproben wurden entsprechend der unter Kapitel 2.1. beschriebenen Methoden zu

nativen Rapsdlen gepresst, verkostet, analysiert und ausgewertet.

2.1.13. Datenauswertung und Statistik

Datenauswertung

Die Datenauswertung der GC-MS-Daten erfolgte mit der von der Bioinformatics Resource
Facility der Universitat Bielefeld entwickelten Software-Plattform MeltDB (Neuweger et al.,
2008, Kessler et al., 2013). Die Rohdatenformate der Messungen wurden dazu in das cdf-
Datenformat konvertiert. Die Messungen der verschiedenen Versuche wurden in

entsprechende Experimente zusammengefasst und abhangig von der jeweiligen
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Fragestellung in verschiedene Untergruppen kategorisiert (z. B. sensorisch gut/schlecht;
gekeimt/ungekeimt). Fir die Lagerversuche wurden die Daten gleicher Lagertage in
Untergruppen zusammengefasst, fir die Profiling Analysen wurden die Ole anhand ihrer
sensorischen Eigenschaften kategorisiert. Die Auswertung der jeweiligen Experimente
erfolgte mit verschiedenen Algorithmen (Tools), die zuvor an das Untersuchungsmaterial
angepasst wurden (Tabelle 5).

Fir die Anpassungen wurde ein kleiner Testdatensatz von vier Chromatogrammen
eingesetzt, an dem verschiedene Tools getestet wurden, damit hinsichtlich Peakdetektion,
Profiling und Identifizierung das flir diesen Datensatz bestmogliche Ergebnis erzielt werden
konnte. Bei den Testlaufen wurden beziglich der Peakdetektion sowohl verschiedene
Peakdetektionsmethoden (Warped Peak detection (Fredriksson et al., 2009) und XCMS
Peak Detektion (Smith et al., 2006) als auch verschiedene Signal-to-Noise Einstellungen
Uberprift, um moglichst effizient Substanzpeaks vom Hintergrundrauschen herausfiltern zu
kénnen. Fur das Profiing und die Peakidentifizierung wurden die geeigneten
Retentionszeitfenster gesucht, in denen eine Trennung nahe beieinander liegender Peaks
mit  ahnlichen Massenspektren noch moglich war, aber gleichzeitig auch
Retentionszeitverschiebungen gleicher Substanzen in den verschiedenen Proben noch
erfasst werden konnten. Alle Daten wurden mit Hilfe der Software teilautomatisiert nach

folgendem Schema analysiert:

Tabelle 5: Verwendete Tools der Auswertesoftware MeltDB zur Auswertung der GC-MS Daten
nativer, kaltgepresster Rapsspeisedle

Nr. Tool

1 Warped GC-MS Peak Detection (SN 5 FWHM 6)
2 MeltDB Multiple Profiling (10 sec Window)

3 CosineGMD und Cosine NIST 2008

4 Reference list of aromatic compounds 2 und 3

Erlduterungen der Tools aus Tabelle 5:

1. Peak Detektion

Warped GC-MS Peak Detection (Fredriksson et al, 2009), Signal to Noise-Faktor (S/N) 5. Ein
detektierter Peak wird in der TIC-Ansicht des Experiments mit einem blauen Punkt markiert
(Abbildung 4).

Bildung des RI-Index

Der RI-Index basiert auf dem Alkanmix (Kapitel 2.1.6.), der den Proben vor der Analyse

zugegeben wird. Die Zuweisung der entsprechenden Alkane erfolgt manuell an einem
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Chromatogramm durch Zuordnung der zugehdrigen Retentionszeit zu dem entsprechenden
Rl-Index aus Tabelle 4. Die Angaben fur die Alkane werden automatisch auf alle
Chromatogramme des Experiments Ubertragen. Der Rl wird fur alle mit dem Peak Detektion

—Tool erfassten Peaks errechnet.

2. Profiling
Beim Profiling wird das Experiment nach Substanzen untersucht, die in mind. 80% aller

Proben oder innerhalb einer Chromatogrammgruppe mit der gleichen substanztypischen
Masse zur gleichen Retentionszeit auftreten. Diese Substanzen werden unter Angabe von
Retentionszeit und substanzspezifischer Masse als TAG annotiert und mit einem griinen
Punkt markiert (Abbildung 4). Die Erfassung von Peakbreite und Peakintensitat der TAGs
ermoglichen die Einbeziehung dieser nicht identifizierten Substanzen in die

Datenauswertung.

3. Datenbankabfrage

Durch einen Abgleich mit der Golmer Metabolom Datenbank (Kopka et al., 2005) und der
NIST 2008 (NIST) Datenbank werden fur alle Substanzen Datenbankvorschldge hinterlegt,
die eine Identifizierung von Substanzen, die nicht in der Referenzliste enthalten sind,

ermaoglicht.

4. Identifizierung mit Hilfe der Referenzliste

Mit Hilfe gemessener Standardsubstanzen wurde in MeltDB eine Referenzliste erstellt, die
eine ldentifizierung von Substanzen auf Basis der hinterlegten Angaben von Retentionszeit,
Retentionsindex und den festgelegten substanzspezifischen Massen ermdglicht. Identifizierte
Substanzen werden mit einem roten Punkt markiert (Abbildung 4). Abbildung 4 zeigt

beispielhaft einen Ausschnitt aus einem MeltDB-Experiment mit 18 Proben.
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WeilRe Balken:
Peakintensitat. Je
heller der Peak, desto
groRer die Intensitat

Blaue Punkte: Detektierte Peaks (S/N 5)

Proben

O~ U B oW R e

565.25 [9:25] Retentionszeit 7iil1s (11:50

Rote Punkte: |dentifizierte Peaks

Grine Punkte: Mittels
Profiling annotierte Peaks

Abbildung 4: Totalionenfluss (TIC)-Ansicht eines MeltDB Experimentes mit insgesamt 18 Proben.
Blaue Punkte: Peaks, die mit der Peak Detektion bei einem Signal-to-Noise-Faktor 5 erfasst wurden.
Grine Punkte: Peaks, die mittels Profiling annotiert wurden. Diese Peaks treten in 80% aller
Chromatogramme des Experiments oder in einer Chromatogrammgruppe zur gleichen Retentionszeit
mit der gleichen subtanzspezifischen Masse auf. Rote Punkte: Identifizierte Peaks durch Abgleich mit
einer integrierten Standardliste

Referenzliste

Fir die Datenauswertung der dyn. HS-GC-MS-Analysen wurde eine Referenzstandardliste
erstellt, die derzeit 77 Substanzen umfasst. Die verwendeten Standardsubstanzen sind unter
Angabe von Retentionszeit, Retentionsindex, den substanzspezifischen Massen und der fir

die Auswertung festgelegten quantifizierbaren Masse in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Standardsubstanzen der MeltDB Referenzliste fir flichtige Verbindungen in Rapsdl

# Referenz RT[s]? RI Ms) (m/z)° M q) (m/z)*
1 Acetaldehyd 203,9 487,3 29,43, 44 44
2 Ethanol 293,5 537,9 45, 46 45
3 Dimethylsulfid 2945 540,2 45, 46, 47, 61, 62 62
4  2-Methylpropanal 417,5 608,3 39,41,43,72 72
5 2-Methylfuran 437,7 622,7 53, 81, 82 82
6 1-Propanol 504,3 657.,4 41,42, 59, 60 59
7 2,3-Butandion 546,7 680,6 43, 86 86
8 3-Methylbutanal 696,7 734,6 44,58, 71, 86 58
9 2-Methylbutanal 699,8 739,3 39, 41, 57, 58 58
10 2-Butennitril | 803,0 766,6 39, 41, 52, 64, 66, 67 67
11 2-Pentanon 821,6 775,5 43, 58,71, 86 86
12 Pentanal 827,9 777,3 41, 44, 57, 58 58
13 1-Butanol 828,7 7741 41, 43, 55, 56 56
14 2,3-Pentandion 864,8 789,3 43, 57, 100 57
15 Methylbutanoat 871,2 786,8 43, 55,59, 71, 74, 87 74
16 2-Butennitril Il 889,9 792,7 39, 41, 52, 64, 66, 67 67
17 Essigsaure 913,0 798,9 43, 45, 60 60
18 Butannitril 935,1 805,2 27, 29, 41 41
19 Dimethyldisulfid 946,3 812,3 45, 46, 47,61, 64, 79, 94 94
20 2-Butennitril 111 970,1 814,9 39, 41, 52, 64, 66, 67 67
21 Ethyl-2-methylpropanoat 981,2 817,3 43,71, 88, 116 71
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# Referenz RT[s]? RI Ms) (m/z)° M q) (m/z)*
22 Toluol 989,7 819,7 65, 91, 92 91
23 3-Methylbutanol 1063,8 843,3 41,42,43,55,57,70 55
24 2-Methylbutanol 1090,7 846.,8 41, 55, 56, 57, 70 70
25 Methylthiocyanat 1134,2 858,4 45, 46,58, 72,73 72
26 Acetoin 1160,3 865,8 43, 45, 88 88
27 Hexanal 1227,0 883,5 41, 43, 44, 56, 57, 72, 83 56
28 Ethyl-2-methylbutanoat 1298,9 907,3 41,57, 74, 85, 102 102
29 Isopropylisothiocyanate 1416,8 935,8 41, 43, 60, 86, 101 101
30 3-Methylbutylacetat 1420,5 944,0 43, 55, 61, 70, 87 87
31 Pentylacetat 1426,0 943,1 43, 55,61,70,73 70
32 1,2-Propandiol 1430,5 9444 45, 61 45
33 2-Methylbutylacetat 1431,7 947,3 43,55,70,73 70
34 o-Pinen 1484,0 9544 77,79, 91, 92, 93, 105, 121 93
35 Styrol 1491,7 963,3 51, 77,78, 103, 104 104
36 Ethyl-4-pentenoat 1500,5 958,5 27, 29, 39, 54, 55, 83 83
37 Buttersaure 1524,2  965,2 60, 73 60
38 2,3-Butandiol | 1533,7 967,7 45, 57 57
39 2,3-Heptandion 1552,3 9777 41, 43, 57, 85 85
40 2,3-Butandiol Il 1577,8 980,0 45, 57 57
41 Heptanal 1591,5 989,3 41,42, 43, 44, 55, 57,70, 71, 81, 86, 96 81
42 Allylisothiocyanat 1615,2  995,1 39,41,72,99 99
43 4-Heptenal 1631,5 995,2 39, 41, 42, 55, 67, 68, 83, 84 68
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# Referenz RT[s]? RI Ms) (m/z)° M q) (m/z)*
44 B-Pinen 1683,5 1009,8 41,69, 77,79, 91, 93, 121, 136 93
45 5-Hexennitril 1689,9 1011,6 39, 41, 55, 67, 80 55
46 3-Methylbuttersaure 1697,0 1013,3 60, 78 87
47 2-Methylbuttersaure 17149 1018,3 41,57, 74, 87 74
48 Hexannitril 1717,6 1018,8 41, 54, 55, 57, 68, 69, 82, 96 68
49 a-Phellandren 1789,2 1039,2 77,91,92, 93, 136 136
50 Dimethyltrisulfid 1829,2 1058,1 44,47,64,79, 110, 126, 128 126
51 Pentansaure 1847,2 1054,9 60, 73 73
52 Ethylhexanoat 1855,2 1062,7 43, 55, 60, 61, 70, 71, 73, 88, 99, 101, 115, 117 88
53 Limonen 18754 1062,4 53, 67, 68, 79, 93, 107, 121, 146 68
54 1-Octen-3-on 1909,6 1072,3 55,70, 83, 97 55
55 1-Heptanol 1924,7 1076,6 41,42, 43, 55, 56, 57, 69, 70, 83, 103 70
56 1-Octen-3-ol 1938,0 1079,9 57,72, 85 57
57 Octanal 1981,9 1092,5 41, 43, 44, 55, 56, 57, 69, 84 84
58 4-Isothiocyanat-1-buten 2031,9 1106,9 72,113 113
59 1-Isothiocyanatbutan 2052,9 11129 41, 56, 57, 72, 114, 115 115
60 Heptannitril 2082,5 1122,6 41, 43, 54, 55, 68, 82, 83, 96 82
61 Y-Butyrolacton 2110,0 11379 41, 42, 56, 85, 86 86
2-1sopropyl-3-
62 21794 1152,4 124,137, 152 137
methoxypyrazin

63 Y-Valerolacton 2253,7 1176,0 41, 56, 85, 100 56
64 2-Octenal 2268,4 1180,3 41, 55, 57, 69, 70, 82, 83 83
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# Referenz RT[s]? RI Ms) (m/z)° M q) (m/z)*
65 Nonanal 2328,4 11991 41, 43, 44, 55, 56, 57, 68, 69, 70, 81, 82, 98 98
66 Guaiacol 2430,0 1241,5 53, 81, 109, 124 109
2-1sobutyl-3-
67 24745 12442 81,94, 124, 151 124
methoxypyrazin
68 Y-Hexalacton 2575,7 1275,8 42,56, 57, 70, 85 85
69 Ethylbenzoat 2584,3 1285,6 51, 77,105, 122, 150 105
70 2-Phenylethanol 2605,1 1284,7 65, 91, 92, 122 9
71 2,6-Nonadienal 2605,7 1285,0 41,69, 70 69
72 Sotolon 2786,9 1352,7 43, 55, 57,72, 83, 128 128
73 2,4-Nonadienal 2830,2 13544 67, 81, 138 81
74 1-Isothiocyanatheptan 3029,9 1416,8 41, 43, 55, 57,72, 100, 114, 115, 124 115
75 2,4-Decadienal 3131,1  1448,2 41, 81 81
76 Y-Octalacton 3200,3 1469,3 85, 100 85
77 Benzylisothiocyanat 3321,3 1516,6 65, 91, 149 91

“Retentionszeit (RT) in Sekunden

PRetentionsindex nach Kovats

°M(s): Substanzspezifische Massen, m/z: Masse zu Zeit-Verhaltnis

dM(Q): Masse, die zur Bestimmung der Peakflache verwendet wird
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Statistik Lager-, Standort- und Frittierversuche

Die statistische Auswertung der Lager-, Standort- und Frittierversuche erfolgte mittels
Hauptkomponentenanalyse (PCA) Uber den gesamten Datensatz der einzelnen Experimente
und einem t-Test mit sequenzieller Bonferroni-Holm-Korrektur (Barlocher, 2008) zwischen
den einzelnen Gruppen. Um einer Normalverteilung naher zu kommen, wurden die Daten
logarithmiert (log(x+1)). Es wurden nur die flichtigen Verbindungen in die Datenauswertung

einbezogen, die in mindestens 50 % der Replikate einer Probe enthalten waren.

Statistik Profiling

Die statistische Auswertung der Profiling-Analysen nativer Rapsspeiseole erfolgte mittels

Hauptkomponentenanalyse (PCA), Boxplots und einem t-Test mit sequenzieller Bonferroni-
Holm-Korrektur (Barlocher, 2008) nach Logarithmierung (log(x+1)) der Daten. Fehlende
Werte wurden durch Gruppenmittelwerte ersetzt. Es wurden nur die fllichtigen Verbindungen
in die Datenauswertung einbezogen, die in mind. 20 % der Proben des Datensatzes
enthalten waren.

PCA und Lineare Diskriminanzanalyse (LDA) wurden auf Basis flichtiger Verbindungen
erstellt, die einen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen sensorisch schlechten
und sensorisch guten nativen Rapsolproben aufweisen. Die LDA basiert auf einer zwei-

Gruppen Diskriminanzfunktion einer linearen Gleichung des Typs:

F(X) = c+(B1™x1+ B2"X2 +...+ Bn™Xn)

f(x) <0 = gute Ole

f(x) >0 = schlechte Ole
wobei gilt:
¢ + B = Regressionskoeffizient

X = Variable

LDA und PCA wurden mit Hilfe der Software JMP durchgefihrt.

2.1.14. Mikroorgansimen auf Rapssaat

Aufgrund einiger Hinweise in Veroffentlichungen (ber den Einfluss von Bakterien auf
Lebensmitteln, wie z. B. bei Triffeln (Splivallo et al., 2015) und Wein (Knight et al., 2015)
wurden Untersuchungen zur Bestimmung der Bakterien- und Schimmelpilzbesiedelung von
Rapssaat durchgefiihrt, um deren mdglichen Einfluss auf die sensorische Qualitdt von

Rapsélen zu Uberprufen. Dieses Vorgehen wurde in der 2. Sitzung des Projektbegleitenden
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Ausschusses vorgestellt und positiv aufgenommen. Im Rahmen des Forschungsantrags sind
Lagerversuche mit Rapssaat vorgesehen und eine Besiedelung mit Mikroorganismen
wahrend der Lagerung, welche sich auf die sensorische Qualitdt auswirkt, wird als sehr

wahrscheinlich angenommen.

A. Extraktion der Bakterien und Schimmelpilze von Rapssaat und Kultivierung auf
Nahrmedium

Bakterien

In Kooperation mit der Universitat Bielefeld wurde eine Methode entwickelt, Bakterien von
Rapssaat zu extrahieren. Fur diese Arbeiten wurden Rapssaaten unterschiedlicher Qualitat
aus dem Projekt zur Verflgung gestellt. Von vier unterschiedlichen Rapssaatchargen wurden
je 10 g Rapssaat mit 50 mL einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS-Puffer) in einen
Stomacherbeutel gefullt und fur 30 s bei maximaler Intensitat in einem Labor-Homogenisator
(Stomacher) extrahiert.

Von dem Extrakt wurde pro Rapssorte eine Verdinnungsreihe mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) in den Stufen 10° — 10° angesetzt, auf zwei unterschiedlichen Agarplatten
mit Nahrlésung (Lysogeny broth (LB)- bzw. Trypton-Yeast-(TY)-Medium) ausplattiert und vier
Tage bei 28°C inkubiert. Anschliefend wurde von 25 Kolonien jeder Rapssaat ein
Einzelkolonieausstrich auf LB-Medium durchgefihrt und drei Tage bei 28°C inkubiert. Von
den Einzelkolonien wurden 46 Kolonien auf einem rapsschrothaltigen Agar (Rapsschrot
10 g/l, Calciumchlorid-Dihydrat 0,4 g/L, Agar-Agar 14 g/L, VE-Wasser) erneut kultiviert, um
zu Uberprifen, ob diese mit Raps als Nahrmedium ebenfalls wachsen. Diese Kultivierung auf
rapsschrothaltigen Agar war in allen Fallen erfolgreich. Nach geruchssensorischer
Uberpriifung der auf Rapsagar kultivierten Bakterien wurden von den 46 Bakterienstdmmen
22 Bakterienstamme aufgrund einer auffalligen Geruchsbildung, vergleichbar mit sensorisch

schlechten Rapsolen, zur SPME-GC-MS Analyse verwendet.

Schimmelpilze
40 g Rapssaat wurden mit 360 g physiologischer Lésung (8,5 g/L NaCl, 1,0 g/L Pepton aus

Casein) in einen Stomacherbeutel eingewogen und 180 s im Stomacher homogenisiert
(Verdinnungsstufe 1). Es wurden vier Verdinnungsstufen im Verhaltnis 1:10 erstellt. Je
1 mL der verdinnten Lésungen wurden mit 12 mL Rose-Bengal-Chloramphenicol-Agar in
einer Petrischale vermischt. Die Platten wurden sieben Tage bei 25°C unter aeroben
Bedingungen inkubiert und anschlieRend wurden die makroskopisch unterscheidbaren
Kolonien durch Uberimpfen auf Malzextrakt-Agar (MEA) und Dichloran-glycerol-Agar (DG18)
isoliert. Nach erneuter siebentagiger Inkubation bei 25°C unter aeroben Bedingungen

wurden die Reinkulturen zur SPME-GC-MS Messung verwendet bzw. zur ldentifizierung
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mikroskopiert. Die makroskopischen und mikroskopischen Merkmale erlauben eine

Identifizierung der Gattung und in charakteristischen Fallen auch der Spezies.

Zur sicheren lIdentifizierung der Spezies wurden die Schimmelpilze auf verschiedene
Nahrbdden nach der Methode der Dreipunktbeimpfung Ubertragen. Dazu wurden folgende
Nahrboéden eingesetzt: MEA, MEA + 40 % Saccharose, MEA + 7,5 % NaCl, Cz-Dox-Agar,
DG18, Potato-Dextrose-Agar, Hafermehl-Agar, Sabouraud-Dextrose-Agar, Creatin-
Saccharose-Agar, CYA-Agar und YES-Agar.

Bei jeder Probe wurde das Wachstum des Myzels, die Gré3e in mm im Durchmesser und die
Farbe des Myzels der Vorder- und Riickseite der Petrischale protokolliert. Bei Aspergillen
wurde das Wachstum der Konidien bei den Temperaturen 25 °C, 30 °C und 37 °C auf
Malzextrakt-Agar Uberprift. Bei Penicillien waren unterschiedliches Wachstum der Myzelien
auf der Vorder- und Rickseite auf CYA-Agar nach Inkubation bei 25 °C und 30 °C sowie die
Intensitat der Saure- bzw. Basenbildung auf Creatin-Saccharose-Agar wichtige
Unterscheidungsmerkmale zur ldentifizierung. Die sichere Identifizierung erfolgte mit Hilfe

spezieller Fachliteratur (Samson, 2006, Samson, 2010).

B. SPME-GC-MS-Analyse der von der Rapssaat isolierten Mikroorganismen

Die SPME-GC-MS-Analyse der flichtigen Verbindungen der von Rapssaat isolierten
Mikroorganismen wurde nach geringen Anpassungen entsprechend der Methoden von
(Cernava et al.,, 2015, Verginer et al., 2010) durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Agar mit
Rapsschrot und Calciumchlorid-Dihydrat versetzt, autoklaviert und 8 mL in ein 20 mL
Headspace-Glaschen geflllt. Zur Vergrélterung der Oberflache des Agars wurden die
Headspace-Glaschen nach Einfullen des Agars mit einem 45° Winkel gelagert, so dass auch
die Wand des Glaschens bedeckt wurde, ohne dass der Agar aus dem Glaschen auslaufen
konnte. Mit einer sterilen Impfése wurden Bakterien und Schimmelpilze aus den
Einzelkolonien in drei parallelen Linien ausgestrichen und mit steriler Watte verschlossen.
Die Bakterienproben wurden finf Tage und die Schimmelpilzproben sieben Tage bei 28°C

inkubiert. Die Messung erfolgte nach den in Tabelle 7 aufgelisteten Parametern.

Tabelle 7: Messparameter fur die SPME-GC-MS-Analyse flichtiger Verbindung von Bakterien

Einstellungen’

Inkubation 15 min bei 30 °C
Extraktion 60 min bei 30 °C, Eindringtiefe 22 mm
Desorption 300 s im Liner bei 270 °C, Eindringtiefe 44 mm
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Kapillarsaule Optima 5-ms, 30 m x 0,25 mm, Film 0,25 uym

Temperaturprogramm 40 °C (2 min), 5 °C/min bis 150 °C, 10 °C/min bis
300 °C (2 min)

Tragergas Helium, 1,0 mL/min
Injektion splitless

lonenquelle 200 °C, -70 V
Massenbereich 50-350 u, 5 Spektren/s

"Gerstel Leco Pegasus IV, GCxGC-ToF-MS; SPME-Faser: PDMS/CAR/DVB (Divinylbenzol/Carboxen/Polydi-
methylsiloxan, 50/30 um)

Ein weiterer Teil der Bakterien aus den ausplattierten Einzelkolonien aus Kapitel A wurde fir
eine DNA-Sequenzierung zur Identifizierung der Bakterienstamme verwendet. Extraktion und
Kultivierung der Bakterien, sowie die Durchfiihrung der Sequenzierung erfolgte im Rahmen
des Projektmoduls ,Proteom- und Metabolomforschung® an der Universitat Bielefeld. Die
Identifizierung der Schimmelpilze erfolgte aufgrund der makro- und mikroskopischen

Eigenschaften in der Arbeitsgruppe flr Mikrobiologie des MRI Detmold.

2.2, Ergebnisse
2.21. Sensorische Bewertung von kaltgepressten Rapsoélen

Wahrend des Projekizeitraums wurden 275 native, kaltgepresste Rapsotle und 16 gedampfte,
kaltgepresste Rapsodle sensorisch bewertet. Von den nativen, kaltgepressten Rapsélen
wurden 129 als sensorisch gut und 117 als sensorisch schlecht bewertet. Bei 29 der nativen,
kaltgepressten Rapsole fiel das Ergebnis der sensorischen Bewertung uneinheitlich aus und
54 der nativen Rapsotle wurden im Rahmen von Lagerversuchen sensorisch bewertet. Diese
83 nativen Rapsdle wurden nicht in die Datenanalyse groferer Datensatze und zur

Methodenerstellen einbezogen.

Besonders im Rahmen der Zusendung von Rapsélen aus den Medaillenprifungen der DLG
und DGF wurden viele Rapsole verschiedener Handelsanbieter eingesendet, die aber aus
einer Rapsolcharge der gleichen Olmihle entstammten. In diesen Fallen wurde fur die
Analyse grélRerer Datensatze und die Methodenentwicklung jeweils exemplarisch ein Rapsol
der entsprechenden Charge eingesetzt, um eine grof3tmdégliche Vielfalt an nativen Rapsélen

zu erhalten und eine Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden.
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2.2.2. Rapsoéle mit fischigem Fehlaroma aus der Industrie

Im Rahmen des Projektes wurden von verschiedenen Herstellern Rapsdlproben eingesandt,
die in der Qualitatssicherung der Hersteller als auffallige Probe mit fischigem Fehlaroma
charakterisiert wurden. Bis auf eine gedampfte Probe konnte dies von dem geschulten Panel
der FS 1 nicht bestatigt werden, diese Proben wurden als ranzig, tranig oder firnisartig
beschrieben. Die Attribute ranzig, tranig, firnisartig oder fischig liegen sensorisch nah
beieinander. Dadurch wurden moglicherweise Proben von den Einsendern bereits als fischig
bewertet, diese von der geschulten Prifergruppe aber anderen o. g. Kategorien zugeordnet.
Wahrend der Projektlaufzeit stand daher lediglich eine Rapsélprobe mit fischigem Fehlaroma
zur Analyse zur Verfiigung. Dies zeigt, dass das Phanomen fischig riechender Rapsdle zur
Projektbeantragung noch ein Problem darstellte, es wahrend der Projektlaufzeit aber fiir die

Hersteller und Anwender von Rapsél schwierig war entsprechende Proben bereitzustellen.

Das fischig riechende Ol wurde mittels dyn. HS-GC-MS analysiert und die Daten mit einer
sensorisch ~ unauffaligen  Probe des gleichen Herstellers verglichen. Die
Hauptkomponentenanalyse zeigte eine deutliche Trennung der beiden Ole, die jeweils in 5-

facher Wiederholung gemessen wurden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Hauptkomponentenanalyse einer gedampften Rapsoélprobe mit fischigem Fehlaroma
und einer unauffalligen gedampften Rapsolprobe des gleichen Herstellers. Weil: Sensorisch
unauffallige Probe. Schwarz: Probe mit fischigem Fehlaroma. A: Identifizierte Verbindungen. B: Nicht
identifizierte Verbindungen (TAGs)

Insgesamt zeigten 21 identifizierte Verbindungen und 104 TAGs signifikante
Konzentrationsunterschiede zwischen dem sensorisch auffalligen und dem sensorisch

unauffalligen Ol. Bei den identifizierten Verbindungen zeigten Toluol und a-Pinen und bei
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den nicht identifizierten Verbindungen 21 TAGs hohere Werte in dem sensorisch
unauffalligen gedampften Rapsdl. Die Verbindungen y-Hexalacton, y-Octalacton, 2-Octenal,
Essigsaure und Isopropylisothiocyanat kamen ausschliellich in der sensorisch auffalligen
Rapsolprobe vor. Die folgenden Diagramme zeigen die Mittelwerte der relativen Peakflachen

der identifizierten Verbindungen mit signifikant unterschiedlichen Gehalten (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Identifizierte Verbindungen mit signifikant unterschiedlichen Gehalten aus gedampften
Rapsdlen mit sensorisch unauffélligem Aroma (weil3) und fischigem Fehlaroma (schwarz)

Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede des gedampften Rapsodls mit fischigem
Geruch in den Konzentrationen einiger Alkohole, Aldehyde, Glucosinolat-Abbauprodukte
sowie sechs weiterer flichtiger Verbindungen. Ob diese Verbindungen aber als
Markersubstanzen zur Detektion eines fischigen Fehlaromas dienen kdnnen, kann nur nach
Analyse einer groferen Anzahl von Olen mit fischigem Fehlaroma geklart werden. Wahrend
der Projektlaufzeit wurden keine weiteren Rapsdle mit fischigem Fehlaroma der

Forschungsstelle 1 zugesandt.
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2.2.3. Frittierversuche

A. Frittierversuche mit verschiedenen Rapsélen und Pommes frites als Frittiergut
Die vier Rapsolproben (vgl. Kapitel 2.1.7.) wurden von vier Prifern nach dem Frittieren
hinsichtlich der Ausbildung eines fischigen Fehlaromas beurteilt. Die Proben zeigten
folgende Geruchseindricke:

1. ranzig

2. saatig

3. unauffalliger Frittiergeruch

4. Frittiergeruch
Es konnte in keiner der erhitzen Olproben die Ausbildung eines fischigen Fehlaromas
wahrgenommen werden.
Die erkalteten Rapsdle wurden am nachsten Morgen von 9 bzw. 10 Personen ebenfalls
hinsichtlich der Ausbildung eines fischigen Fehlaromas bewertet. In den Olen Nr. 3 und Nr. 4
wurde von jeweils 3 Personen ein leichter fischartiger Geruch wahrgenommen. In Ol Nr. 2
wurde von 2 Personen ein fischiger Geruch wahrgenommen. Da die Mehrheit der Prifer
dieses fischige Fehlaroma aber nicht bestatigen konnte, ist die Wahrnehmung eines
fischigen Fehlaroma durch einzelne Priifer nicht als reprasentativ zu betrachten.
Der Versuch zeigte, dass es durch Erhitzen der unterschiedlichen Rapsdle nicht méglich war
einen fischigen Geruch zu provozieren. Dies kann entweder daran liegen, dass der
Versuchsansatz nicht geeignet war und Erhitzen allein zur Bildung eines fischigen Geruchs
nicht ausreicht, oder daran, dass in den Rapsdlen entsprechende Prakursoren nicht

vorliegen.

B. Frittierversuche mit raffiniertem Rapsol, Zusatzen von FeCl; und Pommes
frites als Frittiergut

Fur den viertagigen Frittierversuch wurde raffiniertes Raps6l mit einer ethanolischen FeCls.
Lésung von jeweils 0, 1, 5 und 10 mg FeCl3/1,2 kg Ol versetzt und zum Frittieren von
Pommes frites eingesetzt. Durch den Zusatz von FeCl; sollte eine beschleunigte Oxidation
der Rapsdle erreicht werden, um zu sehen, ob dies zur Ausbildung eines fischigen Geruchs
fuhrt.

Die frittierten Pommes frites wurden von vier Prifern nach dem Frittieren sensorisch
bewertet. AnschlieRend wurden die Fritteusen abgestellt und zusatzlich das kalte Ol

sensorisch bewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Ergebnisse der sensorischen Bewertung frittierter Pommes frites und der erkalteten
Frittierdle nach erhitztem der Ole unter Zusatz von FeCl,

Konzentration FeCl;/1,2 kg Ol [mg]

0 1 5 10 Versuchstag Testmaterial Priiferanzahl
- - - - 1 Frittierte Pommes frites 4
- - - - 2 Kaltes Ol 4
- - - I 2 Frittierte Pommes frites 4
- - - I 3 Frittierte Pommes frites 4
- I - - 4 Kaltes Ol 3
- - - - 4 Frittierte Pommes frites 3
[ 1 I I 5 Kaltes Ol 8

*Anzahl der Wahrnehmungen eines fischigen Fehlaromas durch die Prifergruppe

In der Probe mit der héchsten FeCls;-Konzentration wurde an Tag 2 und 3 bei den frittierten
Pommes frites und an Tag 4 bei dem erkalteten Ol ein fischiger Geruch von jeweils einem
Priifer wahrgenommen. In der Konzentration von 1 mg FeCls/1,2 kg Ol wurde an Tag 3 und 4
ein fischiger Geruch bei dem erkalteten Ol wahrgenommen. Am Tag 4 konnte dieser
Geruchseindruck in dieser Konzentration von drei von acht Prifern erfasst werden. Am Tag
4 wurde ein fischiger Geruch von einzelnen Prifern in jeder Konzentrationsstufe
wahrgenommen.

Insgesamt konnte nur von einzelnen Prifern ein fischiger Geruch in den Proben
wahrgenommen werden. Eine Haufung am Tag 4 ergibt sich aus der hoheren
Teilnehmerzahl an der sensorischen Bewertung. Das fischige Fehlaroma konnte allerdings
auch in diesem Versuch nicht von geniigend Prifern wahrgenommen werden, so dass die
Einzelergebnisse hier ebenfalls nicht als reprasentativ anzusehen sind. Dies bedeutet, dass
ein fischiger Geruch von Rapsdél durch eine beschleunigte Oxidation mittels FeCl; nicht

erreicht wurde.

C. Frittierversuche mit Rapsodlen aus Rapssaaten mit erhéhten Glucosinolat-
gehalten
Die sensorische Bewertung der drei nativen Rapsdle (1, 2 und 3) aus Rapssaat mit erhéhten
Glucosinolatgehalten zeigte ein ungewohntes Aroma, im Vergleich zu der auf dem
deutschen Markt typischen Handelsware. Probe 1 und 3 wiesen nur eine geringe Saatigkeit
auf, in Probe 2 konnte keine Saatigkeit festgestellt werden. Das ebenfalls typische leicht
nussige Aroma konnte in keiner der Proben detektiert werden. Alle drei Proben wiesen
jedoch ein deutliches Fehlaroma auf. Probe 1 zeigte ein firnissartiges, Probe 2 und 3 ein
stark kohliges Fehlaroma. Alle drei Proben wurden als sensorisch schlechte Proben

bewertet.
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FUr den Frittierversuch wurden die drei Proben mit Lecithin und Sinapin/Sinapinsaure

versetzt, mit Frittiergut erhitzt und auf Ausbildung eines fischigen Fehlaromas hin orthonasal

bewertet.

Abbildung 7: Zum Frittieren eingesetztes natives, kaltgepresstes Rapsdl (Probe 1) mit erhdhten
Glucosinolatgehalten mit Frittiergut. 1: Frittiertes Rapsol ohne Zusatz. L1: Frittiertes Rapsol mit
Lecithinzugabe (5%). S1: Frittiertes Rapsdl mit Sinapinzugabe (1%)

Visuell ist das Raps6l nach Zugabe von Sinapin dunkler als das Rapsoél ohne Zusatz. Das
Rapsdl mit Lecithinzugabe weist eine tiefbraune Farbung auf, die nicht mehr als
rapsoltypisch bezeichnet werden kann (Abbildung 7, L1). Die olfaktorische Bewertung der
Proben ergab, dass die Zugabe von Lecithin zu einem verbrannten, speckahnlichen Aroma
fuhrte. Ein fischiger Geruch stellte sich wahrend des Erhitzens bei den Proben S2 und S3
ein, die mit Sinapinsaure versetzt wurden. Kein Frittiergut hat wahrend des Frittiervorgangs

ein fischiges Fehlaroma angenommen.

Das alleinige Erhitzen der nativen Rapsoéle mit erhdhten Glucosinolatgehalten hat nicht zu
der Ausbildung eines fischigen Fehlaromas gefihrt. Die Ergebnisse legen jedoch nahe, dass
erhdhte Gehalte von Sinapinsadure zu einer Ausbildung dieses Fehlaromas fiihren kdénnen.
Zur Verifizierung wurde ein erneuter Frittierversuch verschiedener Rapsdle unter Zugabe von

Sinapinsaure durchgeflhrt.

D. Frittierversuche mit Rapsodlen unter Zugabe von Sinapinsaure

Die Rapsole, die mit Sinapinsaure versetzt wurden, zeigten in allen Fallen eine deutlichere

Tribung, als die unbehandelten Proben (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Frittierversuch mit Rapsdlen unter Zugabe von Sinapinsaure. Olfaktorischer Vergleich
verschiedener Rapsolen (1-5) mit (S) und ohne (U) Sinapinzugabe (1%) nach 2x 10 min. Erhitzen bei
180°C mit Frittiergut (Pommes frites). 1: Raffiniertes Rapsdl; 2: Natives Raps6l mit schlechter
sensorischer Qualitat; 3: Natives Rapsol mit guter sensorischer Qualitat; 4 und 5: Natives Rapso6l mit
schlechter Qualitat und erhéhten Glucosinolatgehalten (>100 pymol/g im Vergleich zu 18 — max. 25
pumol/g)

In keiner Probe konnte wahrend des Erhitzens, nach dem Erkalten oder am Frittiergut ein
fischiges Fehlaroma festgestellt werden. Erhohte Gehalte von Glucosinolaten und
Sinapinsaure sind somit als Faktor zur fischigen Off-Flavor-Bildung auszuschlielen. Die

Ergebnisse aus Kapitel 2.2.3. C konnten somit nicht bestatigt werden.

2.2.4. GC-Olfaktometrie

Fur die GC-Olfaktometrie wurde ein sensorisch gut bewertetes Rapsél und ein sensorisch
schlecht bewertetes Rapsdl, hergestellt wie unter Kapitel 2.1.4. beschrieben, verwendet.
Durch das Mischen der sensorisch guten und der fehlerhaften Rapssaat waren beide Proben
sehr gut vergleichbar. Die Veranderungen im Profil der fliichtigen Verbindungen, die durch

die sensorisch schlechte Rapssaat hervorgerufen wurden, waren durch die Mischung

48



deutlich erkennbar. In Abbildung 9 sind die Chromatogramme der sensorisch guten (blaue
Linie) und schlechten (schwarze Linie) Rapsélproben Ubereinandergelegt dargestellt.
Insgesamt konnten 64 flichtige Verbindungen detektiert werden. Schwarze Zahlen
markieren Substanzpeaks mit deutlichen Konzentrationsunterschieden zwischen guter und

schlechter Rapsprobe. Rote Zahlen markieren aroma-aktive fliichtige Verbindungen.
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Abbildung 9: Uberlagerung der Chromatogramme eines sensorisch schlechten (schwarz) und
sensorisch guten Rapsdls (blau). Rote Zahlen: Aroma-aktive flichtige Verbindungen. Schwarze
Zahlen: Fluchtige Verbindungen mit deutlichem Konzentrationsunterschied zwischen guter und
schlechter Probe. Die Beschreibung des entsprechenden Geruchseindrucks sowie die Namen der
identifizierten flichtigen Verbindungen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt

Die detektierten und identifizierten flichtigen Verbindungen lassen sich in vier verschiedene
Gruppen einteilen (Tabelle 9):
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Gruppe 1: Nicht aroma-aktive fliichtige Verbindungen, die deutliche Konzen-

trationsunterschiede zwischen guten und schlechten Rapsélen zeigen

22 fluchtige Verbindungen zeigen deutlich hohere Konzentrationen in der schlechten
Rapsdlprobe, weisen aber keine aroma-aktiven Eigenschaften auf. Lediglich 4-Isothiocyanat-
1-buten (49) weist eine deutlich hdhere Konzentration in der guten Rapsolprobe auf. Die
Identifizierung erfolgte mit Hilfe der NIST Datenbankabfragen und Referenzsubstanzen der
Standardliste.

Gruppe 2: Aroma-aktive Substanzen, die sowohl in gutem als auch in schlechtem

Rapso6l wahrgenommen werden konnten

Insgesamt konnten 19 aroma-aktive fllichtige Verbindungen erfasst werden, die sowohl in
sensorisch gutem als auch in sensorisch schlechtem Raps6él wahrgenommen werden
konnten. Einige aroma-aktive, flichtige Verbindungen konnten nicht identifiziert werden, da
sie eine geringe Peakintensitdt aufwiesen und das Massenspektrum vom
Hintergrundrauschen so Uberlagert wurde, dass es nicht eindeutig zugeordnet werden

konnte.

Gruppe 3: Aroma-aktive fliichtige Verbindungen, die ausschlieBlich im guten

Rapsol detektiert wurden

12 aroma-aktive flichtige Verbindungen konnten ausschlief3lich in dem als sensorisch gut
bewerteten Rapsél wahrgenommen werden. Diese Substanzen zeigten eine so geringe

Peakintensitat, dass eine Identifizierung nicht moglich war.

Gruppe 4: Aroma-aktive fliichtige Verbindungen, die ausschlieBlich in der

schlechten Rapsoélprobe detektiert wurden

Weitere zehn aroma-aktive Substanzen konnten ausschlieRlich im schlechten Rapsél

wahrgenommen werden.
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Tabelle 9: Flichtige Verbindungen mit Unterschieden in Konzentration oder Vorkommen zwischen einem sensorisch guten und einem sensorisch schlechten
nativen kaltgepressten Rapsspeisedl. Innerhalb der Gruppen sind die Verbindungen nach aufsteigendem Retentionsindex (RI) angeordnet. Gruppe 1: Nicht
aroma-aktive fliichtige Verbindungen mit deutlichen Konzentrationsunterschieden zwischen guter und schlechter Rapsdlprobe. Gruppe 2: Aroma-aktive
Substanzen, die sowohl in gutem als auch in schlechtem Rapsdl wahrgenommen werden konnten. Gruppe 3: Aroma-aktive flichtige Verbindungen, die
ausschlieBlich im guten Rapsél detektiert wurden. Gruppe 4: Aroma-aktive flichtige Verbindungen, die ausschlief3lich in der schlechten Rapsélprobe detektiert
wurden. U= unbekannt: Nur Geruchseindruck wahrnehmbar, kein Peak detektierbar

Gruppe Nr.? Name RIP Geruchseindruck® Identifizierung®
NIST Std

1 1 Dieethylether 517 X

2 Ethanol 537 X

8 2-Methylpropanol 733 X

10°  2-Methylbutanal 739 X

11 2-Butenal 755 X

17°  2-Methylpropylethanoat 838 X

19°  2-Methylbutanol 844 X

20 Acetoin 865 X

25 Ethyl-2-methylbutanoat 907 X

26 Ethyl-3-methylbutanoat 912 X

27°  iso-Propanol 922 X

28 1,2-Propandiol 940 X

30 3-Methylbutylacetat 943 X

31 2-Methylbutylacetat 946 X

34 Styrol 963 X

35 2,3-Butandiol Il 980 X

42°  Ethyl-5-hexenoat 1060

51



Gruppe Nr.? Name RI° Geruchseindruck® Identifizierung®
43 Ethylhexanoat 1063 X
46°  1-Hexanol 1073 X
49"  4-Isothiocyanat-1-buten 1107 X
51 y-Butyrolacton 1140 X
53°  Ethylheptanoat 1164 X
62°  Ethylbenzoat 1286 X

2 3 Dimethylsulfid 542 modrig, kasig, vergammelt X
4 2-Methylpropanal 608 modrig, suflich X
5 Butanal 661 unangenehm, kasig, schweilig X
9 3-Methylbutanal 734 kasig, Buttersaure X
14 Pentanal 778 kasig, modrig X
23 Hexanal 884 grin, Gras X
38 2,4-Dithiapentan 975 unangenehm, modrig X
39 Heptanal 990 grun, s, Zitrone, blumig X
40 u unangenehm
41°  Dimethyl sulfoxid Kompost, kasig, vergammelt X
44 Limonen 1062 wirzig X
45 u Pilz
47 u metallisch, Orange, fruchtig, st}

48 Octanal 1093 grun, Zitrone, Gras X
52 u grun, frisch, Erbse, saatig, Spargel, Gras
54 y-Valerolacton 1175 Pilz, feuchte Erde X
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Gruppe Nr.? Name RI° Geruchseindruck® Identifizierung®
56 Nonanal 1199 seifig, Zitrone, st} X
63°  2-Phenylethanol 1286 nussig, Roggen, Gummi X
3 64 u rostig, ranzig, kaltes Fett
7 u Vanille, angenehm
13 u kasig, modrig, Gummi
u Gummi, suf®
22 u Gummi, suf®
24 u nicht ndher beschrieben
29 u nicht ndher beschrieben
4 6 Ethylacetat 671 suR, Klebstoff, Karamell X
12°  Essigsdure 798 Essigsaure X
16°  Ethyl-2-methylpropanoat 816 fruchtig, su® X
18 3-Methylbutanol 842 schweilig, kasig X
21°  Ethylbutanoat 862 suB, fruchtig, Gummibarchen X
32°  Ethyl-4-pentenoat 957  fruchtig, suf} X
33 2,3-Butandiol | 967 Lésemittel, metallisch X
55 2-Octenal 1180 rostig X
57 U suR, Zitrone, grin
60°  Guaiacol 1241  modrig, eingelegtes Gemise X

“Die Zahlen entsprechen den numerischen Peakzuordnungen aus Abbildung 5

PRetentionsindex (RI) nach Kovats. Innerhalb der Gruppen sind die Verbindungen nach steigendem RI aufgelistet.
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°Nicht fiir das Profiling (Kapitel 2.2.5.) verwendet, da Verbindung in weniger als 20% der Profiling-Proben identifiziert wurde

9Der Geruchseindruck wurde von mindestens 3 von 5 Testpersonen beschrieben.

®|dentifizierung Uber Vergleich der Massenspektren aus der NIST-Datenbank oder iiber den Vergleich mit Retentionszeit, Retentionsindex und Massenspektren von
Standardsubstanzen (Std).
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Die Analyse zeigte ein deutlich haufigeres Vorkommen von Esterverbindungen in der
sensorisch schlechten Rapssaat. Die Esterverbindungen entstehen durch den
Zusammenschluss von Alkoholen und organischen Sauren. 2-Methylpropylethanoat, Ethyl-2-
methylbutanoat, Ethyl-3-methylbutanoat, 3-Methylbutylacetat, 2-Methylbutylacetat, Ethyl-5-
hexenoat, Ethylhexanoat, Ethylheptanoat, Ethylbenzoat, wurden in der Gruppe 1 (Tabelle 9)
detektiert und von der Testgruppe nicht als aroma-aktiv beschrieben. Diese Verbindungen
zeigten ein deutlich héheres Vorkommen in der sensorisch schlechten Probe. Ethylacetat,
Ethyl-2-methylpropanoat, Ethylbutanoat und Ethyl-4-pentenoat zahlten hingegen zu den
aroma-aktiven Estern, die ausschlieBlich in dem sensorisch schlechten Rapsdl gefunden
werden konnten (Tabelle 9, Gruppe 4). Das gehaufte Vorkommen dieser Ester in der
sensorisch fehlerhaften Rapsoélprobe resultierte aus dem deutlich erhéhten Vorkommen von
Ethanol mit einer relativen Peakflache von 7,81 Area% in der sensorisch schlechten Probe
im Gegensatz zu 5,63 Area% in der sensorisch guten Probe. (Abbildung 9, Peak Nr. 2).
Diese hohen Ethanolgehalte kénnen als Hinweis auf mikrobielle Garungsprozesse einer
falsch gelagerten Rapssaat angesehen werden (Morales et al., 2005) und entsprachen der
sensorischen Wahrnehmung einer stark vergorenen Probe. Da auch Essigsaure (Abbildung
9, Peak 12) in dieser Probe ein sehr dominantes Auftreten zeigte (6,39 Area% in der
sensorisch schlechten Probe versus 4,32 Area% in der sensorisch guten Probe), resultierte
in der Kombination mit Ethanol ein ebenfalls sehr hohes Vorkommen von Ethylacetat mit
einer relativen Peakflache von 6,78 Area% in der sensorisch schlechten Probe im Vergleich
zu 4,91 Area% in der sensorisch guten Probe (Abbildung 9, Peak 6). Morales et al. (2005)
sehen in dem erhdhten Vorkommen von Estern in nativen, kaltgepressten Olivendlen zum
einen ein Zeichen fir Uberreife Frichte, zum anderen sind diese Verbindungen auch als
Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen bekannt. Unter anderem werden Ethylbutanoat,
3-Methylbutanol, 2-Methylpropylbutanoat, Essigsaure, Ethanol und Ethylacetat dabei von
Morales et al. (2005) als Degradationsprodukte eines mikrobiellen Stoffwechsels fir

sensorische Defekte bei nativen, kaltgepressten Olivendlen verantwortlich gemacht.

2.2.5. Dyn. HS-GC-MS-Profiling

Die in Kapitel 2.2.4. identifizierten flichtigen Verbindungen dienten als Basis fir die
Profilinganalyse gréRerer Datensatze. Um zu Uberprifen, ob diese Verbindungen generelle
Markersubstanzen flir sensorisch schlechte native Rapsélproben sind, wurden die fliichtigen
Verbindungen aus Tabelle 9 fir die Profilinganalyse eingesetzt. Um ein reprasentatives
Ergebnis erzielen zu koénnen, das der Heterogenitdt der handelsiblichen nativen,
kaltgepressten Rapsoélproben gerecht wird, wurden nur solche Verbindungen zur Analyse

herangezogen, die in mind. 20% der Proben identifiziert werden konnten. Insgesamt konnten
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31 fluichtige Verbindungen aus Kapitel 2.2.4. zur Analyse herangezogen werden (Tabelle
10).

Fur die Datenanalyse wurden 43 native, kaltgepresste Rapséle verwendet, die als eindeutig
sensorisch gut oder sensorisch schlecht bewertet wurden. Fur die statistische Analyse

wurden fehlende Werte durch Gruppenmittelwerte ersetzt.
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Tabelle 10: Einfluss von 13 flichtigen Verbindungen auf die sensorische Qualitat nativer, kaltgepresster Rapsspeisedle. Hervorgehoben: Verbindungen mit
signifikanten Konzentrationsunterschieden (Signifikanzniveau ag=0,05) zwischen sensorisch guten und sensorisch schlechten Rapsélen

i Verbindung RI p-Wert® o’ Vorkommen® Mittelwerte + SD°
gute Ole Schlechte Ole Gute Ole Schlechte Ole

1 Acetoin 865 4,2111E-07  0,0016 6 16 1,48£0,82 2,75:0,55
2 3-Methylbutylacetat 943 6,2245E-07  0,0017 3 12 1,0241,16 2,910,95
3 2-Methylbutylacetat 946 1,0571E-06  0,0017 4 13 1,1921,09 2,88:0,84
4 Ethyl-3-methylbutanoat 912 3,2855E-06  0,0018 2 o 0,5240,76 2,0241,03
5 Ethylhexanoat 1063 1,2239E-05  0,0019 > 13 1,0740,83 2,2740,75
6 12-Propandiol 940 1,2455E-05  0,0019 6 16 2,06:1,33 3,62+0,65
7 Ethyl-2-methylbutanoat 907 2,3144E-05  0,0020 3 12 1,120,89 2,38:0,84
8  23-Butandlol| 967 4,8879E-05  0,0021 14 20 3,79:0,66 4,580 47
9 3-Methylbutanal 734 0,0004  0,0022 20 23 4,38:0,22 4,72:0,33
10 23-Butandiol Il 980 0,0005  0,0023 " 1,85+1,42 3,441,33
11 Ethylbenzoat 1286 0,0007  0,0024 8 0,560,64 1,3940,81
12 2-Methylpropanal 608 0,0014  0,0025 12 15 3,86£0,32 4,2240,36
13 TAG 832s 69mz (2-Butenal) 755 00018 00026 20 23 41540.23 4.5240.45
14 Nonanal 199 00112 0,028 20 23 3,4740,27 3,73:0,36
15 Ethanol 537 0,0225  0,0029 20 23 5,0120,30 5,2310,32
16 2-Octenal 1180 0,0084  0,0031 18 23 3,1240,31 3,3740,29
17 Octanal 1093 0,0507  0,0033 20 23 4,38:0,28 4,55:0,27
18 y-Valerolacton 17s 0,0624  0,0036 19 23 3,63£0,89 4,00£0,20
19 3-Methylbutanol 842 0,0629  0,0038 20 23 4,76:0,27 4,9410,34
20 Limonen 1062 0,0973  0,0042 14 17 3,68:0,73 4,060,70
21 24-Dithiapentan 78 01284  0,0045 20 23 3,88£0,58 3,6240,51
22 Hexanal 884 0,1351  0,0050 20 23 6,150,53 6,38:0,48
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i Verbindung RI p-Wert® a’ Vorkommen® Mittelwerte + SD°

gute Ole Schlechte Ole Gute Ole Schlechte Ole
23 y-Butyrolacton 1140 01460  0,0056 19 23 4,95:0,37 5,12+0,36
24 Heptanal 990 02313  0,0062 20 23 4,09+0,46 4,23:0,23
25  Pentanal 78 0,2457  0,0071 20 23 5,25+0,26 5,34£0,25
26 2-Methylpropanol 733 0,3056  0,0083 12 15 3,5940,89 3,850,80
27 Dimethylsulfid 542 0,3741  0,0100 20 23 5,37+1,04 5,03+1,38
28  Butanal 661 03775 00125 20 23 4,24%0,29 4,3240,32
29 Ethylethanoat 671 07249  0,0167 20 23 4,63£0,63 4,6940,47
30  Ethylether 517 0,9022  0,0250 20 23 5,46+0,91 5,42+0,95
31 Styrol 963 0,9750  0,0500 20 23 3,97+0,23 3,98:0,21

®p-Wert des Signifikanztests (t-Test). Die flichtigen Verbindungen sind nach aufsteigendem p-Wert in der Tabelle angeordnet
g

®Post hoc-Korrektur nach Bonferroni-Holm. chm; k=Stichprobenumfang; i=1,2,...k; & =globaler alpha Wert, Signifikanzniveau (0,05). Es findet sich ein signifikanter

Konzentrationsunterschied der fllichtigen Verbindung, wenn der p-Wert einen geringeren Wert, als der a;.Wert aufweist

“Vorkommen der fliichtigen Verbindungen in 20 sensorisch guten und 23 sensorisch schlechten nativen, kaltgepressten Rapsélproben

dGruppenmittelwerte und Standardabweichung (SD) der 20 sensorisch guten und 23 sensorisch schlechten nativen, kaltgepressten Rapsoélproben. Angabe der relativen

Peakflachen (Area%) nach Logarithmierung.
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Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der 31 identifizierten flichtigen Verbindungen wird in

Abbildung 10 gezeigt.
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Abbildung 10: Hauptkomponentenanylse (PCA) sensorisch guter und sensorisch schlechter
Rapsélproben

Abgesehen von den Proben Nr. 22, 32 und 35 befinden sich alle als sensorisch schlecht
bewerteten Proben im Bereich der positiven X-Achse und mit Ausnahme der Proben 7 und 9
befinden sich alle als sensorisch gut bewerteten Proben im Bereich der negativen X-Achse.
Nach Einfigen der Gruppenmittelwerte fir die fehlenden Werte (Missing Values) von
Verbindungen, die nicht in allen Proben gefunden werden konnte, zeigte der Signifikanztest
(t-Test) bei einem Signifikanzniveau von a=0,05 fur insgesamt 13 Substanzen signifikante
Konzentrationsunterschiede zwischen den sensorisch guten und den sensorisch schlechten
Olen (Tabelle 10, Verbindung 1 — 13). Bei genauerer Betrachtung der in der
Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 10) ,falsch® zugeordneten Ole zeigte sich, dass in
den als sensorisch gut bewerteten Olen Nr. 7 und 9 Verbindungen detektiert wurden, die
haufiger in sensorisch schlechten Olen auftraten. Im Gegensatz dazu wurden einige
Verbindungen, die haufiger in schlechten Olen auftraten in den als sensorisch schlecht

bewerteten Olen Nr. 22, 32 und 35 nicht detektiert (Tabelle 11). Der sensorische Defekt
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dieser Proben, wurde mdglicherweise durch Verbindungen hervorgerufen, die mit den
angewandten Methoden nicht aus den Olen extrahiert werden konnten. Es ist auch denkbar,
dass die Ole von der Priifergruppe falsch zugeordnet wurden.

Die Fehler der in der Projektlaufzeit sensorisch bewerteten Rapsdle zeigten eine sehr starke
Varianz, sowohl in der Art der Fehler als auch in der Auspragung. Die PCA (Abbildung 10)
veranschaulicht aber, dass es mit Hilfe der 31 ausgewahlten Verbindungen dennoch mdglich
war, 87% der sensorisch fehlerhaften Rapsproben in eine gemeinsame Gruppe zu

klassifizieren.

Tabelle 11: Vorkommen der Verbindungen mit signifikanten Konzentrationsunterschieden zwischen
den sensorisch guten und sensorisch schlechten Rapsdlproben in den falsch zugeordneten Proben
sowie im gesamten Datensatz

Auftreten in OI Nr.° Auftreten in Proben
gesamt

i Verbindung 7°  9° 22° 32° 35° gqut schlecht
1 Acetoin X X X X X 6 (30%) 16 (70%)
2 3-Methylbutylacetat - X - - - 3 (15%) 12 (52%)
3 2-Methylbutylacetat X X - - - 4 (20%) 13 (57%)
4 Ethyl-3-methylbutanoat - - - - - 2 (10%) 9 (40%)
5 Ethylhexanoat X X - - - 5 (25%) 13 (57%)
6 1,2-Propandiol - X X - X 6 (30%) 16 (70%)
7 Ethyl-2-methylbutanoat X X - - - 5 (25%) 12 (52%)
8 2,3-Butandiol | X X X X X 14 (70%) 20 (87%)
9 3-Methylbutanal X X X X X 20 (100%) 23 (100%)
10 2,3-Butandiol Il - X X X - 5 (25%) 11 (48%)
11 Ethylbenzoat X - - - X 3 (15%) 8 (35%)
12 2-Methylpropanal - - X - X 12 (60%) 15 (65%)
13 TAG 832s 69mz (2-Butenal) X X X X X 20 (100%) 23 (100%)

®laufende Nummer

®sensorisch gut bewertete Probe, die in der Hauptkomponentenanalyse den sensorisch schlechten Proben
zugeordnet wurde

“sensorisch schlecht bewertete Probe, die in der PCA den sensorisch guten Proben zugeordnet wurden

‘Die Nummern der Ole entsprechen den Nummern in der PCA (Abbildung 6). Rotes X: Verbindung wurde
flichtige Verbindung kommt in sensorisch guter Probe nur selten vor (£30%). Rotes —: Fliichtige Verbindung tritt

in sensorisch schlechten Proben haufig vor (=35).

Insgesamt wurden nur 5 von 43 Proben (knapp 12%) in der Hauptkomponentenanalyse der
falschen Gruppe zugeordnet. Diese Falschzuordnung ist anhand der Datenlage

nachvollziehbar (Tabelle 11).
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Der Biplot veranschaulicht, dass die Ole, die sich in der PCA im Bereich der positiven x-
Achse und der negativen y-Achse befinden, vor allem von den Verbindungen beeinflusst
wurden, die signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den sensorisch guten und
sensorisch schlechten Olen aufwiesen und die haufiger in den schlechten Olen aufgetreten

sind (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Der Biplot zeigt die fliichtigen Verbindungen, die an der Trennung der Rapsdlproben
beteiligt sind. Je langer der entsprechende Vektor, desto gréRer ist der Einfluss auf die Trennung

Die Ole, die sich in der PCA im positiven Bereich der x- und der y-Achse befinden, wurden
starker von verschiedenen Aldehyden beeinflusst, die sowohl in guten als auch in schlechten
Rapsdlen detektiert wurden und von denen lediglich die drei Verbindungen 3-Methylbutanal,
2-Methylpropanal und TAG 832s 69mz (2-Butenal) signifikant unterschiedliche

Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen aufweisen.

Wurde die Hauptkomponentenanalyse ausschlie3lich mit den 13 Verbindungen durchgefiihrt,

die signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den sensorisch guten und sensorisch
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schlechten Rapsdlen aufwiesen (Tabelle 10), so zeigte sich, dass die Trennung ahnlich gut
darstellbar ist, wie in Abbildung 11 (Abbildung 12). Durch die Fokussierung der
Hauptkomponentenanalyse auf 13 signifikant unterschiedliche Verbindungen war es madglich,
den Beitrag der beiden Hauptkomponenten (PCA 1 und PCA 2) zur Gesamtvarianz des
Datensatzes von 45,5% in Abbildung 11 (31 Verbindungen) auf 63,4% in Abbildung 12 (13
signifikante Verbindungen) zu verbessern. Dieses Ergebnis ist eine Bestatigung fir den
grolien Einfluss, den die 13 Verbindungen auf die Trennung der Gruppen sensorisch guter

und schlechter Rapsoéle austiben.

e schlechte Ole

4 o gute Ole
5 D ea1
o0 017016 »
. *37e 2»
:- OO:.; .?'3 2§
V7
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Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse (PCA) mit den 13 flichtigen Verbindungen aus Tabelle 11,
die signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den sensorisch guten und sensorisch
schlechten Rapsolen zeigten. 1 — 20: sensorisch gute Rapséle (weiller Kreis). 21 — 43: Sensorisch
schlechte Rapsole (schwarzer Kreis)

In Abbildung 12 lassen sich wieder die ,falsch® zugeordneten Proben Nr. 7 und Nr. 9, sowie
22, 32 und 35 erkennen.

62



2.2.6. Methodenentwicklung

In der vergleichenden olfaktorischen und dyn. HS-GC-MS Analyse mit je einem sensorisch
guten und schlechten nativen Rapsspeisedl (Kapitel 2.2.4), wurden 31 flichtige
Verbindungen identifiziert, die in Bezug auf Vorkommen oder Konzentration Unterschiede
zwischen den Gruppen sensorisch guter und schlechter Rapsotle aufwiesen. In einem
Datensatz von 43 Proben guter und schlechter Qualitat zeigten 13 dieser Verbindungen
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Tabelle 12). Auf Basis
dieser 13 flichtigen Verbindungen wurde mit dem Datensatz der 43 nativen Rapsdlproben
eine Lineare Diskriminanzanalyse erstellt. Die LDA weist jeder Variablen (x) einen
Regressionskoeffizienten $ zu, der den Einfluss der Variablen (x) auf den Datensatz

reprasentiert. Die Berechnung erfolgte mit folgender Funktion:

f(x) =-4,1406 + (B1*x1+ B2"%2 +...+ B13"X43)

f(x) <0 = gute Ole
f(x) >0 = schlechte Ole

Tabelle 12: Verbindungen mit signifikanten Konzentrationsunterschieden (a=0,05) zwischen
sensorisch guten und sensorisch schlechten Rapsélen. Rl = Retentionsindex. p =
Regressionskoeffizient. LDA = Lineare Diskriminanzanalyse

Nr. Verbindung (x) RI P-Wert B(LDA)
1 Acetoin 865,8 42x107 0,7139
2 3-Methylbutylacetat 942,85 6,2x 107 0,3006
3  2-Methylbutylacetat 943,96 1,1x10° 0,5911

4 Ethyl-3-methylbutanoat 912,23 3,3x10° 10,0885
5  Ethylhexanoat 1062,7 1,2x10° -0,5574
6 1,2-Propandiol 9444 1,2x10° 0,445

7  Ethyl-2-methylbutanoat 906,2 2,3x10° 0,2776

8  2,3-Butandiol | 967,7 49x10° -0,1288
9  3-Methylbutanal 734,6 0,0004  -4,1364
10  2,3-Butandiol Il 980,0 0,0005  0,2638

11 Ethylbenzoat 1285,6 0,0007 0,3369

12 2-Methylpropanal 657,4 0,0013 3,4439

13 TAG 832s 69mz (2-Butenal) 755,86 0,0018  0,9923
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Die in Tabelle 12 dargestellten Regressionskoeffizienten zeigen, dass insbesondere 3-
Methylbutanal und 2-Methylpropanal einen groflen Einfluss auf die Kategorisierung der
Proben im Rahmen der LDA haben. Beide Verbindungen wurden vor allem als

Abbauprodukte von Mikroorganismen beschrieben.

Mit Hilfe der LDA war es mdglich die sensorisch schlechten Ole zu 100% in die richtige
Gruppe zu kategorisieren. Die sensorisch guten Ole konnten zu 95% der richtigen Gruppe
zugeordnet werden (Abbildung 13). 19 weitere Proben wurden zur Validierung der
Diskriminanzanalyse verwendet. Hier konnten vier von sechs sensorisch schlechten Olen
(66,6%) und 12 von 13 sensorisch guten Olen (92,3%) in die richtige Gruppe kategorisiert
werden (Abbildung 13).

Eigenwert Kanoninsche | Likelihood Approx. F Wahrscheinlichk
Korrelation VEIGELGS eitF

3,7952 0,8896 0,2085 8,4663 <0,0001*
Vorhersage Gruppenzugehorigkeit  Total

Training @ @

@ 23 (100%) 0 (0%) 23

@ 1(5%) 19 (95%) 20
Validierung

@ 4(66,6%) 2 (33,4%) 6

@ 1(7,7%) 12 (92,3%) 13

Abbildung 13: Klassifikationsparameter und Ergebnisse der Linearen Diskriminanzanalyse (LDA).
Rot: Sensorisch schlechte native, kaltgepresste Rapsdle. Griin: Sensorisch gute native, kaltgepresste
Rapsoéle

Mit Hilfe der 13 Verbindungen war es somit mdglich, sensorisch gute und sensorisch

schlechte Ole zu differenzieren.

Diese Methode ist zwar nicht dazu geeignet ein Pruferpanel kemplett zu ersetzen, ermoglicht
aber eine Reduzierung der zu testenden Proben und kann dadurch zu einer Zeit- und
Kostenersparnis fur die Unternehmen beitragen. Aullerdem kann die Methode bei
Zweifelsfallen einer sensorischen Analyse durch die Untersuchung des Profils der fliichtigen

Verbindungen Hinweise auf die sensorische Qualitat von nativen Rapsdlen geben.
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2.2.7. Methodeniiberpriifung zur Detektion von Pyrazinen in nativen, kaltgepressten

Rapsspeisedlen

Probenmenge
Die Erhohung der Probenmenge von 0,4 auf 1, 1,5 oder 2 g erzielte keine bessere

Empfindlichkeit der Methode flir Pyrazine. Bei einer Probenmenge >1 erhohte sich das

Hintergrundrauschen zunehmend, so dass die Peaks diffuser und uneindeutiger wurden.

Purgezeit
Bei einer Erhohung der Purgezeit von 20 auf 40 min. bei einer Konzentration von 100 ug/kg

und einer Probentemperatur von 80°C, konnten die Pyrazinpeaks nicht mehr detektiert
werden. Eine Erhdhung der Purgezeit wirkt sich somit, ahnlich wie die Erhdéhung der

Probenmenge, negativ auf die Detektion der Pyrazine in nativen Rapsoélen aus.

Konzentration und Probentemperatur

Die Ergebnisse zeigten, dass die Pyrazinpeaks unabhangig von der Ausgangskonzentration
erst ab einer Temperatur von 120°C verlasslich mit der dyn. HS-GC-MS-Methode detektiert
werden konnten. Bei niedrigeren Temperaturen lagen die Standardabweichungen zwischen

den Replikaten teilweise tber den Werten der Peakflachen (Tabelle 13).

Tabelle 13: Mittelwerte + Standardabweichung und zugehdérige Stichprobenumfange (ngo, N1, N120)
von 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (S1) und 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (S2) jeweils fiur die
Konzentrationen (c) 100, 500 und 1000 bei 80, 100 und 120°C Probentemperatur (T)

Relative Peakfldache

" (/:k | T80°C ng T 100°C nie T 120°C Nz
100 21x10°+95x10° 3 66x10"+99x10" 3 33x10%+83x10° 3
S1 500 6,7x10"+12x10° 4 42x10%+58x10° 3 1,7x10°+1,7x10" 3
1000 1,8x10%+34x10° 4 83x10°+13x10° 3 34x10°+75%x10" 3
100 21x10"+1,7x10" 9 24x10"+40 x10" 3 56x10%+30x10" 3
S2 500 40x10"+37x10" 5 1,6x10%+27 x10° 3 1,0x10°+37x10" 3
1000 1,2x10%+11x10° 5 38x10°+6,3 x10° 3 21x10°+18x10" 3

Die Analyse von sensorisch guten und schlechten Handelsproben bei 120°C ergab lediglich
eine Verbesserung der Pyrazinsubstanzpeaks in der sensorisch schlechten Probe SP, bei
der bereits unter Standardbedingungen Pyrazine identifiziert werden konnten. In der
sensorisch schlechten Probe V2 sowie den beiden sensorisch guten nativen Rapsélen
konnten auch bei einer Probentemperatur von 120°C keine Pyrazine detektiert werden.
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Es zeigte sich somit, dass die Pyrazine mit der dyn. HS-GC-MS Standardmethode zur
Extraktion der fluchtigen Verbindungen in nativen Rapsdlen nicht optimal erfasst werden
kénnen. Eine Erhdhung der Probentemperatur auf 120°C kdnnte mit weiteren chemischen
Anderungen in den nativen Rapsélen einhergehen, die einen Abbau oder eine Neubildung

von fluchtigen Verbindungen zur Folge haben kann.

2.2.8. Lagerversuch von Rapssaat unter erhohten Feuchtigkeits- und

Temperaturbedingungen

Die unter erhéhter Feuchtigkeit (15%) und verschiedenen Temperaturen (Raumtemperatur
(RT) 22°C/30°C) in geschlossenen Plastikbehaltern gelagerten Rapssaaten wurden nach
entsprechender Lagerdauer zu nativen Rapsotlen weiterverarbeitet. Die Datenauswertung

erfolgte mit den Ergebnissen von Proben der Lagertage 0, 3, 10 und 17.

2.2.8.1. Sensorische Bewertung der gelagerten Rapssaatproben

Die sensorische Veranderung der Rapsdle aus den gelagerten Rapssaaten ist in Abbildung

14 dargestellt.
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Abbildung 14: Sensorische Bewertung der unter erhéhten  [Feuchtigkeits- und

Temperaturbedingungen gelagerten Rapssaatproben der Lagertage 0, 3, 10 und 17 (TO, T3, T10 und
T17). Lagerbedingung A (rot): 15% Feuchtigkeit bei Raumtemperatur. Lagerbedingung B (blau): 15%

Feuchtigkeit bei 30°C
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Die frische Rapssaat (TO) zeigte ein typisches rapssaatiges und leicht nussiges Aroma.
Unter beiden Lagerbedingungen nahm die Saatigkeit der Probe am 3. Tag der Lagerung (T3)
deutlich ab. Das Aroma der Saat, die mit erhdhter Feuchtigkeit und erhéhter Temperatur
gelagert wurde (Lagerbedingung B (LBB)), verschlechterte sich dabei schneller als bei der
Saat, die ausschlieBlich unter erhdhter Feuchtigkeit gelagert wurde (Lagerbedingung A
(LBA)). Wahrend unter LBB am Tag 3 bereits die Nussigkeit verschwunden war und am 10.
Tag zusatzlich keine Saatigkeit mehr wahrnehmbar war, waren diese Attribute unter LBA an
diesen Tagen noch wahrnehmbar. Bei LBA wurde am Tag 3 zwar eine nachlassende
Saatigkeit festgestellt, im Gegensatz zu LBB, wurde diese aber noch als gute Probe
bewertet. Erst ab dem Tag 17 war unter LBA keine Saatigkeit mehr vorhanden. Das
Fehlaroma ,stichig/modrig“ trat unter LBB am 10. Tag hervor, wahrend ein Fehlattribut zu
diesem Zeitpunkt unter LBA noch nicht wahrgenommen wurde. Aufgrund der fehlenden
Saatigkeit wurde LBA vom Priferpanel ab Tag 17 als eindeutig sensorisch schlecht
bewertet.

Durch die schnellere Verschlechterung der sensorischen Qualitdt unter LBB zeigten die
Proben LBB 3 und LBA 7 sowie LBB 17 und LBA 10 ahnliche sensorische Eigenschaften.

2.2.8.2. Veranderung der Profile fliichtiger Verbindungen der unter erhohten

Feuchtigkeit und Temperaturbedingungen gelagerten Rapssaat

Fliichtige Verbindungen der nativen, kaltgepressten Ole aus gelagerter Saat

Die fliichtigen Verbindungen der nativen Rapsole aus gelagerter Saat, wurden mittels dyn.
HS-GC-MS analysiert. Insgesamt konnten 40 Verbindungen aus den in Tabelle 14
aufgelisteten Substanzklassen identifiziert werden. Weiterhin wurden 57 flichtige

Verbindungen detektiert, die bisher nicht identifiziert werden konnten.

Tabelle 14: Substanzklassen der identifizierten Verbindungen aus nativen, kaltgepressten Rapsdlen
aus Rapssaat, die unter erhohter Feuchtigkeit (15%) und Temperatur (RT/30°C) gelagert wurde

Substanzklasse Anzahl

Alkohole 12
Aldehyde
Nitrile

Ketone

Ester
Isothiocyanate
Lactone
Sonstige

ONDNWWPRO
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Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) zeigt eine deutliche Veranderung im Profil der
flichtigen Verbindungen von Rapsél mit der Lagerungsdauer der Rapssaat und in

Abhangigkeit von Feuchtigkeit und Temperatur wahrend der Lagerung (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Veranderung im Profil der fllichtigen Verbindungen nativer, kaltge presster Rapsole aus
Saaten, die unter erhdhter Feuchtigkeit und Temperatur gelagert wurden. Darstellung der Proben vom
Tag (T) O (grtin), 3, 10 und 17 der Lagerung. Lagerbedingung A (rot): Feuchtigkeitsgehalt 15%, RT.
Lagerbedingung B (blau): Feuchtigkeitsgehalt 15%, 30°C. 1: Identifizierte flichtige Verbindungen. 2:
Nicht-identifizierte flichtige Verbindungen

Die Profile der flichtigen Verbindungen veranderten sich im Laufe der Lagerung
kontinuierlich. Wahrend die Proben LBA T3, LBA T10 und LBB T3 noch eine gréRere
Ahnlichkeit aufwiesen und daher in der PCA nah beieinander lagen, nahm der Abstand und
somit die Veranderung in den Profilen der flichtigen Verbindungen bei den Proben LBB
T10/LBA T17 und noch deutlicher bei LBB T17 zu. Dieser Verlauf war sowohl bei den
identifizierten als auch bei den nicht identifizierten Verbindungen eindeutig darstellbar. In
beiden Fallen wiesen die Proben LBA T10/LBB T3 und LBA T17/LBB T10 eine hohe
Ahnlichkeit im Profil der fliichtigen Verbindungen auf, was dem Ergebnis der sensorischen
Wahrnehmung entsprach. Es zeigte sich zwar bereits nach drei Tagen eine sehr starke
Anderung im Profil der fliichtigen Verbindungen zwischen der Ausgangsprobe und den
gelagerten Proben, allerdings schienen diese Veranderungen bei den unter Raumtemperatur
gelagerten Proben kaum Auswirkung auf die sensorische Qualitat der nativen Rapsdle zu

haben, da die Probe LBA T3 noch als sensorisch gut bewertet wurde.

In Tabelle 15 wurden die flichtigen Verbindungen entsprechend ihrer Konzentrations-

anderungen wahrend der Lagerung in drei verschiedene Hauptgruppen eingeteilt: 1) in
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Rapsdl aus frischer Saat nicht vorhanden, 2) Zunahme der Konzentration im

Lagerungsverlauf und 3) Abnahme der Konzentration im Lagerungsverlauf.

Tabelle 15: Flichtige Verbindungen in nativen, kaltgepressten Rapsoélen aus Saaten, die unter
verschiedener Feuchtigkeit und Temperatur gelagert wurden. Lagerbedingung A (LBA): Lagerung mit
15% Feuchtigkeit bei RT (22°C). Lagerbedingung B (LBB): Lagerung mit 15% Feuchtigkeit bei 30°C.
K: keine Konzentrationsanderung wahrend der Lagerung. FW: Fehlende Werte

Veranderung ab Identifizierung®

KVv? Verbindung® RI® Tag
LBA LBB NIST Std

1 1,2-Propandiol' 942 3 3 X
2,3-Butandiol I 968 3 3 X
2,3-Butandiol II' 978 3 3 X
2-Butennitril 11° 793 3 3 X
Hexannitril® 1019 3 3 X
Heptannitril® 1123 3 3 X
2-Phenylethanol 1285 3 3 X
2-Methylisoborneol® 1298 3 3 X
3-Methyl-2-buten-1-ol° 886 17 3 X
3-Methyl-2-butenal® 904 17 3 X
Ethyl-3-methylbutanoat®' 913 17 3 X
Ethyl-4-pentenoat® 959 FW 17 X
2,6-Nonadienal" 1285 17 FW X

2 Ethanol 535 3 3 X
2,3-Butandion® 681 3 3 X
Isopropylisothiocyanat® 936 3 3 X
5-Hexennitril® 1009 3 3 X
1-Octen-3-ol° 1079 3 3 X
4-1sothiocyanat-1-buten® 1107 3 3 X
2-Pentanon® 776 7 3 X
3-Methylbutanol® 842 k 7 X
2-Methylbutanol® 847 k 7 X
Acetaldehyd' 487 17 7 X
Dimethyldisulfid®' 812 17 7 X
1-Butanol 772 3 3 X
Ethyl-2-methylpropanoat 817 3 7 X
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Veranderung ab Identifizierung®

Kv? Verbindung® RI® Tag
LBA LBB NIST Std

3 2-Methylpropanal 608 3 17 X
2/3-Methylfuran® 622/641 3 3 X
Toluol 820 3 3 X
Hexanal" 883 3 3 X
1-Heptanol 1075 10 3 X
3-Methylbutanal®""! 735 17 k X
2-Methylbutanal®"! 739 17 17 X
Octanal” 1093 17 3 X
Nonanal®" 1199 17 3 X

“Konzentrationsverlaufe wahrend der Lagerung: 1) in frischer Saat nicht vorhanden, 2) Zunahme der
Konzentration im Lagerungsverlauf 3) Abnahme der Konzentration im Lagerungsverlauf.

®|dentifizierte Verbindung mit Quellenangaben e —j.

‘Retentionsindex (RI) nach Kovats.

dIdentifizierung Uber Vergleich der Massenspektiren aus der NIST-Datenbank oder Uber den Vergleich mit
Retentionszeit, Retentionsindex und Massenspektren von Standardsubstanzen (Std).

aus Bakterienstoffwechsel méglich nach (Wagner, 2016).

"Zugehorig zur Gruppe der in sensorisch schlecht bewerteten Rapsolen signifikant vorkommenden 13
Verbindungen (nach Bonte et al., 2016).

9Glucosinolatabbauprodukte (GAP).

"aus Abbau von ungesattigten Fettsauren (nach Belitz et al., 2008).

iaus Strecker-Abbau (nach Belitz et al., 2008).

'héhere Aromawerte in NOF-Probe nach Ergebnissen der FS 2.

'Nur in T3 vorhanden.

Es konnten 13 flichtige Verbindungen identifiziert werden, die in Rapsél aus frischer Saat
nicht vorhanden sind (Tabelle 15, Konzentrationsverlauf (KV) 1). 1,2-Propandiol, 2,3-
Butandiol | + Il sowie Ethyl-3-methylbutanoat zeigten nach Bonte et al. (2016) signifikant
hohere Konzentrationen in sensorisch fehlerhaften nativen Rapsotlen. 2-Phenylethanol
konnte in Rapsol aus frischer Saat nicht detektiert werden und ist nach den Ergebnissen der
FS 2 als eine der Schlisselkomponenten fir das Fehlaroma ,stichig/modrig“ anzusehen.
Isothiocyanate und Nitrile zahlen zu den Glucosinolatabbauprodukten (GAP) und dienen als
Schutzsubstanzen der Pflanzen (Daxenbichler et al., 1991). Bei Zerstérung der Zellstruktur z.
B. durch Schadlingsfral® oder Keimung wird das Enzym Myrosinase in die Lage versetzt, die
Glucosinolate (GLS) in ihre Abbauprodukte zu spalten. Die GAP 2-Butennitril I, Heptannitril
und Hexannitril konnten in dem nativen Ol der frischen Saat noch nicht detektiert werden, die
Konzentration nahm aber bis zum T3 stark zu. 4-Isothiocyanat-1-buten, 5-Hexennitril und
Isopropylisothiocyanat waren hingegen im Rapsdl aus frischer Saat zwar schon vorhanden,
zeigten aber ebenfalls eine starke Konzentrationszunahme bis zum T3 (Tabelle 15, KV 1 und
2). Im weiteren Verlauf der Lagerung blieb die Konzentration der GAP auf hohem Niveau,
stieg aber nicht weiter an und zeigte zwischen Olen aus den bei RT gelagerten und den Olen

aus den bei 30°C gelagerten Saaten keinen Konzentrationsunterschied.
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Ethyl-3-methylbutanoat, 3-Methyl-2-butenal, 3-Methyl-2-buten-1-ol, 2-Methylisoborneol sind
Substanzen, die aus dem Stoffwechsel von Mikroorganismen stammen kdnnen (Kapitel
2.2.11.). Sie konnten in dem Rapsodl aus der frischen Saat nicht detektiert werden und
zeigten, abgesehen von Methylisoborneol, in Olen aus Saaten, die unter den
Lagerbedingungen mit einer erhéhten Temperatur von 30°C gelagert wurden, eine deutlich
schnellere Konzentrationszunahme als bei den Olen der Proben, die bei RT gelagert wurden.
Elf flichtige Verbindungen zeigten eine Konzentrationszunahme im Lagerungsverlauf. Von
diesen konnten sechs Substanzen ebenfalls dem Stoffwechsel von Mikroorganismen
zugeordnet werden. 2-Methylbutanol, 3-Methylbutanol, Dimethyldisulfid und 2-Pentanon
wiesen dabei in den Olen aus Saaten, die bei 30°C gelagert wurden, wieder eine schnellere
Konzentrationszunahme auf, als bei den Olen aus Saaten, die bei RT lagerten. Diese
schnellere Zunahme der Konzentration unter erhéhter Temperatur kann als ein Hinweis auf
einen erhdhten mikrobiellen Abbau angesehen werden. 2,3-Butandion ist eine fliichtige
Verbindung, die ebenfalls aus dem Stoffwechsel von Mikroorganismen stammen kann. Unter
bestimmten Reaktionsbedingungen kann 2,3-Butandiol eine Vorstufe zur Bildung von
Sotolon sein (Belitz et. al, 2008), das nach den Ergebnissen der FS 2 ebenfalls eine
Schlisselsubstanz zur Bildung des ,stichig/modrigen® Off-flavors darstellt.

Weitere elf fluchtige Verbindungen zeigten eine Abnahme der Konzentration mit der
Lagerdauer. Dies war ein Uberraschendes Ergebnis, da ein Teil dieser Substanzen mit einer
abnehmenden sensorischen Qualitdt von Rapsél in Verbindung gebracht wird. Hexanal,
Octanal und Nonanal sind als Abbauprodukte von ungesattigten Fettsduren bekannt (Belitz
et al., 2009), 2-Methylpropanal und 3-Methylbutanal zahlen zu den 13 Verbindungen, die in
Kapitel 2.2.5. signifikant hdhere Konzentrationen in sensorisch schlechten Proben zeigten. 2-
und 3-Methylbutanal wurden von der FS 2 ebenfalls als wichtige Aromakomponenten der
NOF-Probe detektiert. In einer Uberpriifung sieben weiterer Rapsdle mit ,stichig/modrigem*
Fehlaroma und flnf sensorisch guten Rapsélen an der FS 2, konnte bei 2- und 3-
Methylbutanal allerdings kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den guten
und den schlechten Rapsdlen aufgezeigt werden. Die Konzentrationsabnahme der in Tabelle
16 unter KV 3 gelisteten flichtigen Verbindungen, wurde daher auf chemische
Abbauprozesse wahrend der Lagerung zurickgefiihrt. Bei den Verbindungen, die aus dem
Stoffwechsel von Mikroorganismen stammen kénnen (2- und 3-Methylfuran, 2- und 3-
Methylbutanal), ist zudem eine abnehmende Stoffwechseltatigkeit der Mikroorganismen

durch gegenseitigen Konkurrenzdruck oder Sauerstoffmangel denkbar.
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2.2.9. Keimung von Rapssaat

Die Keimung von Rapssaat erfolgte in einem 4-tdgigen Keimungsversuch. Bereits ab dem

ersten Tag (T1) war eine deutliche Keimung der Saat zu erkennen (Abbildung 16).

Abbildung 16: Keimung von Rapssaat im 4-tagigen Keimungsversuch. T: Tag

Um eine Pressung der Saat gewahrleisten zu kénnen, mussten die Proben nach dem
Trocknen in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 mit ungekeimter Saat gemischt werden.
AnschlieRend wurde eine sensorische Bewertung des Rapsodls aus der gekeimten Saat

durchgefiihrt sowie eine Messung der fllichtigen Verbindungen mittels dyn. HS-GC-MS.

2.2.9.1. Sensorische Bewertung der gekeimten Rapssaat

Die Rapsole aus den gekeimten Rapssaatproben wurden, wie in Kapitel 2.1. beschrieben,
sensorisch bewertet. Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Veranderung des Rapsaromas

wahrend der 4-tdgigen Keimungszeit (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Sensorische Bewertung der gekeimten Rapssaaten von Tag 0 (TO = ungekeimt) bis
Tag 4 (T4)

Die Beschreibung der sensorischen Wahrnehmung ,gekeimt® wurde unter dem Punkt
,andere erfasst, unter dem alle Fehlaromen notiert wurden, die nicht den Attributen
Lrostig/iverbrannt®, ,bitter®, ,ranzig® oder ,stichig/modrig“ zugeordnet werden konnten. Die
ungekeimte Rapssaat (TO) zeigte ein typisches rapssaatiges und leicht nussiges Aroma
(Abbildung 17). Die Veranderungen wahrend der Keimungszeiten zeigten sich vor allem
darin, dass die Saatigkeit ab dem 2. Keimungstag (T2) abnahm und dafiir das Attribut
,holzig/strohig“ verstarkt wahrgenommen wurde. Die Beschreibung von Fehlaromen trat
bereits ab dem ersten Keimungstag (T1) auf, konnten aber von der Prifergruppe nicht
einheitlich beschrieben werden (Tabelle 16). Dies war vor allem dann der Fall, wenn die

Probe ein nicht sehr intensives Fehlaroma aufwies und sich am Ubergang von einer
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sensorisch guten zur sensorisch schlechten Probe, umgangssprachlich ,auf der Kippe®,
befand. Das Attribut ,gekeimt“ wurde ab dem 2. Keimungstag beschrieben. Die Intensitat des

Attributs ,gekeimt® nahm ab dem 3. Keimungstag zu (Tabelle 16).

Tabelle 16: Veranderung des unter dem Punkt "andere" bezeichneten rapssaatuntypischen
sensorischen Fehlers der gekeimten Rapssaatproben von Tag (T) O bis T 4

Beschreibung Anzahl der

T des Fehlers Intensitat® Beschreibungen

»andere” »gekeimt*

0 Meerrettich 1 0

1 Spulmittel 1 0
leichte Scharfe 1
Stall 1

2 gekeimt 1 2
grune Paprika 1

3 Gekeimt 1-2 2
grune Paprika 1

4 Gekeimt 1-3 3
Kresse 1

Wahrnehmung der Intensitat von 0 — 5 vom Testpanel bei der sensorischen Priifung nach nach Methode DGF-C-
11 (14).

2.2.9.2. Veranderung der Profile fliichtiger Verbindungen in Rapsdlen aus gekeimter

Saat in Abhangigkeit von der Keimungsdauer

Fliichtige Verbindungen der nativen, kaltgepressten Ole aus gekeimter Saat

Insgesamt konnten 40 Verbindungen aus den in Tabelle 17 aufgelisteten Substanzklassen

detektiert werden. Es wurden weitere 34 nicht-identifizierte Substanzen detektiert.
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Tabelle 17: Substanzklassen der identifizierten Verbindungen aus nativen, kaltgepressten Rapsélen
aus gekeimter Rapssaat

Substanzklasse Anzahl

Alkohole

Aldehyde

Nitrile + Isothiocyanate
Ketone

Organ. Schwefelverbindungen

Sonstige

D OIN O OO

Die PCA zeigte eine deutliche Anderung im Profil der fliichtigen Verbindungen zwischen dem
Rapsdl aus frischer Saat und den Olen aus gekeimter Saat ab dem 1. Keimungstag

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Veranderung im Profil der flichtigen Verbindungen nativer, kaltge presster Rapsole aus
nicht gekeimter (TO) und gekeimter Saat (T1-T4). Zur Keimung wurde die Saat bei Raumtemperatur
auf feuchtem Zellstoff gelagert. T: Keimungstag. A: Identifizierte flichtige Verbindungen. B: Nicht
identifizierte flichtige Verbindungen

Wahrend sich in der PCA die Keimungstage T1 und T2 nur geringfligig voneinander
unterschieden, war vor allem bei den identifizierten Verbindungen eine deutliche Anderung
im Profil der flichtigen Verbindungen ab dem dritten Keimungstag zu beobachten. Die
identifizierten fliichtigen Verbindungen sind in Tabelle 19 unter Angabe des KV wahrend der
Keimungszeit aufgelistet. Auch hier lassen sich wieder vier unterschiedliche KV wahrend der

Keimungsdauer darstellen (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Flichtige Verbindungen in nativen, kaltgepressten Rapsodlen aus gekeimten Saaten im
Vergleich zu nicht gekeimter Saat. Die Lagerung erfolgte bei RT auf feuchtem Zellstoff

Identifizierung®

KV*  Verbindung® RI° NIST Std

1 Dimethylsulfid®" 542 X
Toluol 820 X
Hexanal" 884 X
Styrol 963 X
2-Heptanon 986
Campher 1279

2 Butanal 661 X
1-Butanol 772 X
Pentanal” 779 X
3-Methylbutanol® 842 X
2-Methylbutanol® 844 X
1-Octen-3-ol° 1078 X
Octanal" 1093 X
3-Octen-2-on 1158 X
Nonanal®" 1199 X

3 Carbonylsulfid 460 X
Methylenchlorid 575 X
Dimethyldisulfid®" 813 X
3-Pentennitril® 908 X
Isopropylisothiocyanat® 935 X
a-Pinen 954 X
Allylisothiocyanat® 997 X
5-Hexennitril® 1011 X
Dimethyltrisulfid"” 1060 X
Isothiocyanatbutan® 1073 X
Heptanol 1075 X
4-Isothiocyanatbuten® 1107
Cyclopentylisothiocyanat 1215
"2—Propenylthioacetonitrilg 1357 X

4 2-Methylpropanal” 608 X
3-Methylbutanal®""! 735" X
2-Methylpropanol 735 X
2-Methylbutanal®" 739
Methylisothiocyanat® 857 X
Dimethylsulfon 1200 X

“Konzentrationsverlaufe wahrend der Keimung: 1) starke Abnahme der Konzentration von ungekeimter Saat zum
ersten Keimungstag; 2) starke Abnahme bis zum zweiten Keimungstag, erneuter Anstieg ab T3; 3) starker
Anstieg ab dem dritten Keimungstag; 4) kontinuierliche Zunahme der Konzentration.

®|dentifizierte Verbindung mit Quellenangaben e —j.

‘Retentionsindex (RI) nach Kovats.

dIdentifizierung Uber Vergleich der Massenspektren aus der NIST-Datenbank oder lber den Vergleich mit
Retentionszeit, Retentionsindex und Massenspektren von Standardsubstanzen (Std).

aus Bakterienstoffwechsel méglich (nach Wagner, 2016).

fzugeh('jrig zur Gruppe der in sensorisch schlecht bewerteten Rapsdlen signifikant vorkommenden 13
Verbindungen (nach Bonte et al., 2016).
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9Glucosinolatabbauprodukte (GAP).

"aus Abbau von ungesattigten Fettsauren (nach Belitz et al., 2008)
iaus Strecker-Abbau (nach Belitz et al., 2008)

'héhere Aromawerte in NOF-Probe nach Ergebnissen der FS 2.

Vor allem die Abbauprodukte der Glucosinolate zeigten ab dem dritten Keimungstag einen
deutlichen Anstieg. Dieses Ergebnis entsprach der sensorischen Bewertung der
entsprechenden nativen Ole und entsprach auch dem Ergebnis aus dem Lagerversuch
(Kapitel 2.2.8.). Im Gegensatz zu dem Lagerversuch aus Kapitel 2.2.8. zeigten hier die
flichtigen Verbindungen 2- und 3-Methylbutanal, die sowohl von einem mikrobiellen Abbau
als auch vom Strecker-Abbau der Aminosduren stammen kdnnen, eine kontinuierliche
Zunahme. Moglicherweise war eine bessere Sauerstoffverfugbarkeit bei dem
Keimungsversuch der Grund, warum diese Verbindungen hier diese Zunahme zeigten. 2-
Methylpropanal sowie 2- und 3-Methylbutanal wurden von FS 1 und FS 2 als relevante
Verbindungen im Zusammenhang mit einer sensorischen Qualitdtsabnahme nativer Rapséle
identifiziert. Wie auch schon im Lagerversuch zeigten einige flichtige Verbindungen, wie
Hexanal, Nonanal, Octanal, 1-Butanol und 1-Heptanol eine Konzentrationsabnahme vor
allem von der frischen Saat hin zum ersten Lagerungstag. Obwohl eine
Konzentrationserhéhung der Aldehyde mit einem Oxidationsprozess und somit einer
sensorischen Qualitdtsabnahme der nativen Rapséle in Verbindung steht, so legen die
Ergebnisse nahe, dass das typische Aroma nativer Rapséle von diesen Substanzen
gleichzeitig mitgepragt wird. Eine Konzentrationsabnahme dieser Aldehyde geht somit
ebenso mit einer sensorischen Qualitatsminderung der Rapséle einher, wie eine starke
Konzentrationszunahme.

Die parallel durchgeflihrten Analysen zur Bestimmung der Glucosinolate (GLS) und
Aminosauren durch die Universitat Bielefeld zeigten, dass chemische Veranderungen in der
Saat bereits in einem sehr frihen Stadium begonnen haben. So zeigte sich ein sehr
schneller Anstieg der Aminosauren ab dem ersten Keimungstag. Die Gesamtmenge der GLS
wies zwar insgesamt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Keimungstagen auf, es
gibt aber eine deutliche Verschiebung von der Gruppe der aliphatischen GLS, die eine
deutliche Konzentrationsabnahme von TO zu T2 zeigten, hin zu den Indolglucosinolaten, die
ab dem dritten Keimungstag stark zunahmen. Die Verringerung der aliphatischen GLS ging
somit mit dem vermehrten Auftreten der Glucosinolatabbauprodukte und der daraus
resultierenden sensorischen Verschlechterung der Rapséle wahrend der Keimung oder
Lagerung mit erhodhter Feuchtigkeit einher. Da die Abbauprodukte der Indolglucosinolate
instabil sind (Fahey et al., 2001) konnten diese in den nativen Rapsélen nicht detektiert
werden. Die Abbauprodukte der Indolglucosinolate sind von gesundheitlicher Bedeutung, da
ihnen eine antikanzerogene Wirkung zugeschrieben wird (Broadbent and Broadbent, 1998).

Alle identifizierten Glucosinolate und Aminosauren sind in Tabelle 19 aufgelistet.
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Tabelle 19: Identifizierte Glucosinolate und Aminosduren aus Proben des Keimungsversuchs.
Analyse mittels UHPLC-FLD und HPLC-DAD an der Universitat Bielefeld, Abteilung fiir Chemische
Okologie

Glucosinolate ] v
Aminosauren

Trivialname Gruppe
Progoitrin aliphatisch Asparaginsaure
Glucoraphanin aliphatisch Glutaminsaure
Epiprogoitrin aliphatisch Asparagin
Glucoputranjivin aliphatisch Serin
Glucoalyssin aliphatisch Glutamin
Gluconapin aliphatisch Histidin
Glucobrassicanapin aliphatisch Glycin
Glucoberteroin aliphatisch Threonin
Gluconasturtiin benzyl B-Alanin
ﬁydroxyglucobrassicin indolisch Arginin
Glucobrassicin indolisch Alanin
T\l/lethoxyglucobrassicin indolisch GABA
Neoglucobrassicin indolisch Tyrosin

Valin

Methionin

Tryptophan

Phenylalanin

Isoleucin

Leucin

Lysin

Prolin

Auffallig war, dass sieben von acht identifizierten Abbauprodukten der Glucosinolate einen
deutlichen Konzentrationsanstieg ab dem 3. Keimungstag aufwiesen und sich somit in die 3.
Gruppe einordnen lieRen (Tabelle 18, KV 3). Dies entsprach dem Ergebnis der sensorischen
Bewertung der Proben, bei dem das Attribut ,gekeimt® ab dem dritten Tag verstarkt
wahrgenommen werden konnte (vgl. Kapitel 2.2.9.1.).

Im Datensatz mit 43 Rapsolen (Kap. 2.2.5.), der fur das Profiling verwendet wurde, konnten
zwar ebenfalls Abbauprodukte der GLS identifiziert werden, allerdings zeigten diese
Verbindungen keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen den Gruppen der
sensorischen guten und sensorisch schlechten Rapsélproben. Dies wurde darauf
zurtckgefiihrt, dass die Glucosinolatabbauprodukte zu einem Zeitpunkt verstarkt gebildet
werden, an dem die Keimung bereits deutlich vorangeschritten war (vgl. Abbildung 16,
T3/T4). Es ist davon auszugehen, dass Rapsotle aus Saaten in diesem Keimungsstadium

nicht vermarktet werden.
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2.2.10. Einfluss von Rapssorte und Standort auf das Profil fliichtiger Verbindungen

Alle Proben aus dem Probensatz zur Uberpriifung von Rapssorte und Standort auf das Profil
der flichtigen Verbindungen, wurden zuvor von dem geschulten Priferpanel als sensorisch
gute Proben bewertet.

Die Analyse der fliichtigen Verbindungen verschiedener Rapssorten von unterschiedlichen
Standorten zeigte ein sehr heterogenes Bild der Datengruppierung in der

Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der fliichtigen Verbindungen nativer, kaltgepresster
Rapséle verschiedener Sorten und Standorte. Grin: Avatar. Rot: Raptor. Blau: PR 46W20. BB:
Brandenburg. BY: Bayern. HE: Hessen. NIS: Niedersachsen. SAN: Sachsen-Anhalt. TH: Thiringen.
A: |dentifizierte Verbindungen. B: Nicht-identifizierte Verbindungen

Es lieRen sich keine eindeutigen Gruppierungen entsprechend der Sorte oder Standorte
erkennen. Bei den identifizierten Verbindungen (Abbildung 19, A), gruppierten sich die
Proben der Sorte Raptor zwar zueinander, nicht aber die Sorten Avatar und PR46W20. Die
Proben des Standorts Brandenburg (BB) lagen nah beieinander und zeigten somit eine
Ahnlichkeit im Profil der fliichtigen Verbindungen. Die Proben des Standortes Bayern (BY)
lagen jedoch weit auseinander. Bei den nicht identifizierten Verbindungen lie sich eine
bessere Gruppierung der verschiedenen Sorten zueinander aufzeigen. Auch die Proben der
Standorte BB und BY zeigten eine gewisse Nahe zueinander. Die Profile der flichtigen
Verbindungen wurden sowohl vom Standort, als auch von der jeweiligen Rapssorte zu einem
gewissen Grad beeinflusst. Dieser Einfluss war aber nicht so grol3, dass anhand des Profils
der flichtigen Verbindungen eine eindeutige Zuordnung zu einer Sorte oder einem Standort
gegeben werden konnte. Eine weitergehende Auswertung der Daten in Form von
Signifikanztests auf Basis der verschiedenen Sorten und Gruppen wurde daher nicht als

zielfUhrend betrachtet.
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2.2.11. Bestimmung von Mikroorganismen von Rapssaat
2.2.11.1. Extraktion und Kultivierung der Bakterien

Von allen Rapssaaten wuchsen auf dem LB- und dem TY-Medium Bakterien im Bereich der
Verdiinnungsstufen 10" — 10°. Abbildung 20 zeigt die Bakterienkolonien der vier
Rapssaaten (A, B, C und D) in der Verdiinnungsstufe 107
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Abbildung 20: Bakterienkolonien vier verschiedener Rapssorten (A, B, C, D) in der Verdinnungsstufe
10-1. A: Auf Agar mit Lysogeny broth (LB)- Medium. B: Auf Agar mit Trypton-Yeast-(TY)-Medium

Ausgewahlte Bakterienkolonien wurden erneut auf einem Rapsschrotagar ausgestrichen, um
zu Uberprufen, ob diese mit Raps als Nahrmedium ebenfalls wachsen. Abbildung 21 zeigt
beispielhaft vier verschiedene Bakterienkolonien mit Aromarelevanz, die von den vier

Rapssaaten A — D extrahiert und auf rapsschrothaltigem Agar kultiviert werden konnten.
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A1 B7 C8 D7

Abbildung 21: Bakterienkolonien mit geruchsrelevanter Aromabildung, die von vier verschiedenen
Rapssorten A-D extrahiert und auf rapsschrothaltigem Agar kultiviert werden konnten. Af1:
Stenotrophomonas rhizophila. B7: Paenibacillus sp. C8 und D7: Nicht identifiziert

In allen Fallen war ein gutes Wachstum der verschiedenen Bakterien zu erkennen.

2.211.2. SPME-GC-MS-Analyse der Bakterienstamme

Versuche, die Bakterien aus den Einzelkolonien in 20 mL Headspace-Glaschen auf
Rapssaat zu kultivieren zeigten zum einen keine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
und zum anderen bildete sich nach einer 3-wdchigen Inkubationszeit bei einigen Proben
Schimmel auf der Saat. Es wurde daher dazu Ubergegangen, die Bakterien zur SPME-GC-
MS-Analyse nicht auf Rapssaat aufzutragen, sondern direkt in einem Headspace-Glaschen
auf rapsschrothaltigen Agar zu kultivieren. Die ersten Messungen zeigten dabei
vielversprechende und reproduzierbare Ergebnisse. In Abbildung 22 sind Chromatogramme

der nicht identifizierten Bakterienproben C8 und D7 dargestellt.
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Abbildung 22: Profile flichtiger Verbindungen zwei verschiedener Bakterienstamme (C8 und D7), die
von Rapssaat extrahiert und auf Nahrmedium kultiviert wurden. S1 — S5: Siloxane. 1-11 fliichtige
Verbindungen s. Tabelle 20

S1 — S5 sind Siloxane, die aus dem Messsystem stammen. Eine erste Datenbankabfrage
ordnete den Substanzpeaks 1 — 11 den in Tabelle 20 aufgelisteten fllichtigen Verbindungen

ZU.
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Tabelle 20: NIST-Datenbankzuordnungen verschiedener Substanzpeaks aus den Chromatogrammen
C8 und D7 der SPME-GC-MS-Analyse flichtiger Verbindungen zwei verschiedener Bakterienstamme,
die von Rapssaat extrahiert wurden

Nr. Datenbankvorschlag

2,3-Butandion

Acetoin

2-Methylbutanol

Hexanol

2-Ethylhexanol
Dimethylsulfid

Pentanol + Dimethyldisulfid

Nonan

© 00 N O O B~ W DN -

Undecadien

—_
o

Undecen oder Undecanol

—_
—_

Dodecan

Nur die Verbindung 2-Ethylhexanol wurde in beiden Proben detektiert, ansonsten zeigten
beide Bakterienproben ein unterschiedliches Profil der fliichtigen Verbindungen. Besonders
interessant ist die Verbindung Acetoin (Tabelle 20, Nr. 2) aus Probe C8, da diese in dem
GC-MS-Profiling der verschiedenen Rapsoéle signifikant haufiger in sensorisch schlechten
Proben auftrat (vgl. Kapitel 2.2.5. Tabelle 10).

Acetoin ist als Stoffwechselprodukt von Mikroorganismen, insbesondere auch von Bakterien
bekannt (Xiao and Xu, 2007) und kdénnte somit als Marker fiir eine schlechte Rapsélqualitat
infolge von mikrobieller Kontamination in Frage kommen. Dimethylsulfid ist eine aroma-
aktive flichtige Verbindung, die in allen Rapsoélen detektiert wurde, aber in dem analysierten
Datensatz von 43 Rapsodlproben keine signifikanten Konzentrationsunterschiede in den
Peakflachen zwischen den Gruppen der sensorisch guten und sensorisch schlechten Proben
zeigte. Dennoch zeigen die Ergebnisse zur Untersuchung der von Bakterienstdmmen auf
Rapsagar gebildeten flichtigen Verbindungen, dass Dimethylsulfid eine Substanz des

Metabolismus von Bakterien ist.

2.2.11.3. Identifizierung der Bakterienstamme

Zur Identifizierung der isolierten Bakterienstdamme, wurde zunachst eine Amplified Ribosomal
DNA-Restriction Analysis (ARDRA) Polymerase Chain Reaction (PCR) durchgefiihrt. Bei
dieser Reaktion wurde ein genau definierter DNA-Bereich der Bakterien vervielfaltigt. Mit
Hilfe dieses DNA-Amplifikats erfolgte in einer Sequenzierung die Bestimmung der DNA-
Nukleotidsequenz. Der Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)-Algorithmus ermdoglichte
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anschlielend eine Identifizierung der Bakterien durch einen Abgleich der DNA-
Nukleotidsequenz mit den in Datenbanken hinterlegten Sequenzen von Bakterien. Mit dieser
Methode konnten 12 von Rapssaat isolierte Bakterienstdmme identifiziert werden (Tabelle
21). Diese Arbeiten wurden ebenfalls im Rahmen des Projektmoduls ,Proteom- und
Metabolomforschung” an der Universitat Bielefeld durchgefiuhrt. Die fir das Rapsolprojekt
aufgrund ihres auffalligen Geruchsaromas relevanten Bakterien sind in Tabelle 21

hervorgehoben.

Tabelle 21: Ergebnisse der DNA-Sequenzierung von 12 Bakterienstdmmen, die von einer sensorisch
guten Rapssaat (A) und zwei sensorisch schlechten Rapssaaten (B und D) extrahiert wurden.
Hervorgehoben: Bakterien, die aufgrund ihrer aroma-aktivitat einen Einfluss auf die Rapsélqualitat
haben kdnnen

Bakterien-
Saatprobe einzelkolonie Zuordnung
Nr
A 1 Stenotrophomonas rhizophila
A 2 Paenibacillus sp.
A 3 Pseudomonas sp.
A 5 Stenotrophomonas sp.; Acetobacter sp.
A 6 Erwinia amylovora; Enterobacter cloacae
A 7 Pseudomonas veronii
B 1 Paenibacillus sp.
B 2 Bacillus sp.; Paenibacillus sp.
B 4 Paenibacillus sp.
B 7 Paenibacillus sp.
D 1 Pantoea agglomerans
D 6 Pseudomonas sp.

Bei allen Bakterien handelte es sich um Bodenbakterien oder ubiquitar vorkommende
Bakterien. Stenofrophomonas rhizophila ist ein Bakterium, das auf Pflanzen vorkommt und
antimykotische Eigenschaften (Wolf et al., 2002) aufweist. Besonders interessant war, dass
dieser Bakterienstamm auf der guten Rapssaat gefunden wurde. Wahrend einige
Rapssaaten, die fir die ersten Versuche zu SPME-GC-MS-Messungen mit Bakterien beimpft
wurden, nach 3-wdchiger Inkubationszeit zum Teil Schimmel aufwiesen, konnte bei St

rhizophila nach gleicher Inkubationszeit kein Schimmel nachgewiesen werden.
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2.211.4. Identifizierung der Schimmelpilze

Die Schimmelpilze wurden auf Rose-Bengal-Chloramphenicol-Agar wie unter Kapitel 2.1.14
A beschrieben kultiviert. In Abbildung 23 sind die Schimmelpilzkolonien von drei

verschiedenen Proben (A — C) in der Verdunnungsstufe 2 dargestellt.

Abbildung 23: Schimmelpilzkolonien auf Rose-Bengal-Chloramphenicol-Agar von den Proben A — D,
jeweils in Verdlinnungsstufe 2

Die makroskopisch unterscheidbaren Schimmelpilze wurden isoliert und ihre Gattung und
zum Teil die Spezies bestimmt. Es konnten insgesamt acht unterschiedliche

Schimmelpilzgattungen identifiziert werden (Tabelle 22).

Tabelle 22: Identifizierte Schimmelpilzgattungen der Rapssaaten A — C. MEA: Malzextrakt-Agar

Rapssaat Makroskopische Merkmale der Identifizierte Gattungen
Kolonien auf MEA bzw. Spezies

A1 Oliv- bis gelbgrin Aspergillus flavus™
Weillgrau Mucor plumbeus™
Blaugriin mit weiRem Rand und gelber Unterseite Penicillium expansum*
Grungrau-weifd mit oranger Unterseite Penicillium citrinum*

A2 Schwarz Aspergillus niger
Gelbgrin mit braun-gelber Unterseite Aspergillus sp.
Weilk-rosa, schmierig Aureobasidium pullulans
Gelbgriin Eurotium sp.
Griun-weil}; griin mit gelber Unterseite 2 Penicillium spp.
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Rapssaat Makroskopische Merkmale der Identifizierte Gattungen

Kolonien auf MEA bzw. Spezies
B Weil3, wattig Acremonium strictum
Weil3-schwarz; dunkelgrau 2 Alternaria spp.
Weil}, schmierig Aureobasidium pullulans
Dunkelgriin mit schwarzer Unterseite Cladosporium sp.
Grin Penicillium sp.
C Gelb, wattig; griingelb 2 Eurotium spp.
Weild mit gelblicher Schattierung; Grinlich 2 Aspergillus spp.

*Sicher identifizierte Spezies

2.211.5. SPME-GC-MS-Analyse fliichtiger Verbindungen von Mikroorganismen

Es sind bisher keine Untersuchungen zur Besiedelung von Bakterien auf gelagerter
Rapssaat bekannt, allerdings konnten mit Ausnahme von Pseudomonas veronii alle weiteren
in Tabelle 22 gelisteten Bakterienarten bereits von anderen Teilen der Rapspflanze
identifiziert werden (Croes et al., 2013, Granér et al, 2003, Kaiser et al., 2001).
Schimmelpilze der Gattungen Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus und Mucor
wurden bereits in einigen Arbeiten auf Rapssaaten identifiziert (Brazauskiene et al., 2006,
Szopinska et al., 2007, Tanska et al., 2011).

Viele Mikroorganismen sind in der Lage aroma-aktive flichtige Verbindungen zu
produzieren. Um herauszufinden, ob die flichtigen Verbindungen der von Rapssaat
isolierten Mikroorganismen einen Einfluss auf die senscrische Qualitdt von nativen
Rapsspeisendlen haben kénnen, wurden die Einzelkolonien von 22 Bakterienstdmmen und
vier Pilzgattungen auf einem Schragagar direkt in ein Probenglaschen ausgestrichen und 5
bzw. 7 Tage bei 28°C inkubiert (Abbildung 24).

Ty

Abbildung 24: Einzelkolonien verschiedener Mikroorganismen auf rapsschrothaltigem Schragagar
zur SPME-GC-MS-Analyse der flichtigen Verbindungen. A: Nicht identifiziertes Bakterium nach 5
Tagen Inkubation bei 28°C. B: Mucor plumbeus nach 7 Tagen Inkubation bei 28°C. C: Asperqgillus
flavus nach 7 Tagen Inkubation bei 28°C (nach Wagner, 2016)
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Von den 22 Bakterienstdmmen konnten insgesamt 29 fliichtige Verbindungen identifiziert
werden. Literaturangaben zufolge besitzen 19 dieser Verbindungen eine Aromaaktivitat
(Tabelle 23).

Tabelle 23: Aroma-aktive VOC, gebildet von Bakterien kultiviert auf Rapsschrotagar (nach Wagner,
2016)

Identifizierung®

Nr.  Verbindung RPF  Aromaaktivitat®
NIST Std

1 Dimethylsulfid (DMS) 545 Kohl® © X
2 2,3-Butandion 562  Butter®® X
3 2-Methylfuran 570  etherisch' X
4 3-Methylbutanal 595  malzig®® X
5 2-Methylbutanal 602  Kakao, Mandel® X
6 2-Pentanon 621  etherisch, fruchtig' X
7 2,3-Pentandion 629 Sahne, Butter® X
8 Acetoin 641  Sahne, Butter' X
9 3-Methylbutanol 671 Malzig® X
10 2-Methylbutanol 676 Zwiebel' X
11 Dimethyldisulfid (DMDS) 680  Zwiebel, Kohl, faulig® X
12 2,3-Heptandion 839  fruchtig, Butter, 6lig' X
13 Ethyl-2-methylbutanoat 851 fruchtig® X
14 Tricyclen 920  blumig® X

15 2-Pentylfuran 990 griine Bohnen" X
16 Nonanal 1104 Zitrone, seifigd X
17 2,3-Dimethyl-5-(1-Methylpropyl)-Pyrazin 1185 nussig' X

18 3-Methoxy-5-(2-Methylpropyl)-2-Propan- 1333  vorhanden’ X

2-ylpyrazin
19 2-Butan-2-yl-3-Methoxy-5-(2- 1384  vorhanden’ X

Methylpropyl)-Pyrazin

“Retentionsindex (RI) nach Kovats. _
®Aromaaktivitat nach Beschreibung in der Literatur mit Quellenangaben: Poliner und Schieberle, 2016° °Zhu et al,

2015; Flavors and Fragrances Katalog Sigma Aldrich, 2011; %Alvarez et al., 2011) "Giri et al.,, 2011; Dickschat et
al., 2005; lidentifiziert tiber Standardmessungen.

‘ldentifizierung lber Vergleich der Massenspektren aus der NIST-Datenbank oder Giber den Vergleich mit
Retentionszeit, Retentionsindex und Massenspektren von Standardsubstanzen (Std). Da die Methode sich von
der dyn. HS-GC-MS-Methode unterscheidet, variieren auch die Rl der VOC zur Standardliste (Tabelle 7).

Von den vier analysierten Pilzgattungen Aspergillus flavus, Mucor pumbeus, Penicillium

expansum und Penicillium citrinum, konnte eine Bildung flichtiger Verbindungen nur flr

Mucor plumbeus und Penicillium expansum aufgezeigt werden (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Qualitative Ubersicht der durch Schimmelpilzstamme produziert VOC, kultiviert auf
Rapsschrotagar (nach Wagner, 2016)

Identifizierung®

. . a « agugb
Pilzstamm Verbindung RI Aromaaktivitat NIST Std
Aspergillus flavus - - -
Mucor plumbeus 3-Methyl-2-buten-1-ol 752 griin, fruchtig® X
3-Methyl-2-butenal 780 Kirsche®
Mehrere nicht identifizierte 1308 unbekannt
Peaks 1328
1341
1358
1368
1424
1434
Penicillium expansum 2-Methyl-2-bornen 1019 Keine® X
2-Methylisoborneol 1184 modrig-erdig’ X
Mehrere nicht identifizierte 968 unbekannt
Peaks 994
1-Octen-3-ol 978 rohe Pilze' X
Limonen 1104  Zitrone® X

P. citrinum - - -

“Retentionsindex (RI) nach Kovats.
®Aromaaktivitat nach Beschreibung in der Literatur mit Quellenangaben: “Flavors and Fragrances Katalog Sigma

Aldrich, 2011; ®Mills et al., 1993; 'Karahadian et al., 1985; °Poliner und Schieberle, 2016.

“Identifizierung (iber Vergleich der Massenspektren aus der NIST-Datenbank oder tiber den Vergleich mit
Retentionszeit, Retentionsindex und Massenspektren von Standardsubstanzen (Std). Da die Methode sich von
der dyn. HS-GC-MS-Methode unterscheiden, variieren auch die RI der VOC zur Standardliste (Tabelle 6).

Mit Ausnahme von Tricyclen bei den Bakterien und 3-Methyl-2-butenal bei den
Schimmelpilzen sind alle identifizierten aroma-aktiven VOC aus Tabelle 24 und Tabelle 25
als Metabolite von Bakterien bzw. Schimmelpilzen bekannt (Baneras et al., 2013, Borjesson
et al., 1993, Fischer et al., 1999, Fravel et al., 2002, Garbeva et al., 2014, Jelen et al., 2003,
Karahadian et al., 1985, Lee et al., 2012, Schulz and Dickschat, 2007, Tait et al., 2013).
Zehn der flichtigen Verbindungen, die von Bakterienstammen identifiziert wurden, wurden
auch als Bestandteile der VOC in nativen Rapsoélen nachgewiesen (Bonte et al., 2016,
Gracka et al., 2016, Matheis and Granvogl, 2016, Pollner and Schieberle, 2016, Wei et al.,
2012, Zhou et al.,, 2013). Die Verbindungen Acetoin, Ethyl-2-methylbutanoat und 3-
Methylbutanal wurden bereits in Kapitel 2.2.5. als flichtige Verbindungen genannt, die in
héheren Konzentrationen in sensorisch schlechten Olen vorkommen. 2- und 3-Methylbutanal
und Ethyl-2-methylbutanoat wiesen zudem in den Arbeiten der FS 2 einen deutlich hGheren
Aromawert in der NOF-Probe im Vergleich zur NGS-Probe auf, was darauf schliel3en lasst,

dass diese Substanzen das Aroma des NOF-Rapso6ls mit beeinflussen.
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Von den sechs VOC der Schimmelpilze wurden Limonen und 1-Octen-3-ol in nativen,
kaltgepressten Rapsspeisedlen nachgewiesen (Bonte et al., 2016, Gracka et al., 2016,
Pollner and Schieberle, 2016). Allerdings sind mit Ausnahme von 3-Methyl-2-butenal alle
weiteren Verbindungen der Tabelle 25 als Metabolite von Schimmelpilzen bekannt.

2- und 3-Methylbutanal sowie Dimethylsulfid zahlen zu den Verbindungen, die neben einer
mikrobiellen Bildung auch durch den Strecker-Abbau entstehen kénnen (Belitz et al., 2008).
Hierbei kommt es zu einer nichtenzymatischen Reaktion von a-Dicarbonylverbindungen mit
Aminosauren unter Bildung von Aldehyden, CO, und a-Aminoketonen. Der Strecker-Abbau
ist ein Teil der Maillard-Reaktion und tritt vor allem unter drastischen Reaktionsbedingungen,
wie z. B. hohen Temperaturen auf. Bei Zimmertemperatur kdnnen diese Reaktionen aber
ebenfalls auftreten, allerdings mit deutlich langeren Reaktionszeiten, wie sie bei einer
Lagerung oftmals vorhanden sind (Belitz et al., 2009). Wahrend der Lagerung kann es
zudem punktuell zu Temperaturerhohungen durch Stoffwechselprozesse in nicht optimal
gelagerter Saat kommen. Durch den Abbau von Kohlenhydraten entsteht Warme, die dann
die nichtenzymatische Reaktion férdern kann.

Nonanal kann ebenso durch die Lipidperoxidation der ungesattigten Olséure gebildet
werden. Wie gro3 der Einfluss der Mikroorganismen auf das Vorkommen der VOC in nativen
Rapsdlen ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden. Es ist aber sehr
wahrscheinlich, dass das Aroma nativer Rapsspeisedle von Mikroorganismen, welche die

Rapssaat besiedeln, mit beeinflusst wird.

2. 3. Zusammenfassung

Im Rahmen des AP 1 wurden Erhitzungsversuche mit verschiedenen raffinierten,
dampfgewaschenen und nativen, kaltgepressten Rapsoélen durchgefihrt. Keine der Proben
bildete dabei ein eindeutiges fischiges Fehlaroma aus. Weitere Erhitzungsversuche unter
Zugabe von FeCls;, Sinapin, Sinapinsdure und Lecithin fiihrten ebenfalls nicht zur
Provokation eines fischigen Fehlaromas (AP 4). Wahrend der Projektlaufzeit wurde der FS 1
lediglich eine dampfgewaschene Probe mit fischigem Fehlaroma zugesendet. Im Vergleich
mit einer sensorisch einwandfreien dampfgewaschenen Probe zeigten 41 identifizierte
flichtige Verbindungen signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den Proben (AP3).
Aufgrund fehlender Vergleichsproben war eine Validierung der Ergebnisse jedoch nicht
maoglich.

Insgesamt wurden 275 native, kaltgepresste Rapsoéle sensorisch bewertet (AP 2). Unter den
sensorisch schlechten Proben zeigte sich eine hohe Varianz in Art und Intensitat der
sensorischen Defekte. Mittels dynamischer Headspace-GC-MS und kombinierter

Olfaktometrie, wurden aroma-aktive und nicht aroma-aktive flichtige Verbindungen in
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exemplarisch sensorisch guten und sensorisch schlechten Rapsoélen identifiziert. Im Rahmen
des Profiling Ansatzes wurden 31 dieser identifizierten flichtigen Verbindungen auf das
Vorhandensein in einem Datensatz von 20 sensorisch guten und 23 sensorisch schlechten
Rapsdlen Uberprift (AP 5). 13 flichtige Verbindungen zeigten dabei signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Mit Hilfe einer Linearen Diskriminanzanalyse
wurde eine GC-MS-basierte Methode zur Klassifizierung sensorisch guter und sensorisch
schlechter Rapsdle entwickelt (AP 6), die zur Unterstltzung einer Qualitatskontrolle von
Handelslaboren Gbernommen werden kann.

Die Untersuchungen zum Einfluss der Lagerbedingungen im Rahmen des AP 7 zeigten
einen starken Einfluss von Feuchtigkeit und Temperatur wahrend der Lagerung von
Rapssaat auf das Profil der fliichtigen Verbindungen in den resultierenden Rapsdlen. Eine
sensorische Verschlechterung der Rapsdle war sowohl im Bereich der Keimung als auch der
Lagerung bei 30°C und einem Feuchtigkeitsgehalt von 15%, ab dem dritten Tag der
Saatlagerung wahrnehmbar.

Es wurde eine Methode zur Isolierung und Identifizierung des mikrobiellen Besatzes von
Rapssaat etabliert. Von insgesamt 22 Bakterienstammen und zwei Schimmelpilzgattungen
konnten 29 bzw. 6 aroma-aktive fllichtige Verbindungen identifiziert werden. Mit einer
Ausnahme waren alle Verbindungen als Metabolite von Bakterien und Schimmelpilzen
bekannt. EIf der identifizierten flichtigen Verbindungen aus dem Stoffwechsel der
Mikroorganismen wurden bereits als flichtige Verbindungen in Rapsélen beschrieben. Die
Verbindungen Acetoin, 3-Methylbutanal, Ethyl-2-Methylbutanoat wurden im Rahmen dieses
Forschungsprojekts als Markersubstanzen flir sensorisch schlechte identifiziert. Die
Untersuchungen weisen auf einen deutlichen Zusammenhang zwischen einem mikrobiellen
Besatz von Rapssaat und der sensorischen Qualitdt der resultierenden Rapsdle hin. Die
hohe Bedeutung optimaler Ernte- und Lagerbedingungen zum Erreichen eines qualitativ

guten Rapsdls wird im Rahmen dieser Arbeit deutlich aufgezeigt.

3. Darstellung der durchgefihrten Arbeiten und Untersuchungen der

Forschungsstelle 2: Technische Universitat Miinchen

Schwerpunkt der Forschungsstelle 2 ist vorrangig die Aufklarung der flichtigen
Verbindungen in Rapsol, die fir das Aroma von sensorisch einwandfreien Rapsélen
(,Golden Standards®) sowie flir die Entwicklung des ,Off-Flavors® in nativen und gedampften
Rapsodlen verantwortlich sind. Dies erfolgte zunachst durch ein Screening-Verfahren, der
sog. vergleichenden Aromaextraktverdiinnungsanalyse (VAEVA), kombiniert mit

verschiedenen ldentifizierungsexperimenten zur Aufklarung der wichtigsten aroma-aktiven
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Verbindungen. Zudem sollte im Rahmen des Meilensteins 2 und 3 eine vVAEVA und
Identifizierung der gedampften Rapsdéle durchgefihrt werden, die relevantesten

aromaaktiven Verbindungen quantifiziert und anschlieRend ein Rekombinat erstellt werden.

3.1. Material und Methoden
3.1.1. Entwicklung einer Isolierungsmethode der fliichtigen Verbindungen

Probenaufarbeitung

Natives Rapsol (100 mL) wurde mit Diethylether (25 mL) versetzt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt um eine vollstdndig homogene Probe zu erhalten. Diese wurde

anschliel’end zur Kurzwegdestillation verwendet.

Kurzwegdestillation

Zur Abtrennung der nichtflichtigen von den flichtigen Verbindungen wurde ein

Kurzwegverdampfer (Abbildung 25) verwendet.

Probeneinspeisung

L,
yd Rotorblétter
Beheizter Mantel
N
1. Beheizter Mantel |—/|‘ :
~——

2. Dlnner Rapsolfilm = Kiihifalle
Hochvak
3. Rotorblatter ochvakuumpumpe

4. Innenkondensator Rapsélriickstand

Abbildung 25: Kurzwegverdampfer im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts)

Dabei wird die Probe (Ol/Diethylether-Mischung) kontinuierlich oberhalb des Heizmantels (1)
eingespeist. Uber einen Verteilerring mit Rotorblattern (3) wird das Ol gleichmaRig auf der
Verdampferwand verteilt, die durch einen Doppelmantel beheizt wird. Die Fligel des Rotors
ergreifen das Ol und breiten es als diinnen Film an der Heizwand aus. Vor jedem der
Rotorblatter bildet sich eine Bugwelle, in der es zur intensiven Produktdurchmischung

kommt, wodurch temperaturempfindliche Produkte vor Uberhitzung und Belagbildung auf der
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Heizflache geschltzt werden. Aus dem dunnen und hochturbulenten Flissigkeitsfilm (2)
verdampfen die flichtigen Komponenten rasch und werden in der Kullfalle ausgefroren.
Wahrend der nicht verdampfte Produktanteil am Inneren der Heizwand schraubenformig
abfliel3t, werden die kondensierten fllichtigen Stoffe in einer Kihlfalle, die mit flissigem
Stickstoff gekuhlt ist, ausgefroren. Unmittelbar hinter der Kdihlifalle befindet sich eine
Hochvakuumpumpe, die es ermdglicht, die gesamte Destillation unter sehr schonenden
Temperaturen (50 °C) durchzuflhren und Artefaktbildung oder Abbau/Zersetzung fliichtiger
Verbindungen weitestgehend zu vermeiden (Hickman, 1944, Topitsch, 2009).

Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE)

Zur Entfernung kleiner Olriickstéande, die nach der Kurzwegdestillation im Destillat vorhanden
waren, wurde eine Hochvakuumdestillation (10 mbar) mit Hilfe der Solvent Assisted Flavor
Evaporation (SAFE)-Technik durchgefiihrt (Engel et al., 1999). Das nach Kurzwegdestillation
erhaltene Destillat wurde portionsweise in einen Kolben, der sich in einem 40 °C warmen
Wasserbad befindet, eingelassen. Die fliichtigen Verbindungen des Probenanteils werden
dabei explosionsartig in die Gasphase Uberfiihrt und in einem durch flissigen Stickstoff
gekiihlten Kolben aufgefangen und dort sofort ausgefroren, wahrend letzte Olriickstande im

Destillationsrundkolben zuruckbleiben.

Abbildung 26: Apparatur fiir die Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE) (Engel et al., 1999)

1 Wasserbad 5  Kihlfalle

2 Destillationsrundkolben 6 Dewarrundkolben
3 Tropftrichter 7 Dewar

4 Hochvakuumpumpe

Auftrennung in neutral/basische und saure Fraktion

Der durch Kurzwegdestillation und SAFE erhaltene Extrakt wurde bei Raumtemperatur

aufgetaut und dreimal mit Natriumcarbonatlésung (0,5 mol/L; je 30 mL) ausgeschiuittelt. Die
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vereinigten wassrigen Phasen wurden mit Diethylether (30 mL) gewaschen, wahrend die
vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet wurden. Die
organische Phase enthalt die neutral-basischen Verbindungen. Um die sauren Verbindungen
aus der wassrigen Phase zu isolieren, wurde die Natriumcarbonat-Phase zunachst mit
konzentrierter Salzsaure (37 %) auf pH 2-3 eingestellt und dreimal mit Diethylether (je 30
mL) ausgeschittelt. Die vereinigten Phasen wurden ebenfalls Gber Natriumsulfat getrocknet
und beide Fraktionen an einer Vigreux-Kolonne (60 cm x 1 cm) bei 40 °C auf ca. 3 mL
eingeengt und anschlieend mit einer Mikrodestillationsapparatur auf ca. 100 pL

konzentriert.

Da nach GC-O Analyse beider Extrakte keinerlei relevante Uberlagerungen beobachtet
werden konnten, wurde im Folgenden auf die Auftrennung in eine neutral/basische und

saure Fraktion zu Identifizierungszwecken verzichtet.

Das Gesamtdestillat wurde dementsprechend nach Kurzwegdestillation und SAFE aufgetaut,
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne (60 cm x 1 cm)
bei 40 °C auf ca. 3mL eingeengt. Das eingeengte Destillat wurde mit einer

Mikrodestillationsapparatur auf 100 uL konzentriert.

Uberpriifung der Aufarbeitungs-/Isolierungsmethode auf Abbau und Neubildung von

geruchsaktiven Verbindungen

Zur Uberpriifung, ob bei der Aufarbeitung wesentliche Veranderungen im Aroma des zu
analysierenden Rapsols auftraten, wurden sowohl das sensorisch einwandfreie Rapsol als
auch das ,Off-Flavor“-Rapsdl, wie unter 3.1.1 beschrieben, aufgearbeitet. Es wurden jeweils
100 mL des ,Golden Standards“ und 70 mL des ,Off-Flavor“-Ols zur Kurzwegdestillation
eingesetzt. Das gewonnene Destillat wurde halbiert und an einer Mikrodestillationsapparatur
auf ca. 20 pL (geringstmogliches Volumen, um den Ethergeruch bei der Sensorik zu
minimieren) konzentriert und zur Halfte dem geruchlosen Rickstand als Matrix zudotiert. Die
verbleibende Halfte des Destillats wurde zur SAFE eingesetzt und ebenfalls auf 20 pL
eingeengt und zur zweiten Halfte des geruchlosen Riickstandes dotiert. Mit beiden dotierten

Ruckstanden wurde jeweils ein/e Triangeltest/Dreieckspriifung durchgefiihrt.

Der Triangeltest/Dreieckstest dient zur Feststellung geringfligiger Unterschiede durch
sensorische Uberpriifung von drei Proben. Dabei werden zwei identische Proben und eine
abweichende mit einer dreistelligen Nummer versehen und in Dreierreihen aufgestellt, wobei
es sechs verschiedene Varianten gibt (AAB, ABA, BAA, BBA, BAB, ABB). Das geschulte

Panel muss die abweichende Probe erkennen und diese vermerken. Stellt der Panelist
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keinen Unterschied der Proben fest, gilt das ,forced-choice® Prinzip, d.h. eine Probe muss

trotzdem als abweichende gekennzeichnet werden.

Als Probenmaterial wurden die beiden Matrix-Rickstande mit zudotiertem Destillat (wie oben

beschrieben) sowie das urspriinglich zur Bearbeitung eingesetzte Ol verwendet.

Die Auswertung des Triangeltests erfolgte Uber die Auswertungstabellen im Anhang der
Amtlichen Sammlung §64 LFGB (Lebens-und Futtermittelgesetzbuch, L 00-90-7), fir
allgemeine Sensorik, nach der Verordnung DIN EN ISO 4120 fir Sensorische Analyse

Prufverfahren (Dreiecksprifung).

3.1.2. Entwicklung einer Isolierungsmethode fur Trimethylamin
Es wurde eine Isolierungsmethode entwickelt und drei verschiedene Methoden getestet.

A) Das fischige Raps6l (180 g) mit Milliporewasser (2 x 30 mL, pH = 4 mit HCI)
ausgeschittelt. Der Extrakt wurde membranfiltriert und anschlieBend direkt zur

Analyse eingesetzt.

B) Das fischige Rapsdl (180 g) mit Milliporewasser (2 x 30 mL, pH 4 mit HCI extrahiert
und der wassrige Riickstand am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt

und der Ruckstand in Milliporewasser (0,5 mL, pH = 4) aufgenommen.

C) Nach Extraktion des Rapsdls (180 g) mit Milliporewasser (2 x 30 mL, pH = 4 mit HCI)
wurde eine SAFE Destillation angeschlossen (Abtrennung von nicht-flichtigen
Kationen). Das Destillat wurde im Anschluss am Rotationsverdampfer zur Trockene

eingeengt und in Milliporewasser (0,5 mL, pH = 4) aufgenommen.

3.1.3. Durchfihrung einer vergleichenden Aromaextraktverdiinnungsanalyse
(VAEVA) als Screeningverfahren zur Erfassung der relevanten aromaaktiven

Verbindungen in nativem Rapsol

Das gewonnene Aromadestillat wurde schrittweise im Verhaltnis 1+1 (v+v) mit Diethylether
verdinnt, bis am Sniffing-Port des Gaschromatographen kein Geruchseindruck mehr

wahrzunehmen war (Schieberle and Grosch, 1987). Die jeweils héchste Verdiinnungsstufe
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eines Aromastoffs, bei der dieser noch wahrgenommen werden konnte, wird als sein Flavor
Dilution-Faktor (FD-Faktor) (Schieberle and Grosch, 1988) bezeichnet.

Um die auf der polaren DB-FFAP-Saule evil. co-eluierenden Aromastoffe einzeln zu
erfassen, wurde zusatzlich eine wunpolare DB-5 Saule zur hochaufldsenden

Gaschromatographie-Olfaktometrie (HRGC-O) eingesetzt.

Trennsaule

Fused-silica Kapillarsaule:

DB-5: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 uym Filmdicke; J&W Scientific, Agilent, Waldbronn,
Deutschland

DB-FFAP: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 um Filmdicke; J&W Scientific, Agilent, Waldbronn,

Deutschland

Temperaturprogramm
DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)
DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)

Vergleichende statische Headspace-Verdinnungsanalyse (VHVA)

Zur Identifizierung sehr leicht flichtiger Verbindungen sowie hochflichtigen Verbindungen,
die bei der on-colmun Injektion mit dem L&sungsmittel co-eluieren, wurde die statische
Headspace-Methode verwendet. Das Probenmaterial (30 mL) wurde in ein Headspace-Glas
(120 mL) gegeben und anschliefend mit einem gasdichten Septum verschlossen. Nach
dreistiindiger Aquilibrierung bei 35 °C wurde mit einer gasdichten Spritze ein Aliquot (10 mL)
des Gasraumes entnommen und mittels HRGC-O sowie hochauflésender
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS) untersucht. Die Retentionsindices
der geruchsaktiven Bereiche wurden durch Co-Chromatographie einer homologen
Alkanreihe (Cs-Cg) bestimmt. Zur Verdinnungsanalyse wurde das entnommene Aliquot des
Gasraumes sukzessive solange um den Faktor 0.5 verringert, bis am Sniffing-Port keine

Substanz mehr olfaktorisch detektiert werden konnte.

I':m:x

FD = —
FD
Vmax maximales Einspritzvolumen [mL]
Vep Einspritzvolumen [mL], bei dem die Verbindung letztmals wahrgenommen wurde
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Trennsaule
Fused-silica Kapillarsaule:
DB-5: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 ym Filmdicke; J&W Scientific, Agilent, Waldbronn,

Deutschland

Temperaturprogramm
DB-5: 0 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)

Fur die ldentifizierung der geruchsaktiven Verbindungen im Rapsdl wurde der Dampfraum
wassriger Referenzlésungen analog der Probe untersucht. Stimmten die Retentionsindices,
die Geruchsqualitdt bei ungefahr gleicher Intensitdt und das Massenspektrum im El-
(ElektronenstoR-lonisation) und im Cl- (Chemische lonisation) Modus von Referenz und

Probe Uberein, wurde eine Substanz als identifiziert betrachtet.

3.1.4. Identifizierung der aromaaktiven Verbindungen (laut vAEVA) mittels

Geruchsqualitat, Retentionsindices und Massenspektren

Um die bei der AEVA detektierten Geruchsqualititen den daflr verantwortlichen
Verbindungen zuzuordnen, wurden beim Vergleich mit Referenzsubstanzen folgende

Kriterien berticksichtigt:

1. Bestimmung der Retentionsindices auf zwei Kapillarsaulen unterschiedlicher Polaritat
(DB-FFAP, DB-5)

2. Bestimmung der Aromaqualitdt der Referenzsubstanz am Sniffing-Port in einer

ahnlichen Konzentration wie in der Probe

3. Massenspektren im El- (Elektronenstol3-lonisation) und im Cl- (Chemische lonisation)
Modus

Die Berechnung der Retentionsindices erfolgte durch Co-Chromatographie mit einer
homologen Reihe der n-Alkane (DB-FFAP: Cs-Cy, 0,01 % in Pentan; DB-5: Cg-Cqg, 0,01 % in
Pentan). Anhand der Retentionszeit der Substanz und des unmittelbar vor und nach ihr
eluierenden Alkans wurden die Retentionsindices durch lineare Interpolation bestimmt (Van
den Dool and Kratz, 1963).
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N~ DY
N+—")
RI=( RT,+1 —RTy J x 100

RI: Retentionsindex

N: Anzahl der Kohlenstoffatome des vor dem Aromastoff eluierenden Alkans n
RTa: Retentionszeit des Aromastoffs

RTn: Retentionszeit des vor dem Aromastoff eluierenden Alkans n

RTh+1: Retentionszeit des nachfolgenden Alkans

Die Zuordnung der Retentionsindices der Analyten zu den Referenzsubstanzen erfolgte Giber

eine interne Datenbank.

3.1.5. Quantifizierung aromaaktiver Verbindungen in nativem sensorisch
einwandfreiem Rapsol (NGS) und Rapsél mit ,,Off-Flavor” (NOF) mittels

Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) und Aromawertberechnung

3.1.5.1. Reinheitsiberpriifung stabilisotopenmarkierter Standards

Um einen Analyteneintrag durch den isotopenmarkierten Standard zu vermeiden, wurde die
Reinheit des internen isotopenmarkierten Standards mittels GC-MS Uberprift. Dabei durfte
der Standard nicht mehr als 10 % der analogen unmarkierten Verbindungen enthalten.
Anhand des Massenspekirums wurden zusatzlich geeignete Massenspuren zur
Quantifizierung festgelegt sowie die Markierung der Standards Uberprift. Bei
nichteinheitlicher Markierung wurden mehrere Massenspuren zur Quantifizierung verwendet,

wenn die Massenspur mehr als 10 % des Hauptpeaks ausmachte.

3.1.5.2. Konzentrationsbestimmung stabilisotopenmarkierter Standards

Die Konzentrationsbestimmung der isotopenmarkierten Standards erfolgte (ber
hochauflésende Kapillargaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion (HRGC-FID)
mit Methyloctanoat als internem Standard. Zum Ausgleich der verschiedenen FID-
Responswerte von Methyloctanoat und des internen Standards wurden die unmarkierten
Analyten der jeweiligen Verbindungen im Verhaltnis 3+1, 1+1 und 1+3 mit Methyloctanoat
versetzt und mittels hochauflosender Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion

(HRGC-FID) vermessen. Dafur wurde Methyloctanoat (1 mL; Konzentration ca. 500 pg/mL)
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mit 0,25 mL, 1 mL beziehungsweise 4 mL einer ahnlich konzentrierten Ldsung des
unmarkierten Referenzstoffes (Analyt) gemischt und auf ein definiertes Volumen (10 mL)
aufgefullt und analysiert. Aus den resultierenden Peakflachen wurde der Responsfaktor der

jeweiligen Verbindung ermittelt.

Caaymo
Rf = €. 4y
Rf: Responsfaktor
Ca: Konzentration des Analyten
Awo: Peakflache der Methyloctanoatlésung
Cmo: Konzentration der Methyloctanoatlésung
Aa: Peakflache des Analyten

AnschlieRend wurde der stabilisotopenmarkierte Standard ebenfalls mit Methyloctanoat-
Losung dotiert und mittels HRGC-FID vermessen. Es wurde eine Dreifachbestimmung
durchgeflhrt.

Die Konzentrationsberechnung erfolgte auf Basis des ermittelten Reponsfaktors, der

Konzentration von Methyloctanoat und dem Peakflachenverhaltnis.

CMO x AIS .‘f_rs
cs=Rf- Amo My

Cs : Konzentration des stabilisotopenmarkierten Standards

RF: Responsfaktor

Cwmo: Konzentration der Methyloctanoatlésung

Ass: Peakflache der stabilisotopenmarkierten Standards

Avo: Peakflache der Methyloctanoatlésung

Mis. Molekulargewicht des stabilisotopenmarkierten Standards
Ma: Molekulargewicht des unmarkierten Analyten

3.1.5.3. Responsfaktoren und Quantifizierung

Zur Ermittlung der jeweiligen Responsfaktoren wurden Mischungen von Analyt und
korrespondierenden stabilisotopenmarkiertem Standard im Verhaltnis 5+1, 3+1, 1+1, 1+3
und 1+5 in Dichlormethan erstellt und mittels HRGC/HRGC-MS vermessen. Die Berechnung
des Responsfaktors erfolgte tiber die Flachen der charakteristischen Massenspuren und die

eingesetzten Konzentrationen.
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Ca Ajs

Rf = Cis. Aa

Rf: Responsfaktor

An: Peakflache der charakteristischen Massenspur des Analyten
Ais: Peakflache der charakteristischen Massenspur des Analyten
Ca! Konzentration des Analyten

Cis: Konzentration des stabilisotopenmarkierten Standards

Durch Auftragen des Verhaltnisses Ais/Aa gegen cis/ca wurde eine Responsgerade erstellt,
anhand deren Steigung der Responsfaktor abgelesen werden kann. Beispielhaft ist dies fir

die Responsgerade von 2-Isoproyl-3-methoxypyrazin in Abbildung 27 gezeigt.

6

y=0,9646x-0,0728
5 R?=0,9985
4

A(IS)/A(A)

0 1 2 3 4 5 6
c(IS)/c(A)

Abbildung 27: Responsgerade von 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (Analyt) und [2H3]-2-Isopropyl-3-
methoxypyrazin (interner Standard)

Die Konzentrationsberechnung des Analyten erfolgte Uber die Konzentration des
stabilisotopenmarkierten internen Standards, den ermittelten Responsfaktor und die
Peakflachen der charakteristischen Massenspuren von Analyt und Standard nach folgender

Formel:
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Cis-a,
ca=Rf- A

Ca:
Rf:
Cis:
Aa:
Ass:

Konzentration des Analyten

Responsfaktor

Konzentration des stabilisotopenmarkierten Standards

Peakflache der charakteristischen Massenspur des Analyten

Peakflache der charakteristischen Massenspur des stabilisotopen-

markierten Standards

Die zur Quantifizierung verwendeten HRGC-MS-Systeme, die ausgewahlten Massenspuren

und der gemittelte Responsfaktor von Analyt und Standard sind in Tabelle 25

zusammengefasst.
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Tabelle 25: Aromastoffe, isotopenmarkierte Standards, ausgewahlte Massenspuren zur Quantifizierung, Responsfaktoren

zur Quantifizierung mittels Stabilisotopenverdiinnungassays

Aromastoff Stabillsotopenmarkierter Massenspuren R{ Kapillar- System®
Standard (m/z) saule(n)®
Analyt Standard
2-Acetylpyridin [“H3]-2-Acetylpyridin 122 125 0,97 FFAP/ Il
OV-1701
2-Acetylpyrazin [2H3]-2-Acetylpyrazin 123 126 0,69 FFAP/ Il
OV-1701
2-Aminoacetophenon [“H3]-2-Aminoacetophenon 135 138 0,87 FFAP/ 1
) OV-1701
Buttersaure [’H,]-Butterséure 89 91 1,00 FFAP I
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin [“H3]-2-sec-Butyl-3- 167 170 0,65 FFAP/ Il
methoxypyrazin OV-1701
(E,E)-2,4-Decadienal [*Hs.s]-(E,E)-2,4-Decadienal 153 156-158 0,97 FFAP/ Il
OV-1701
Dimethylsulfid [*Hg]-Dimethylsulfid 63 69 0,71 DB-5 1l
Dimethyltrisulfid [*Hg]-Dimethyltrisulfid 127 133 0,95 FFAP/ Il
OV-1701
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal [2H2]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2- 97 99 0,99 FFAP v
decenal
Essigsaure [2H3]-Essigséure 61 64 0,79 FFAP |
Ethyl-2-methylbutanoat [*Hs]-Ethyl-2-methylbutanoat 131 134 0,83 FFAP/BGB Il
176
2-Ethyl-3,5-Dimethylpyrazin [“Hs]-2-Ethyl-3,5- 137 142 0,76 FFAP/ Il
dimethylpyrazin OV-1701
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin [“Hs]-2-Ethyl-3,5- 137 142 0,94 FFAP/ Il
dimethylpyrazin OV-1701
(E,E)-2,4-Heptadienal [*H,]-(E,E)-2,4-Heptadienal 110 112 1,00 FFAP/ Il
OV-1701
(Z2)-4-Heptenal [*H,]-(Z)-4-Heptenal 95 97 0,75 FFAP/ Il
OV-1701
Hexanal [2H2_4]-Hexanal 101 103-105 1,00 FFAP |
1-Hexen-3-on [“H,]-1-Hexen-3-on 98 100 0,66 FFAP/ 1
) OV-1701
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 129 131 1,00 FFAP/ I
dimethylfuran-2(5H)-on OV-1701
4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-on ['°C,]-4-Hydroxy-2,5- 129 131 1,00 FFAP/ Il

, Kapillarsaule(n) und Mess-Systeme
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Aromastoff Stabillsotopenmarkierter Massenspuren R{ Kapillar- System®
Standard (m/z) saule(n)’
Analyt Standard
dimethylfuran-3(2H)-on OV-1701
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd [“Hs]-4-Hydroxy-3- 153 156 0,96 FFAP/ Il
methoxybenzaldehyd OV-1701
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin [*Hs]-2-Isobutyl-3- 167 170 0,87 FFAP/ Il
methoxypyrazin OV-1701
2-Isopropyl-3-methoxypyrazin [“H3]-2-Isopropyl-3- 153 156 0,96 FFAP/ Il
methoxypyrazin OV-1701
Octanal [*H,.4]-Octanal 129 131-133 0,88 FFAP/ Il
OV-1701
2-Methoxyphenol [*Hs]-2-Methoxyphenol 125 128 1,00 FFAP/ Il
OV-1701
2-Methylbutanal [*H,]-2-Methylbutanal 87 89 0,96 FFAP/BGB Il
174
3-Methylbutanal [*H,]-3-Methylbutanal 87 89 0,89 FFAP/BGB Il
174
2-Methylbuttersaure [“Hg]-2-Methylbuttersaure 103 112 0,69 FFAP/BGB Il
176
3-Methylbuttersaure [“H,]-3-Methylbuttersaure 103 105 1,00 FFAP/BGB Il
176
4-Methylphenol [“H/]-4-Methylphenol 109 116 0,75 FFAP/ Il
OV-1701
Myrcen [2H6]-Myrcen 137 143 1,00 FFAP/ Il
OV-1701
(E,E)-2,4-Nonadienal [*H]-(E,E)-Nonadienal 139 141 0,91 FFAP/ Il
OV-1701
(E,Z2)-2,6-Nonadienal [*Hz]-(E,Z)-2,6-Nonadienal 139 141 0,89 FFAP/OV1 Il
701
y-Nonalacton [?Hz]-y-NonaIacton 157 159 0,71 FFAP I
(E)-2-Nonenal [“H,]-Nonenal 141 143 0,75 FFAP/ Il
OV-1701
(2)-1,5-Octadien-3-on [*H,]-(2)-1,5-Octadien-3-on 125 127 0,95 FFAP/ Il
OV-1701
y-Octalacton [*H.]-y-Octalacton 143 145 0,66 FFAP I
1-Octen-3-on [*H.4]-1-Octen-3-on 127 129-131 0,61 FFAP/ Il
OV-1701
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Aromastoff Stabillsotopenmarkierter Massenspuren R# Kapillar- System®

Standard (m/z) saule(n)’

Analyt Standard
1-Penten-3-on [2H2]-1-Penten-3-on 84 86 0,80 FFAP/ 1l
OV-1701

Phenylessigsaure ['°C,]-Phenylessigsaure 137 139 0.91 FFAP/ Il

) OV-1701
2-Phenylethanol [“Hs]-Phenylethanol 105 110 0,70 FFAP I
Trimethylamin Triethylamin 59 86 5,70 DB-5 V

@Gemittelter Responsfaktor.
®Kapillarsaulenkombination bei Quantifizierung mittels HRGC/HRGC-MS.

°GC-MS-Systeme zur Quantifizierung: | HRGC-MS, Il HRGC/HRGC-MS, Il HS-HRGC-MS, IV HRGC-MS (NCl-lonisierung), V HS-SPME-HRGC-MS (El)
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3.1.5.4. Synthesen stabilisotopenmarkierter Standards

[4,5-°H,]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal
Die Synthese des [*H.]-stabilisotopenmarkierten Standards [4,5-?H,]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2-

decenal wurde durchgeflihrt wie bereits durch Lin et al. (1999) beschrieben und die

Aufreinigung modifiziert.

Schritt 1:

In einem Zweihalskolben mit Ruckflusskihler wurde LiAlLH; (0,9 g) in THF (11 mL)
suspendiert. 2-Octin-1-o0l (2,2 g) wurde in THF (11 mL) gel6st, langsam unter Rihren
zugetropft, unter Ruckfluss erhitzt (1 h) und bei Raumtemperatur gelagert (12 h). Zur
Aufreinigung wurde Uber einem Eisbad tropfenweise DO (5 mL) und H.SO4 (1 mol/L, 20 L)
zugegeben, die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase mit Diethylether (3 x
10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaHCO3 und
NaCl” Lésung (jeweils 2 x 5 mL) gewaschen und das Lésemittel am Rotationsverdampfer bei
Raumtemperatur abdestilliert, bis zum Riickstand eines farblosen Ols von [2,3-2H,]-(E)-2-

Octenol.

Schritt 2:

Mn(VINO, (5 g) wurde in einer Lésung aus [2,3-?H,]-(E)-2-Octenol (0,52 g) in Hexan (12 mL)
suspendiert und 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der Feststoffriickstand wurde Uber ein
Celit-Pad abfiltriert und das Lo&semittel am Rotationsverdampfer (400 mbar) bei

Raumtemperatur abdestilliert.

Schritt 3:

In einem Zweihalskolben wurde [2,3-?H.]-(E)-2-Octenal (0,46 g) geldst in Methanol (5 mL)
vorgelegt, auf einem Eisbad gekuhlt H,O, (30 %, 1 mL) zugegeben und geruhrt.
AnschlieRend wurden NaOH (0,15 mmol) gel6st in Wasser zugegeben und weitergerihrt (1
h). Danach wurde NaCl-Lésung (1 mol/l, 5 mL) zugegeben und die resultierende Suspension
mit Dichlormethan (3 x 10 mL) extrahiert. Der Extrakt wurde Uber wasserfreiem Na,SO,

getrocknet und konzentriert.

Schritt 4:

[2,3-2H,]-trans-2,3-Epoxyoctanal (0,23 g) in Heptan (10 mL) wurde in einem Rundkolben mit
einer Suspension aus Formylmethylentriphenylphosphoran (0,59 g) in Heptan (10 mL)
versetzt und 30 min unter Rickfluss gekocht. Nach Abkuhlen wurde das abgeschiedene

Phosphorinoxid abfiltriert und das Lésemittel abgedampft.
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Schritt 5:

Das Produkt [4,5-2H,]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal wurde durch S&ulenchromatographie
an einer Glassaule (20 x 2 cm), die mit einer Diol-Phase in Pentan gepackt wurde, getrennt.
Eluiert wurde mit Pentan/Diethylether (95+5, vol/vol), wobei Fraktionen von 20 mL
gesammelt wurden. In den Fraktionen 9-12 wurde das Produkt sensorisch und

massenspektrometrisch identifiziert.
RI (DB-FFAP) = 1997, RI (OV-1701) = 1553, RI (DB-5) = 1382.

MS (NCI, Isobutan), m/z (%): 99 (100), 168 ([M-]; 45).

[>H3]-2-Acetylpyridin

[?Hs]-2-Acetylpyridin wurde nach der chemoselektiven Deuterierungsmethode fiir Ketone und

Ester mittels Triacabicyclodecen (TBD) als Katalysator nach Sabot et al. (2007) synthetisiert.
1,5,7-Triazabicyclo[4.4.0]dec-5-en (TBD) (10 mol-%, 11,5 mg, 0,083 mmol) wurde in
deuteriertem Chloroform (CDCI3) (3 mL) vorgelegt und 2-Acetylpyridin (0,1 g, 0,83 mmol)
hinzugegeben. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur fir 12 Stunden gerihrt und
anschlieltend die Reaktion mittels Salzsaure (HCI) (1 mL, 1mo/L) gequencht. Die organische
Phase wurde erst mit Wasser und anschlieRend mit gesattigter Natriumchloridlosung
gewaschen (jeweils 2 x 2 mL), Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Im
Anschluss wurde eine SAFE Destillation durchgefuhrt um nichtflichtige Bestandteile wie
Farbstoffe zu entfernen. Der Wasserstoff-Deuterium Austausch wurde mittels GC-MS
Uberprift, indem die Verhaltnisse der vorliegenden Massenspuren des unmarkierten sowie
einfach bis vierfach markierten Analyten bestimmt wurden. Nach 12 Stunden wurden 0,6 %
unmarkierter Analyt detektiert, 2,3 % waren [*Hi]-markiert, 21,6 % [*H,]-markiert, 69,0 %
[?Hs]-markiert und 6,1 % lagen [*H4]-markiert vor. Mit (iber zwei Drittel der [°Hs]-markierten
Substanz war der Wasserstoff-Deuterium Austausch erfolgreich.

RI (DB-FFAP) = 1554, RI (OV-1701) = 1117, Rl (DB-5) = 1031.

MS (El), m/z (%): 96 (100), 78 (93), 80 (82), 124 (75, M"), 51 (72), 46 (45), 52 (44), 50 (38),
95 (27), 123 (20), 79 (15), 45 (12), 125 (10), 106 (8).

MS (CI, Methanol), m/z (%): 125 (100, [M+H]"), 124 (26), 126 (8).

3.1.5.5. Quantifizierung von trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal

Trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal mit hoher Elektronenbindungskapazitat bzw.
Elektronenaffinitat wurde im negativen chemischen lonisierungsmodus (NCI) mit externer

lonisierungsquelle an einem eindimensionalen HRGC-MS System analysiert.
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Die negative chemische lonisierung (NCI) bietet eine sehr selektive und sensitive Mdglichkeit
zur Detektion der Analyten durch Anlagerung von energieschwachen, thermischen
Elektronen an das Molekilion mit hoher Elektronenaffinitat, sowie weniger Fragmentierung
als im positiven Modus. Durch Zusammenstol3en der Primarelektronen mit dem Cl-Gas
werden niederenergetische, thermische Sekundarelektronen im Bereich von unter 1 eV

gebildet.

3.1.5.6. Quantifizierung von Trimethylamin

lonenaustauschchromatographie

Die Quantifizierung erfolgte mittels externer Kalibrierung. Dafur wurde eine Kalibriergerade

mit finf Messpunkten (0,5 — 20 mg/L) in Milliporewasser (pH 4) erstellt.

Headspace-Solidphase Microextraction-HRGC-MS (HS-SPME-HRGC-MS)

Fiar eine Quantifizierung mittels externer Kalibrierung wurde Trimethylaminhydrochlorid in

Ethanol geldst, 100 uL in 100 g raffiniertes Sonnenblumendl dotiert, verdinnt und eine

Kalibiergerade mit 5 Messpunkten (0,08 - 1,6 mg/kg) aufgenommen.

3.1.5.7. Kapillargaschromatographische Methoden zur Quantifizierung

Hochauflésende Gaschromatographie-Olfaktometrie (HRGC-O)
Die HRGC-O erfolgte an einem Gaschromatographen vom Typ ,HRGC 5160 (Carlo Erba

Instruments, Hofheim, Deutschland). Fur die simultane Aufzeichnung des Geruchseindrucks

und des Chromatogramms wurde das Eluat am Ende der Hauptsaule iber einen Y-Splitter
zu gleichen Teilen aufgeteilt, wobei ein Teil zum beheizbaren Sniffing-Port (250 °C), der
andere Teil zu einem Flammenionisationsdetektor (FID; 230 °C) gefuhrt wurde. Die
Aufzeichnung des FID-Signals erfolgte durch einen Schreiber (Servogor 120, BBC Goerz,

Wien, Osterreich).

Bedingungen

Injektion: cold-on-column

Injektionsvolumen 1L

Tragergas: Helium (DB-FFAP: 75 kPa; DB-5: 65 kPa)
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Fluss: 1,9 mL/min

Detektion: FID (230 °C)
Sniffing-Port (250 °C)

Brenngase FID: Sauerstoff (100 kPa)

Wasserstoff (70 kPa)

Make-up Gas: Stickstoff (100 kPa)
Split: Splitverhaltnis 1:1 (v:v)
Schreiber: Servogor 120, BBC Goerz
Schreiberabschwachung: 10 mV
Papiervorschub: 1 cm/min
DB-5: 30 m x 0,32 mm ID; 0,25 ym Filmdicke; J&W

Kapillarsaulen:
Scientific

DB-FFAP: 30 m x 0,32 mm ID; 0,25 ym Filmdicke; J&W

Scientific
Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)
DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 240 °C (5 min)

Konzentrationsbestimmung mittels HRGC-FID

Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein System bestehend aus einem Autosampler
(Triplus RSH) und einem Trace GC (beides Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland)
eingesetzt. Zur chromatographischen Trennung wurde eine DB-FFAP- oder eine DB-5-
Kapillarsaule (beide 30 m x 0,32 mm ID 0,25 uym Filmdicke; J&W Scientific, Agilent

Technologies) verwendet.

Bedingungen:

Gaschromatograph: Trace GC Ultra (Thermo Scientific)
Autosampler TriPlus RSH (Thermo Scientific)
Tragergas: Helium (95 kPa)

Injektion: cold-on-column

Injektionsvolumen: 2-4 uL
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Detektor: FID (250 °C)

Brenngase FID: Wasserstoff
Sauerstoff
Make-up Gas: Stickstoff
Kapillarsaulen: DB-5: 30 m x 0,32 mm ID; 0,25 ym Filmdicke; J&W

Scientific

DB-FFAP: 30 m x 0,32 mm ID; 0,25 um Filmdicke; J&W

Scientific
Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)
DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 240 °C (5 min)

Es wurde das Standardtemperaturprogramm verwendet (40 °C - 2 min - 6 °C/min - 230 °C —

5 min) und teilweise den Problemstellungen angepasst.

Identifizierung von Aromastoffen mittels Massenspektren iiber HRGC-Sektorfeld-MS

Die Massenspektren zur Identifizierung wurden an einem Gaschromatographen 5890 Series
Il (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland) gekoppelt mit einem Sektorfeld-
Massenspektrometer MAT 95S (Finnigan MAT, Bremen, Deutschland) aufgenommen. Die
Injektion der Probe (0,5 uL) erfolgte Uber einen cold-on-column Injektor. Die
lonisierungsenergie flir die EI-Spektren betrug 70 eV, fir die Cl-Spektren 115 eV, mit

Isobutan als Reaktandgas.

Bedingungen:
Gaschromatograph: GC 5890 Series Il (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland)
Tragergas: Helium (120 kPa)
Injektion: cold-on-column
Injektionsvolumen: 2L
Detektor: Sektorfeldmassenspektrometer MAT-95 S
(Finnigan, Bremen, Deutschland)
Cl-Gas: Isobutan
lonisierungsenergie: El: 70 eV

Cl: 115 eV
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Kapillarsaulen: DB-5: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W

Scientific
DB-FFAP: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke; J&W
Scientific
Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)
DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 240 °C (5 min)

Quantifizierung mittels Headspace-HRGC-MS

Das System bestand aus einem Combi PAL Autosampler (CTC Analytics, Zwingen,
Schweiz), kombiniert mit einem Trace Ultra GC (Thermo Scientific) und einem Saturn 2100 T
lonenfallen-Massenspektrometer (Varian, Darmstadt, Deutschland). Der Trace Ultra GC war
mit einem cold-on-column Injektor, einer Kuhlfalleneinheit 915 (Thermo Scientific), einer
unbeschichteten Kapillare (40 cm x 0,53 mm ID), einer DB-5-Kapillarsaule (30 m x 0,25 mm
ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W Scientific, Agilent Technologies), einem FID-Detektor (Thermo

Scientific) und einem ,Sniffing Port* ausgestattet.

Das Temperaturprogramm wurde der Problemstellung angepasst, wobei Ublicherweise

folgendes Temperaturprogramm verwendet wurde:

0 °C (2 min), 6 °C/min, 230 °C (5 min).

Bedingungen:

Gaschromatograph: Trace Ultra GC (Thermo Scientific)

Autosampler: PAL (CTC Analytics)

Tragergas: Helium (100 kPa)

Injektion: cold-on-column

Injektionsvolumen: 2 uL

Detektor: Saturn 2100 T lonenfallen Massenspektrometer
(Varian)

Cl-Gas: Methanol

lonisierungsenergie: El: 70 eV
Cl: 70 eV

Kapillarsaulen: DB-5: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W

Scientific
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Temperaturprogramme: DB-5: 0 °C (2 min), 6 °C/min, 230 °C (5 min)

Quantifizierung mittels HRGC-MS

Zur Reinheitsuberprifung und Quantifizierung von Aromastoffen Uber eindimensionale

Gaschromatograpie wurde ein Gaschromatograph Varian 431 gekoppelt mit einem lon-Trap
Massenspektrometer (220-MS, Varian) verwendet. Je nach Trennanforderung wurde eine
polare DB-FFAP- oder eine unpolare DB-5-Kapillarsaule (beide 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 pym
Filmdicke; J&W Scientific, Agilent Technologies) verwendet. Die Injektion erfolgte cold-on
column durch einen Autosampler (COMBI PAL, Varian). Die lonisierung erfolgte im CI-

Modus bei 70 eV mit Methanol als Reaktandgas.

Bedingungen:

Gaschromatograph: Varian 431 (Varian)

Autosampler: PAL (CTC Analytics)

Tragergas: Helium (120 kPa)

Injektion: cold-on-column

Injektionsvolumen: 2L

Detektor: Varian 220-lonenfallenmassenspektrometer

Cl-Gas: Methanol

lonisierungsenergie: El: 70 eV
Cl: 70 eV

Kapillarsaulen: DB-FFAP: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pym Filmdicke; J&W

Scientific

Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)

DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 240 °C (5 min)

Es wurde das Standardtemperaturprogramm verwendet (40 °C - 2 min - 6 °C/min - 230 °C —

5 min) und teilweise den Problemstellungen angepasst.

Quantifizierung mittels zweidimensionaler HRGC/HRGC-MS

Das erhaltene Aromadestillat wurde am zweidimensionalen System (HRGC/-HRGC-MS) im

Cl-Modus vermessen. In diesem System war ein Gaschromatograph mit einem MCSS-
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System (Moving Column Stream Switching System; Thermo Scientific) ausgestattet und tber
eine Transferline mit einem zweiten Gaschromatographen gekoppelt. Als Detektor diente ein
lonenfallen-Massenspektrometer. Das MCSS-System besteht aus einem am Ende
zugeschmolzenem Glasrohr, dem Dom, in dem 5 Kapillaren minden. Die Probe wurde Uber
einen cold-on-column-Injektor (1) auf die erste Kapillarsdule (2) aufgegeben. Im Offline-
Modus des MCSS-Systems konnte die Probe zusétzlich Gber einen Y-Splitter (UNI-FIT Y-
Splitter, Chrompack, Frankfurt) gleichzeitig am FID (6) und am Sniffing-Port (6) detektiert
werden. Durch Umschalten (2) in den Transfer-Modus des MSCC-Systems konnten nach der
Trennung des Eluats in erster Dimension gezielt Bereiche ,ausgeschnitten® werden, die tber
die Transferline (8) zum zweiten Gaschromatographen Uberfihrt und dort mittels einer
Stickstofffalle kryofokussiert wurden. Durch Thermodesorption wurden die fokussierten
Verbindungen auf die zweite Kapillarsdule (11, DB—1701 oder chirale Saule) aufgegeben

und getrennt. Die Detektion erfolgte massenspektrometrisch (13) im Cl-Modus.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung des HRGC-HRGC/MS-Systems

Der Dom (4, Abbildung 28) vereint 5 Kapillarsaulen in einem zugeschmolzenem Glasrohr.
Die erste Kapillare ist die Zuleitung des Tragergasdrucks, die zweite Kapillare ist das
Saulenende der ersten Saule und ist vertikal beweglich. Die dritte mittig abgebildete Kapillare
3 ist der Einlass der Hauptsaule (11, Abbildung 28), wahrend die vierte die Zuleitung zu den
Detektoren (6, Abbildung 28) (FID, Sniffing-Port) und die funfte Kapillare lediglich die
Zuleitung zum Manometer (7, Abbildung 28) ist, wodurch der Druck im System geregelt wird.
Sind die Kapillaren angeordnet wie in a) Abbildung 29 dargestellt, gelangt das komplette
Eluat von der ersten Kapillarsdule (2, Abbildung 28) zu den Detektoren (6, Abbildung 28)
Durch vertikales Herauffahren des Saulenendes der ersten Kapillarsdule (2, Abbildung 29

(b)) gelangen die Bereiche des Eluats auf die Hauptsaule (11, Abbildung 28).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Doms beim MCSS
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Es wurde folgendes Standardtemperaturprogramm verwendet und an die Problemstellungen

angepasst:

40 °C (2 min), 6 °C/min, 230 °C (5 min)

Bedingungen:

Gaschromatograph:

Autosampler:
Tragergas:

MCSS:

Injektion:
Injektionsvolumen:

Detektor:

Cl-Gas:

lonisierungsenergie:

Kapillarsaulen:

GC Trace 2000 Series (ThermoQuest, Egelsbach, Germany)

Varian GC 3800 (Varian)
Combi PAL (CTC Analytics)
Helium (110 kPa)

MCSS (ThermoQuest)
cold-on-column

2 uL

1. FID

2. Sniffing Port

3. ITD Saturn 2000 (Varian)
Methanol

El: 70 eV

Cl: 70 eV

OV -1701: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W
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Scientific, Agilent Technologies

DB-FFAP: 30 mx 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke; J&W

Scientific, Agilent Technologies

Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)

DB-5: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 240 °C (5 min)

Es wurde das Standardtemperaturprogramm verwendet (40 °C - 2 min - 6 °C/min - 230 °C —

5 min) und teilweise den Problemstellungen angepasst.

HRGC-240 IT-MS (Flussiginjektion)

Zur Quantifizierung von Verbindungen mit hoher Elektronenbindungskapazitat bzw.

Elektronenaffinitat wie trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal wurde im negativen chemischen

lonisierungsmodus (NCI) mit externer lonisierungsquelle am eindimensionalen System

analysiert.

Bedingungen:

Gaschromatograph: GC 7890B (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland)
Autosampler: GC-Sampler 80 (Agilent Technologies)

Tragergas: Helium (120 kPa)

Injektion: cold-on-column

Injektionsvolumen: 2L

Detektor: 240 lon Trap GC/MS (Agilent Technologies)

Cl-Gas: Isobutan

lonisierungsenergie Negative Chemische lonisierung (NCI)

Elektronenenergie < 1 eV

. i ) DB-FFAP: 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W
Kapillarsaulen:
Scientific
Temperaturprogramme: DB-FFAP: 40 °C (2 min), 6 °C/min auf 230 °C (5 min)

HRGC-240 IT-MS (SPME Injektion)
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Zur Quantifizierung von Trimethylamin wurde am Einfachsystem mittels Solid Phase
Microextraction (SPME) auf einer DB-5 (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym Filmdicke; J&W

Scientific) gemessen.

Bedingungen:
Gaschromatograph:
Autosampler:
Tragergas:
Injektion:

Fiber

Liner

Injektor
Equilibrierungszeit
Equilibrierungstemperatur
Extraktionszeit

Detektor:
lonisierungsenergie

Kapillarsaulen:

Temperaturprogramme:

GC 7890B (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland)
GC-Sampler 80 (Agilent Technologies)

Helium (120 kPa)

Solid Phase Microextraction

StableFlex, Ga23,
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS), gray, 1cm, 50/30 um (Supelco, Bellefonte,
PA)

SPME/GC inlet liner

Agilent Multimode Inlet (Agilent Technologies)
3 min

40 °C

3 min

240 lon Trap GC/MS (Agilent Technologies)

El: 70 eV
DB-5: 30 m x 0,25 mm ID, 1,00 ym Filmdicke; J&W
Scientific

DB-5: 40 °C (7 min), 20 °C/min auf 230 °C (5 min)

3.1.5.8. Geruchsschwellenbestimmung und Aromawertberechnung (AW)

Geruchsschwellenwertbestimmung

Um den Beitrag der quantifizierten Aromastoffe in den Rapsélen zum Gesamtaroma zu
beurteilen wurden Geruchsschwellen zur Aromawertberechnung bestimmt. Zur Bestimmung
der Geruchsschwelle eines Aromastoffs, wurde ein geruchsloses Sonnenblumendl als Matrix
verwendet. Die Geruchsschwellenbestimmung wurde nach Czerny et al. (2008)

durchgeflihrt, indem zunachst der betreffende Aromastoff mittels HRGC-O auf die Reinheit
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uberpruft wurde, um Kontaminationen durch aromaaktive Verunreinigungen auszuschlief3en.
Im Anschluss wurde eine Sensoriklésung hergestellt, deren Konzentration um das ca. 50-
fache Uber der geschatzten Geruchsschwelle lag und diese schrittweise gravimetrisch 1+2
(v+v) mit Sonnenblumendl verdlinnt und letztlich dem Sensorikpanel als Dreiecksprifung auf
Unterscheidbarkeit (siehe 3.1.1) vorgesetzt. Beginnend mit der hdchsten Konzentration
sollten die Teilnehmer des Sensorikpanels die abweichende Probe identifizieren, wobei zur
Berechnung der individuellen Geruchsschwelle die letzte noch richtig bewertete Probe und

die erste falsch bewertete Probe herangezogen wurden.
IS =y €s * Cs+1

IS: individuelle Geruchsschwelle
Cs: Konzentration der letzten richtig identifizierten Probe

Cs+1: Konzentration der ersten nicht richtig identifizierten Probe

Aus der Summe der individuellen Geruchsschwellen aller Teilnehmer wurde die

Geruchsschwelle des Aromastoffs in Ol berechnet.

"'li[-fs
S= "1

G

GS: Geruchsschwelle des gesamten Sensorikpanels
n: Anzahl der Teilnehmer

IS: Geruchsschwelle des einzelnen Prifers

Aromawertberechnung

Da der Beitrag einer Verbindung zum Gesamtaroma eines Lebensmittels nicht allein von der
Konzentration abhangig ist, sondern =zusatzlich von ihrer Geruchsschwelle, wurden
Aromawerte (Verhaltnis der im Ol ermittelten Konzentration eines Aromastoffs und dessen

Geruchsschwelle in entsprechender Olmatrix) berechnet.

C
AW = =

GS

AW: Aromawert
Ca: berechnete Konzentration des Aromastoffs in der Probe

GS: Geruchsschwelle des Aromastoffs in Ol
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3.1.5.9. lonenchromatographie: Kationenaustauscher (IEX = ion exchange)

Zur Identifizierung und Quantifizierung von Trimethylamin in gedampftem Rapsél mit

fischigem ,Off-Flavor (GOFF) wurde ein Kationenaustauscher verwendet.

lonenchromatographie System Dionex ICS-2000 lonen Chromatographie System (Dionex,

Idstein, Deutschland)

Eluent Generator RIFCTM EluGen Cartridge; EGC Il MSA (Dionex, Idstein)

Autosampler: AS (Dionex, Sunnyvale, USA)

Detektor: Leitfahigkeitsdetektor DS 6 Heated Conducticity Cell (Dionex,
Idstein)

Supressor CSRS 300 (2 mm, 6 mA; Thermo Scientific, Idstein,
Deutschland)

Trennsaule Dionex lonPacTM CS19 RFICTM (250 x 2 mm; Thermo

Scientific, Idstein)

Fluss 0,25 mL/min

Eluent 7 mmol/L Methansulfonsaure
Gradient Isokratisch, 30 min
Injektionsvolumen: 2 uL

Temperatur 30 °C

Datenerfassungsrate 5Hz

Zur Quantifizierung wurde eine Stammldsung aus Trimethylaminhydrochlorid (100 mg/L)
hergestellt und durch entsprechende Verdinnung eine Kalibriergerade mit sieben
Kalibrierpunkten (0,5 — 80 mg/L) erstellt. Da bei einer externen Kalibrierung keine Verluste
bei der Aufarbeitung berlcksichtigt werden, wurde eine Doppelbestimmung flr eine
Wiederfindung mitgefuhrt. Dafir wurde eine definierte Menge Trimethylaminhydrochlorid in
Ethanol geldst und zu raffiniertem, geruchsneutralem Sonnenblumendl dotiert (200 pg/kg).
Die Wiederfindung wurde identisch aufgearbeitet wie die Probe und gemessen. Es wurde
eine mittlere Wiederfindungsrate von 11,6 % ermittelt. Die Extraktionsrate von Trimethylamin
aus der Olmatrix mittels wassriger Extraktion im Sauren ist dementsprechend niedrig. Zudem
treten Verluste des leichtfllichtigen Trimethylamins beim Einengen am Rotationsverdampfer

auf, die durch Einrechnen der Wiederfindungsrate kompensiert werden.
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Abbildung 30: Kalibriergerade von Trimethylamin gemessen mittels lonenaustauschchromatographie

3.1.6. Aromasimulation und Erstellung eines vergleichenden Aromaprofils

Fir das Aromarekombinat wurden die aromaaktiven Verbindungen mit einem Aromawert = 1
als Mischung erstellt und so verdinnt, dass Sie im Rekombinat den Konzentrationen der
Aromastoffe im urspriinglichen Ol entsprach. Die Aromastoffe wurden mit Ethanol verdiinnt,
weswegen das maximale Volumen, in dem die Verbindungen zugegeben wurden, durch die
Schwelle von Ethanol in Ol (830 ug/kg) begrenzt war. Als Matrix wurde desodoriertes,
Rapso6l verwendet, damit diese so gut wie moglich mit der des nativen Rapsoéls
tibereinstimmte. Die Ahnlichkeit von Originaldl und Rekombinat wurde auf einer Skala von 0-
3 bewertet (3 = identisch, 2 = Lebensmittel erkannt, 1 = geringe Ahnlichkeit, 0 = keinerlei
Ahnlichkeit).

Die Erstellung von Aromaprofilen erfolgte mit einem Sensorikpanel, bestehend aus 20
geschulten Teilnehmern, denen die Proben (NGS-Rapsdl, NOF-Raps6l, NOFS-Rapssaat
und die jeweiligen Rekombinate, je 3 mL/3 g) in Sensorikglasern zur orthonasalen Prifung
vorgelegt wurden (siehe 3.1.5). Fir die Charakterisierung wurden wassrige
Referenzlosungen der in Tabelle 26 aufgefiihrten Aromastoffe gereicht, welche in einer
vorigen Geruchsbeschreibung durch die Panelisten nach Haufigkeit der genannten Attribute
ermittelt wurden. Die Konzentrationen der Referenzlésungen wurden so gewahlt, dass sie
etwa das zehnfache der Erkennungsschwelle des jeweiligen Aromastoffs in Wasser
betrugen. Die wahrgenommenen Geruchsintensitaten wurden auf einer siebenstufigen Skala
von ,0“ bis ,3“ vom Sensorikpanel bewertet, wobei halbzahlige Zwischennoten mdglich
waren. ,0“ bedeutete hierbei keine Geruchswahrnehmung, ,1“ einen schwachen, ,2“ einen

deutlich wahrnehmbaren und , 3" einen sehr starken Geruchseindruck.
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Tabelle 26: Referenzaromastoffe fir die Aromaprofilanalysen in NGS, NOF und NOFS

Geruchseindruck Referenz

Kohl Dimethylsulfid

fettig/nussig (E,E)-2,4-Decadienal
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin

erdig 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin

malzig 2-Methylbutanal

schweildig 2-Methylbuttersaure/Buttersaure

wirzig 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on

Fir die Charakterisierung der gedampten Rapsdle GGS (gedampftes Golden Standard
Rapsdl) und GOFF (gedampftes Off-Flavor Rapsdl fischig) wurden wassrige
Referenzlésungen der in Tabelle 27 aufgefiihrten Aromastoffe gereicht, welche in einer
vorigen Geruchsbeschreibung durch die Panelisten nach Haufigkeit der genannten Attribute

ermittelt wurden.

Tabelle 27: Referenzaromastoffe fur die Aromaprofilanalysen in GGS und GOFF

Geruchseindruck Referenz

Kohl Dimethylsulfid

fettig (E,E)-2,4-Decadienal/

Erbse, erdig 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin
essigsauer Essigsaure

schweillig 2-Methylbuttersaure/Buttersaure
fischig Trimethylamin

3.2 Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen

3.2.1. Entwicklung einer Isolierungsmethode der fliichtigen Verbindungen

Durch Optimierung des Aufarbeitungsprozesses basierend auf einer Kombination von
Kurzwegdestillation und anschlielender SAFE-Destillation (Engel et al., 1999) konnte eine
Methode entwickelt werden, die zum einen schonend war und somit ein Abbau bzw. eine
Neubildung von aromaaktiven Verbindungen verhinderte und zum anderen die bendtigte
Probenmenge verringerte, verglichen mit einer Isolierung, die ausschliellich Uber die Solvent

Assisted Flavor Evaporation durchgefiihrt wurde.

So wurden zur Identifizierung Probenvolumina von 100 mL des sensorisch einwandfreien Ols

(,Golden Standard“) und 70 mL des ,Off-Flavor‘-Ols eingesetzt.
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Uberpriifung der Aufarbeitungs-/Isolierungsmethode auf Abbau und Neubildung von

geruchsaktiven Verbindungen

Zur Uberpriifung der gewahlten Aufarbeitungsmethode fiir die Isolierung der Aromastoffe
wurde sowohl das eingeengte Destillat nach der Kurzwegdestillation als auch nach der
Hochvakuumdestillation (SAFE) zum geruchlosen Rickstand dotiert und ein Triangeltest
durchgefihrt. Wenn wahrend der Aufarbeitung unter den gewahlten Parametern
(Umdrehungszahl 600 U/min, Manteltemperatur 60 °C, Tropfgeschwindigkeit ca. 2
Tropfen/Sekunde) bei der Kurzwegdestillation und bei der SAFE (Wasserbad 40 °C) kein
Abbau und/oder keine Artefaktbildung von Aromastoffen stattfindet bzw. bestimmte fllichtige
Verbindungen nicht diskriminiert werden, sollte mittels Triangeltest kein Unterschied in der
Geruchsqualitdat der zu vergleichenden Proben festgestellt werden koénnen. Bei der
Quantifizierung spielt ein Abbau von Aromastoffen eine untergeordnete Rolle, da dieser
durch einen internen, stabilisotopenmarkierten Standard korrigiert wird. Jedoch sollte eine

Artefaktbildung vermieden werden.

Nach der Kurzwegdestillation und der SAFE wurde bei Vergleich des nativen ,Off-Flavor“-
Rapsdls mit dem zudotierten Extrakt zur Matrix mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05

kein Unterschied der Proben festgestellt.

Nach der Kurzwegdestillation und der SAFE wurde bei Vergleich des nativen sensorisch
einwandfreien Rapsoéls (Golden Standard) mit dem zudotierten Extrakt zur Matrix mit einem

Signifikanzniveau von a = 0,1 kein Unterschied der Proben festgestellt.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Aufarbeitung einerseits schonend genug ist und dass

andererseits auch alle wichtigen Aromastoffe erfasst werden.

In Tabelle 29 sind die Prozessparameter nach Optimierung des Isolierungsschrittes der

flichtigen Verbindungen fur die Kurzwegdestillation aufgeflhrt.

Tabelle 28: Optimierte Prozessparameter der Kurzwegdestillation

Parameter der Prozessfiihrung

Manteltemperatur 50 °C
Eintropfgeschwindigkeit 2 Tropfen pro Sekunde
Rotorblattgeschwindigkeit 600 U/min
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3.2.2. Entwicklung einer Isolierungsmethode fur Trimethylamin

Durch Isolierung mittels Extraktion mit Milliporewasser (pH = 4) konnte keine ausreichende
Konzentration erreicht werden, um Trimethylamin mit lonenaustauschchromatographie und

Leitfahigkeitsdetektor zu quantifizieren.

Die Isolierung mit Milliporewasser (pH =4) und anschlieRender Konzentrierung am
Rotationsverdampfer ergab ahnliche Intensitaten fir Trimethylamin wie die Isolierung mit
voriger SAFE Destillation. Daher wurden die Proben mit Milliporewasser (pH = 4)
ausgeschittelt und im Anschluss zur Trockene eingedampft und in 0,5 mL Milliporewasser

(pH = 4) aufgenommen und mittels Kationenaustauschchromatographie quantifiziert.

3.2.3. Headspace-Verdiinnungsanalyse (vHVA) und vergleichende Aroma-

extraktverdiinnungsanalyse (VAEVA)
3.2.3.1. vHVA und vAEVA von nativen Rapsélen (NGS und NOF)

Bei der statischen Headspace-Verdinnungsanalyse wurden beim Startvolumen (10 mL)
sechs geruchsaktive Verbindungen im sensorisch einwandfreien Rapsol detektiert, wahrend

beim ,Off-Flavor“-Rapsdl sieben geruchsaktive Komponenten wahrgenommen wurden.

Nach der Aromastoffisolierung (siehe 3.1.1) konnten durch Gaschromatographie-
Olfaktometrie und anschlieRender Headspace-Verdlinnungsanalyse (vHVA) sowie
vergleichender Aromaextraktverdinnungsanalyse (VAEVA) 56 geruchsaktive Regionen im
sensorisch einwandfreiem, nativen Rapsdl (NGS) und 45 geruchsaktive Verbindungen im
,Off-Flavor“-Rapsdl (NOF) mit einem Flavor-Dilution-Faktor (FD-Faktor) von mindestens 8
ermittelt werden.

Die fur das Gesamtaroma relevanten Verbindungen zeichnen sich durch hohe FD-Faktoren
aus, wobei zu beachten ist, dass die Verbindungen nicht durch Matrixeffekte, wie sie in der
Probe vorliegen, zurickgehalten werden und die AEVA somit lediglich ein Screening-

Verfahren darstellt.

3.2.3.2. vHVA und vAEVA von gedampften Rapsélen (GGS und GOFF)

Bei der vergleichenden Aromaextraktverdinnungsanalyse (VAEVA) wurden 44 geruchsaktive
Regionen in sensorisch einwandfreiem gedampftem Rapsél (GGS) und 45 in gedampftem

Rapsol mit fischigem ,Off-Flavor* detektiert. Es wurden bei beiden Olen weniger aromaaktive
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Verbindungen detektiert als beim nativen Rapsol, was unter anderem auf den

Dampfungsprozess zuriickgeflihrt werden kann.

Fir das sensorisch einwandfreie, gedampfte Rapsdl (GGS) und das gedampfte, fischige
,Off-Flavor“-Rapsol (GOFF) wurde jeweils eine Headspace-Verdiinnungsanalyse mit einem
Startvolumen von 10 mL Ol durchgefiihrt. Es konnten keine aromaaktiven Regionen
wahrgenommen werden, die nicht schon bereits mittels vVAEVA detektiert wurden. Dies kann
durch den Prozessschritt der kurzen Dampfung des Rapsdls erklart werden, bei dem die

leichtfliichtigen Geruchsstoffe entweichen kénnen.

3.2.4. Identifizierung der aromaaktiven Verbindungen mittels Geruchsqualitit,

Retentionsindices und Massenspektren

Durch den Vergleich des Golden Standards mit dem ,Off-Flavor-Ol kénnen letztlich
Riickschllsse auf die Bildung unerwiinschter Aromastoffe im ,Off-Flavor“-Ol bzw. den Abbau
erwlinschter Aromastoffe, die im guten Rapsél vorkommen, gezogen werden. Im Fall der
untersuchten nativen Rapsole ist die verstarkte Bildung unerwiinschter Inhaltstoffe sowie die
Neubildung von Aromastoffen wahrscheinlich, da sich die Ole sowohl in der
Aromastoffzusammensetzung unterschieden als auch in den FD-Faktoren der gleichen

aromaaktiven Verbindungen.

3.2.4.1. Native Rapsole NGS, NOF und Rapssaat NOFS

Vergleichende Headspaceverdiinnungsanalyse (VHVA)

Die Headspace-Verdiinnungsanalyse und die ldentifizierung der Schliisselaromastoffe vom
nativen, sensorisch einwandfreien Raps6l (NGS) sind in Tabelle 29 aufgefiihrt. Verbindung 1
wurde als Acetaldehyd, Verbindung 2 als Dimethylsulfid und Verbindung 3 als
Methylpropanal identifiziert. In NGS wies Dimethylsulfid den héchsten FD-Faktor von 8 auf,
gefolgt von Acetaldehyd mit FD 4. Methylpropanal (3, malzig) wies lediglich einen FD-Faktor
von 1 auf, das in NOF mit einem FD-Wert von 4 den héchsten FD-Faktor darstellt. Einen FD-
Faktor von 2 hatten die Komponenten Acetaldehyd (1, stechend, frisch) und 2 (Kohl) in NOF.
Die Rapssaat NOFS =zeigte relativ niedrige FD-Faktoren fur Acetaldehyd (FD = 1),
Dimethylsulfid (FD = 2) und Methylpropanal (FD = 2).
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Tabelle 29: Statische Headspace-Verdiinnungsanalyse des nativen Golden Standards

FD Faktor®
Nr2  Verbindung® Geruchsqualitit® RI (DB-5)" NGS NOF NOFS
1 Acetaldehyd stechend, grin <500 4
2 Dimethylsulfid Spargel 505
3 Methylpropanal malzig 576 1

“Nummerierung gemaR der Elutionsreihenfolge an einer DB-5-Saule.

bIdentifizierung der Verbindung durch Vergleich der entsprechenden Referenzsubstanzen nach folgenden
Kriterien: Geruchsqualitat bei gleicher Intensitat und Retentionsindices (Rls) sowie MS-Spektren im El- und ClI-
Modus.

“Geruchsqualitat der Verbindung am Sniffing-Port.

9Retentionsindex auf einer DB-5-Saule.

°Flavor Dilution-Faktor, berechnet als Verhaltnis von héchst analysiertem Volumen zu geringst analysiertem
Volumen, in dem ein Aromastoff wahrnehmbar war (DB-5-Saule).

Unterschiede gemaR FD-Fakoren (VHVA) in NGS und NOF

Nach vHVA konnten bzgl. der FD-Faktoren folgende Unterschiede zwischen den nativen
Olen (NGS/NOF) festgestellt werden. Dimethylsulfid (2) wies mit 8 einen héheren FD-Faktor
im NGS-Rapsol als im NOF-Rapsol auf sowie Acetaldehyd (1), das einen FD-Faktor von 4

aufweist im gegensatz zu NOF (FD 2).Die Verbindungen Methylpropanal (3) zeigte in NOF-
Rapsdl einen erhéhten FD-Faktor von 4, wahrend in NGS lediglich ein FD-Faktor von 1

bestimmt wurde.

Aromaextraktverdiinnungsanalyse NGS, NOF und NOFS

In Tabelle 30 sind die identifizierten Verbindungen, die am Sniffing-Port des
Gaschromatographen detektierten Geruchsqualitaten, die Retentionsindices auf zwei Saulen
verschiedener Polaritat (DB-5; DB-FFAP) und deren zugehorige FD-Faktoren bei der vVAEVA
zusammengefasst.

Mit der vAEVA von NGS wurden 56 geruchsaktive Verbindungen mit FD = 8 detektiert. In

NOF wurden lediglich 45 geruchsaktive Regionen wahrgenommen ebenso in der Rapssaat

NOFS aus dem NOF gepresst wurde.
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Tabelle 30: Aromaaktive Verbindung, Geruchsqualitat, Retentionsindices auf zwei verschiedenen stationaren Phasen (DB-FFAP, DB-5) und FD-Faktoren

in NGS und NOF Rapsdl sowie der Rapssaat NOFS auf dem NOF gepresst wurde

a . b fic RI° FD Faktor®
Nr. Verbindung Geruchsqualitat DB-FEAP DB5 NGS NOF NOFS
4 3-Methylbutanal malzig 941 652 32 128 256
5 2-methylbutanal malzig 943 652 32 128 256
6 Methyl 2-methylbutanoat fruchtig 1001 755 8 <8 <8
7 Ethyl 2-methylbutanoat fruchtig 1013 847 <8 512 128
8 Hexanal grun 1020 802 32 16 8
9 Myrcen Hopfen, Geranie 1137 986 64 <8 <8
10 Octanal Citrus, grin 1291 1009 512 128 64
11 1-Octen-3-on Pilz 1299 980 128 32 256
12 Dimethyltrisulfid Kohl 1367 968 128 512 2048
13 (2)-1,5-Octadien-3-on Hopfen, Geranie 1377 983 32 8 8
14 (Z)-3-Hexen-1-ol fettig, Gurke 1390 858 16 <8 <8
15 (E)-2-Octenal nussig, rostig 1394 1053 8 <8 8
16 1-Octen-3-ol Pilz 1402 980 32 <8 <8
17 (Z2)-6-Nonenal Citrus, 1423 nd 32 32 <8
18 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin erdig, Erbse 1428 1095 2048 1024 1024
19 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin erdig, Erbse 1457 1078 32 128 64
20 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin erdig, Erbse 1459 1078 32 128 32
21 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin erdig, rostig 1491 1164 32 1024 256
22 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin Grune Paprika 1516 1095 2048 2048 512
23 (E)-2-Nonenal Gurke 1527 1147 32 32 16
24 Linalool Citrus 1541 1105 32 64 64
25 2-Acetylpyridin nussig, rostig 1550 nd 32 128 <8
26 1-Octanol Citrus 1564 1073 32 64 32
27 (E,2)-2,6-Nonadienal Gurke 1577 nd 32 16 <8
28 Acetylpyrazin Popcorn 1624 1022 <8 32 8
29 Buttersaure schweilig 1636 821 32 16 32
30 (E)-2-Decenal fettig, nussig 1643 1261 32 <8 32
31 2-Methylbuttersaure schweillig 1665 860 32 256 1024
32 3-Methylbuttersaure schweillig 1667 860 32 256 1024
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a : b o RI° FD Faktor®
Nr. Verbindung Geruchsqualitat DB-FEAP DB5 NGS NOF NOFS
33 (E,E)-2-4-Nonadienal fettig, grin 1686 1223 64 512 256
34 2-Propionylthiazol rostig 1705 nd 512 64 32
35 Geranial Citrus 1720 1272 64 8 8
36 Pentansaure schweilig 1728 nd 8 <8 <8
37 (E,Z)-2,4-Decadienal frittiert 1740 1223 64 64 64
38 unbekannt stechend 1770 nd 32 <8 <8
39 (E,E)-2,4-Decadienal frittiert 1795 1318 8 32 128
40 (E)-B-Damascenon fruchtig, Bratapfel 1815 nd 8 <8 <8
41 trans-2,3-Epoxyundecanal metallisch 1843 1245 64 32 16
42 2-Methoxyphenol geraucherter Schinken, 1865 1086 32 2048 512
rauchig
43 2-Phenylethanol blumig, Honig 1916 1116 64 2048 128
44 y-Octalacton Kokosnuss 1922 1264 64 <8 32
45 Heptansaure schweilig, griin 1949 nd 16 <8 128
46 trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch 2008 1382 512 64 32
47 y-Nonalacton Kokosnuss 2031 1350 64 32 64
48 4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-on  Karamell 2047 1069 64 32 16
49 d-Nonalacton Kokosnuss 2075 1366 64 <8 8
50 4-Methylphenol fakalisch 2078 1077 32 256 128
51 unbekannt phenolisch 2097 nd 2048 512 1024
52 y-Decalacton Pfirsich, Kokosnuss 2154 1476 128 <8 <8
53 2-Methoxy-4-vinylphenol rauchig 2183 1318 32 8 <8
54 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on  wiirzig 2206 1109 64 256 2048
55 2-Aminoacetophenon foxy 2229 1300 2048 512 256
56 3-Propylphenol rauchig, Leder 2284 nd <8 32 <8
57 4-Vinylphenol phenolisch 2368 1237 8 32 <8
58 Indol fakalisch 2472 1287 <8 8 <8
59 Phenylessigsaure Honig, Bienenwachs 2533 1261 32 <8 16
60 Vanillin Vanille 2540 1406 32 <8 16

“Die Nummerierung erfolgte gemaR Elutionsreihenfolge der Gruchsqualitaten von ,Golden Standard* und ,Off-Flavor*-Ol auf einer DB-FFAP fortlaufend. Jede Verbindung
entspricht einer Nummer, unabhéngig vom untersuchten Ol.

124



bIdentifizierung der Verbindung durch Vergleich der entsprechenden Referenzsubstanzen nach folgenden Kriterien: Geruchsqualitat bei gleicher Intensitat und
Retentionsindices (RIs) auf zwei Kapillarsaulen unterschiedlicher Polaritat (DB-FFAP und DB-5) sowie MS-Spektren im EI- und Cl-Modus.

‘Geruchsqualitat der Verbindung am Sniffing-Port.

‘Retentionsindex.

°Flavor Dilution-Faktor des Aromastoffs (DB-FFAP-S&ule).

nd: not detected — nicht wahrgenommen.
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Natives sensorisch einwandfreies Rapsol (NGS)

Nativer ,Golden Standard”

Bei der mit hochstem FD-Faktor von 2048 identifizierten Verbindung handelte es sich um 2-

Isoproyl-3-methoxypyrazin (18, erdig, Erbse), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (22, grine
Paprika) und 2-Aminoacetophenon (55, foxy). Mit einem FD-Faktor von 512 wurden folgende
Verbindungen identifiziert: Octanal (10, Citrus, grun), 2-Propionyl-2-thiazol (34, rostig) und
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (46, metallisch). Ein FD-Faktor von 128 wurde fur 1-Octen-3-
on (11, Pilz), Dimethyltrisulfid (12, Kohl), und y-Decalacton (52, Pfirsich, Kokosnuss)
ermittelt. Mit einem FD-Faktor von 64 konnten die Verbindungen Myrcen (9, Hopfen,
Geranie), (E,E)-2,4-Nonadienal (33, fettig, grtiin), Gernanial (35, Citrus), (E,Z)-2,4-Decadienal
(37, frittiert), trans-2,3-Epoxyundecanal (41, metallisch), 2-Phenylethanol (43, blumig, Honig),
y-Octalacton (44, Kokosnuss), y-Nonalacton (47, Kokosnuss), 4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-
3(2H)-on (48, Karamell), 6-Nonalacton (49, Kokosnuss) und 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-
2(5H)-on (54, wurzig) identifiziert werden. Weitere Verbindungen mit FD-Faktoren < 64 sind

in Tabelle 31 aufgelistet.

Natives stichig, wirziges ,Off-Flavor® Rapsol (NOF)

Es konnten folgende Verbindungen mit einem FD-Faktor von 2048 identifiziert werden: 2-
Isobutyl-3-methoxypyrazin (22, grine Paprika), 2-Methoxyphenol (42, geraucherter
Schinken, rauchig), und 2-Phenylethanol (43, blumig, Honig) gefolgt von 2-Isopropyl-3-
methoxypyrazin (18, erdig, Erbse) und 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (21, erdig, rostig) mit
einem FD-Faktor von 1024. Einen FD-Faktor von 512 zeigten Ethyl-2-methylbutanoat (7,
fruchtig), Dimethyltrisulfid (12, Kohl), (E,E)-2,4-Nonadienal (33, fettig, grin) und 2-
Aminoacetophenon (55, foxy). Einen FD-Faktor von 256 wiesen die Verbindungen 2-
Methylbuttersaure (31, schweillig), 3-Methylbuttersaure (32, schweilkig) 4-Methylphenol (50,
fakalisch) und 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on (54, wirzig) auf, gefolgt von 2-
Methylbutanal (4, malzig), 3-Methylbutanal (5, malzig), Octanal (10, Citrus), 2-Ethyl-3,5-
dimethylpyrazin (19, erdig, Erbse), 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin (20, erdig, Erbse) und 2-
Acetylpyridin (25, nussig, rostig) mit einem FD-Faktor von 128. Mit einem FD-Faktor von 64
wurden Linalool (24, Citrus), 1-Octanol (26, Citrus) 2-Propionylthiazol (34, rostig), (E,Z)-2,4-
Decadienal (37, frittiert), und trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (50, metallisch) identifiziert.
Weitere Verbindungen mit FD-Faktoren < 64 sind in Tabelle 31 aufgelistet.

Rapssaat (NOFS) aus der NOF gepresst wurde
Dimethyltrisulfid (12, Kohl) und 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on (54, wirzig) wurden

mit dem hoéchsten FD-Faktor von 2048 identifiziert, gefolgt von 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin
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(18, erdig, Erbse), 2-Methylbuttersdure (31, schweillig) und 3-Methylbuttersdure (32,
schweil3ig) mit einem FD-Faktor von 1024. 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (22, grine Paprika)
und 2-Methoxyphenol (42, gerducherter Schinken, rauchig), wiesen einen FD-Faktor von 512
auf. Einen FD-Faktor von 256 zeigten 2-Methylbutanal (4, malzig), 3-Methylbutanal (5,
malzig), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (21, erdig, rostig), (E,E)-2,4-Nonadienal (33, fettig,
grun) und 2-Aminoacetophenon (55, foxy) gefolgt von einem FD-Faktor von 128 fur Ethyl-2-
methylbutanoat (7, fruchtig), (E,E)-2,4-Decadienal (39, frittiert), 2-Phenylethanol (43, blumig,
Honig), Heptansaure (45, schweildig, grin) und 4-Methylphenol (50, fakalisch). Weitere
Verbindungen mit FD-Faktoren < 64 sind in Tabelle 30 aufgelistet.

3.2.4.2. Gedampfte Rapsole GGS und GOFF

In Tabelle 31 sind die identifizierten Verbindungen der gedampften Ole GGS und GOFF, die
am Sniffing-Port des Gaschromatographen detektierten Geruchsqualitaten, die
Retentionsindices auf zwei Saulen verschiedener Polaritdt (DB-5; DB-FFAP) und deren

zugehorige FD-Faktoren bei der vVAEVA zusammengefasst.
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Tabelle 31: Aromaaktive Verbindung, Geruchsqualitat, Retentionsindices auf zwei verschiedenen Phasen (DB-FFAP, DB-5) und FD-Faktoren in GGS und GOFF

Rapsol
Nr.? Verbindung® Geruchsqualitit® RI° FD-Faktor®
DB-FFAP DB-5 GGS GOFF
1 1-Penten-3-on stechend, tranig 1036 nd - 8
2 Hexanal grin 1078 802 32 32
3 1-Hexen-3-on Gummi, stechend 1093 767 32 4
4 Ethyl-3-methylpentanoat fruchtig 1155 nd 8 -
5 (Z,2)-3,6-Nonadienal griin, fettig 1227 nd 32 16
6 (Z2)-4-Heptenal talgig 1232 910 4 32
7 Octanal Citrus, grun 1291 1009 16 8
8 1-Octen-3-on Pilz 1299 980 256 64
9 Dimethyltrisulfid Kohl 1367 968 64 128
10 (2)-1,5-Octadien-3-on Geranie, Hopfen 1377 983 16 64
11 (2)-3-Hexen-1-ol fettig, Gurke 1390 858 32 64
12 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin erdig, Erbse 1428 1095 256 512
13 Essigsaure Essig 1474 nd 8 128
14 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin erdig, rostig 1491 1164 32 64
15 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin grine Paprika 1516 1195 32 32
16 (E)-2-Nonenal Gurke 1527 1147 256 256
17 1-Octanol Citrus 1564 nd 16 64
18 (E,E)-2,4-Heptadienal fettig, blumig 1565 nd 8 4
19 (E,Z)-2,6-Nonadienal Gurke 1571 1152 64 32
20 (Z)-2-Decenal fettig 1587 nd 16 128
21 Buttersaure schweiBig 1636 821 64 1024
22 (E)-2-Decenal fettig, nussig 1643 1261 16 128
23 2-Methylbuttersaure schweilig 1667 860 128 256
24 3-Methylbuttersaure schweilig 1667 860 128 256
25 (E,E)-2,4-Nonadienal fettig, griin 1686 1223 64 64
26 2-Propionylthiazol rostig 1705 nd 64 32
27 (E,Z)-2,4-Decadienal frittiert 1740 1293 64 16
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Nr.? Verbindung® Geruchsqualitt® RI° FD-Faktor®
DB-FFAP DB-5 GGS GOFF
28 (E,E)-2,4-Decadieanal frittiert 1795 1318 256 512
29 unbekannt metallisch, seifig, Citrus 1805 nd 256 256
30 trans-2,3-Epoxyundecanal Citrus, metallisch 1843 1396 16 8
31 Ethyl-3-phenylpropanoat blumig 1849 nd 8 4
32 2-Phenylethanol blumig, Honig 1916 1116 256 256
33 y-Octalacton Kokos 1922 1264 16 32
34 Heptansaure ranzig, schweilig 1949 nd 32 16
35 (E)-2-Tridecenal metallisch 1957 1555 16 16
36 trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch 2008 1382 2048 2048
37 y-Nonalacton Pfirsich, Kokos 2031 1350 256 128
38 o-Nonalacton Kokos 2075 1366 16 32
39 4-Methylphenol fakalisch 2078 1083 256 256
40 unbekannt phenolisch 2097 nd 256 128
41 y-Decalacton Pfirsich 2154 1476 256 64
42 Eugenol Nelke 2158 1316 4 8
43 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on wiirzig 2206 nd 512 512
44 2-Aminoacetophenon foxy 2229 nd 32 8
45 3-Propylphenol rauchig, Leder 2284 nd 8 32
46 Phenylessigsaure Honig 2533 1256 512 128
47 Vanillin Vanille 2540 1414 128 128

®Die Nummerierung erfolgte gemaR Elutionsreihenfolge der Gruchsqualitdten von ,Golden Standard* und ,Off-Flavor-Ol auf einer DB-FFAP fortlaufend. Jede Verbindung

entspricht einer Nummer, unabhéngig vom untersuchten Ol.

bIdentifizierung der Verbindung durch Vergleich der entsprechenden Referenzsubstanzen nach folgenden Kriterien: Geruchsqualitat bei gleicher Intensitat und Retentionsindices
(Rls) auf zwei Kapillarsaulen unterschiedlicher Polaritat (DB-FFAP und DB-5) sowie MS-Spektren im El- und Cl-Modus.

“Geruchsqualitat der Verbindung am Sniffing-Port.

YRetentionsindex.

°Flavor Dilution-Faktor des Aromastoffs (DB-FFAP-S&ule).
nd: not detected — nicht wahrgenommen.
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Gedampftes, sensorisch einwandfreies Rapsol (GGS)

Bei der mit héchstem FD-Faktor von 2048 identifizierten Verbindung handelte es sich um
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (36, metallisch), gefolgt von 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-
5(2H)-on (43, wurzig) und Phenylessigsaure (46, Honig) mit einem FD-Faktor von 512. Mit
einem FD-Faktor von 256 wurden folgende Verbindungen identifiziert: (Z,Z)-3,6-Nonadienal
(5, grun, fettig), 1-Octen-3-on (8, Pilz), 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (12, erdig, Erbse), (E)-
2-Nonenal (16, Gurke), 2-Methylbuttersdure (23, schweilig), 3-Methylbuttersaure (24,
schweillig), 2-Propionylthiazol (26, rostig), (E,E)-2,4-Decadienal (28, fettig, frittiert), 2-
Phenylethanol (32, blumig, Honig), y-Nonalacton (37, Pfirsich, Kokos), 4-Methylphenol (39,
fakalisch) und y-Decalacton (41, Pfirsich). Die Verbindung Vanillin (47, Vanille) wies einen
FD-Faktor von 128 auf, gefolgt von (Z)-3-Hexenol (11, fettig, Gurke), (E,Z)-2,6-Nonadienal
(19, Gurke), (2)-2-Decenal (20, fettig), Buttersaure (21, schweilig), (E,E)-2,4-Nonadienal
(25, fettig) und (E,Z)-2,4-Decadienal (27, frittiert), alle mit einem FD-Faktor von 64. Weitere

identifizierte Verbindungen mit einem FD-Faktor < 32 sind in Tabelle 31 aufgeflhrt.

Gedampftes, fischiges ,Off-Flavor‘ Rapsol (GOFF)

Bei der mit héchstem FD-Faktor von = 2048 identifizierten Verbindung handelte es sich

erneut um frans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (36, metallisch), gefolgt von Buttersaure (21,
schweillig) mit einem FD-Faktor von 1024. Mit einem FD-Faktor von 512 wurden folgende
Verbindungen identifiziert: 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (12, erdig, Erbse), (E,E)-2,4-
Decadienal (28, fettig, frittiert) und 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-5(2H)-on (43, wirzig). Die
Verbindungen (E)-2-Nonenal (16, Gurke, fettig), 2-Methylbuttersaure (23, schweilig), 3-
Methylbuttersaure (24, schweillig), 2-Phenylethanol (32, blumig, Honig) und 4-Methylphenol
(39, fakalisch) wiesen einen FD-Faktor von 256 auf. Mit einem FD-Faktor von 128 konnten
die Verbindungen (Z,Z2)-3,6-Nonadienal (5, grin, fettig), (2)-1,5-Octadien-3-on (10, Geranie,
Hopfen), (Z)-3-Hexenol (11, fettig, Gurke), (Z)-2-Decenal (20, fettig), (E)-2-Decenal (22,
fettig, nussig), 2-Propionylthiazol (26, rostig), y-Nonalacton (37, Pfirsich, Kokos), 3-
Propylphenol (45, rauchig, Leder), Phenylessigsaure (46, Honig) und Vanillin (47, Vanille),
und mit einem FD-Faktor von 64, 1-Octen-3-on (8, Pilz), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (14,
erdig, rostig), 1-Octanol (17, Citrus), (E,E)-2,4-Nonadienal (25, fettig, frittiert) und vy-

Decalacton (41, Pfirsich) identifiziert werden.

Unterschiede gemafy FD-Faktoren in GGS und GOFF

Nach VvAEVA konnten bzgl. der FD-Faktoren folgende Unterschiede zwischen den

gedampften Olen (GGS/GOFF) festgestellt werden. Es wurden sieben Aromastoffe

detektiert, die sich in ihren FD-Faktoren um mindestens drei Verdinnungsstufen
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unterschieden. Nur ein Aromastoff (Propyl-3-methylpropanoat, 4) war im gedampften,
sensorisch einwandfreien Raps6l (GGS) in einer hdheren Verdinnung detektiert worden. Die
Aromastoffe 1-Penten-3-on (1), (Z2)-4-Heptenal (6), (Z)-1,5-Octadien-3-on (10), Buttersaure
(21), (E)-2-Decenal (22) und 3-Propylphenol (45) zeigten mindestens 3-fach héhere FD-
Faktoren in GOFF.

Keine der am Sniffing-Port einzeln detektierten Geruchsqualitaten im fischigen ,Off-Flavor®-
Rapsél konnte als ,fischig“ beschrieben werden. Daher muss der fischige Gesamteindruck
des gedampften Rapsdls (GOFF) durch Kombination aus verschiedenen Aromastoffen in
einem bestimmten Verhaltnis resultieren oder der betreffende Aromastoff wird durch die

Isolierungsmethode bzw. Analysenmethode nicht erfasst.

3.2.5. Quantifizierung aromaaktiver Verbindungen in den nativen Rapsélen NGS und
NOF (SIVA) und

Aromawertberechnung (AW)

mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Die AEVA lieferte ein erstes Screening Uber die Wichtigkeit einzelner Aromastoffe im Rapsal.
Um jedoch die Relevanz eines Aromastoffs flir das Gesamtaroma beurteilen zu kénnen, sind
exakte quantitative Daten erforderlich. Es wurden gemaR AEVA zunachst die
Aromakomponenten quantifiziert, die einen hohen FD-Faktor aufwiesen. Die Quantifizierung
erfolgte mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA). Dazu wurden Isotopologe des

betreffenden Aromastoffs als interner Standard eingesetzt (Tabelle 32).

Tabelle 32: Zur Quantifizierung eingesetzte satbilisotopenmaarkierte Standards mit zugehorigen
Massenspuren, Responsfaktoren sowie verwendete Kapillarsaulen und Systeme

Aromastoff Stabillsotopenmarkier- Massenspuren R# Kapillar- System
ter Standard (m/z) saulen® ¢
Analyt Standard
2-Acetylpyridin [“H,.4]- 2-Acetylpyridin 122 124-126 0,97 DB-FFAP/ I
] OV-1701
Acetylpyrazin [“Hs]-Acetylpyrazin 123 126 0,69 DB-FFAP/ I
] OV-1701
2-Aminoacetophenon [*H]-2- 135 138 0,87 DB-FFAP/ I
Aminoacetophenon OV-1701
Buttersaure [“H,]-Buttersaure 89 91 1,00 DB-FFAP I
2-sec-Butyl-3- [*Hs]-2-sec-Butyl-3- 167 170 0,65 DB-FFAP/ Il
methoxypyrazin methoxypyrazin OV-1701
(E,E)-2,4-Decadienal [*Hz.4]-(E,E)-2,4- 153 155-157 0,97 DB-FFAP/ Il
Decadienal OV-1701
Dimethylsulfid [“He]-Dimethylsulfid 63 69 0,71 DB-5 11
Dimethyltrisulfid [“He]-Dimethyltrisulfid 127 133 0,95 DB-FFAP/ Il
] OV-1701
Ethyl-2-methylbutanoat [*H3]-Ethyl-2- 131 134 0,83 DB-FFAP/ Il
methylbutanoat BGB176
2-Ethyl-3,5- [*Hs]- 2-Ethyl-3,5- 137 142 0,76 DB-FFAP/ Il
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Aromastoff Stabillsotopenmarkier- Massenspuren R Kapillar- System
ter Standard (m/z) saulen® ¢
Analyt Standard
dimethylpyrazin dimethylpyrazin OV-1701
2-Ethyl-3,6- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 137 142 0,94 DB-FFAP/ Il
dimethylpyrazin dimethylpyrazind OV-1701
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [*H,]-trans-4,5-Epoxy-(E)- 97 99 0.99 DB-FFAP v
decenal 2-decenal
Hexanal [ZH2.4]-HexanaI 101 103-105 1,00 DB-FFAP |
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 129 131 1,00 DB-FFAP/ I
dimethylfuran(5H)-on dimethylfuran(5H)-on OV-1701
4-Hydroxy-2,5- ["°C,]-4-Hydroxy-2,5- 129 131 1,00 DB-FFAP/ Il
dimethylfuran-3-(2H)-on dimethylfuran-3-(2H)-on OV-1701
2-Isobutyl-3- [*H]-2-Isobutyl-3- 167 170 0,87 DB-FFAP/ Il
methoxypyrazin methoxypyrazin OV-1701
2-Isopropyl-3- [*H]-2-Isopropyl-3- 153 156 0,96 DB-FFAP/ Il
methoxypyrazin methoxypyrazin OV-1701
Octanal [*H,.4]-Octanal 129 131-133 0,88 DB-FFAP/ Il
] OV-1701
2-Methoxyphenol [“H3]-2-Methoxyphenol 125 128 1,00 DB-FFAP/ I
] OV-1701
2-Methylbutanal [*H,]-2-Methylbutanal 87 89 0,96 DB-FFAP/ Il
BGB174
3-Methylbutanal [*H,]-3-Methylbutanal 87 89 0,89 DB-FFAP/ Il
BGB174
2-Methylbuttersaure [2Hg]-2-Methbeutterséure 103 112 0,69 DB-FFAP/ I
BGB176
3-Methylbuttersaure [*H]-3-Methylbuttersaure 103 105 1,00 DB-FFAP/ Il
BGB176
4-Methylphenol [*H;]-4-Methylphenol 109 116 0,75 DB-FFAP/ Il
] OV-1701
Myrcen [“He]-Myrcen 137 143 1,00 DB-FFAP/ I
OV-1701
(E,E)-2,4-Nonadienal [*H]-(E,E)-Nonadienal 139 141 0,91 DB-FFAP/ Il
OV-1701
(E,Z2)-2,6-Nonadienal [*H,]-(E,Z)-2,6-Nonadienal 139 141 0.89 DB-FFAP/ Il
ov1701
y-Nonalacton [*H,]-y-Nonalacton 157 159 0,71 DB-FFAP I
(E)-2-Nonenal [*H,]-Nonenal 141 143 0,75 DB-FFAP/ Il
OV-1701
y-Octalacton [“H,]-y-Octalacton 143 145 0,66 DB-FFAP I
1-Octen-3-on [2H2.4]-‘I-Octen-3-on 127 129-131 0,61 DB-FFAP/ Il
] OV-1701
2-Phenylethanol [“Hs]-Phenylethanol 105 110 0,70 DB-FFAP I

#Gemittelte Responsefaktoren (RF) aus den Verhaltnissen Analyt und Standard: 1+5, 1+3, 1+1, 3+1, 5+1.

PKapillarsaulenkombination bei Quantifizierung mittels zweidimensionaler HRGC-MS
°GC-Systeme zur Quantifizierung: | HRGC-MS, Il HRGC-HRGC-MS, lll HS-HRGC-MS, IV HRGC-MS (NCI), V HS-

SPME-HRGC-MS

dzur Quantifizierung von 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin wurde [2H3]-2-Ethyl—3,5-dimethylpyrazin als stabilisotopen-

markierter Standard verwendet.

3.2.5.1. Sensorisch einwandfreies natives Rapsol (NGS)

Die ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe im nativen, sensorisch einwandfreien

Rapsol sind

in Tabelle 33 zusammengefasst und basieren auf Mittelwerten von
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Mehrfachbestimmungen unterschiedlicher Chargen. Die hdchste Konzentration wurde fur
Hexanal mit 511 pg/kg bestimmt, gefolgt von Octanal (383 pg/kg) und y-Nonalacton (278
pg/kg). 2-Aminoacetophenon, Buttersaure, Dimethylsulfid, 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal,
(E)-2-Nonenal, (E,E)-2,4-Nonadienal, (E,Z)-2,6-Nonadienal, y-

Octalacton und 2-Phenylethanol wurden im Konzentrationsbereich von 10 bis 100 pg/kg

3-Methylbuttersaure,

ermittelt. Einen Gehalt im Bereich zwischen 1 und 10 pg/kg wiesen die Analyten 2-sec-Butyl-
3-methoxypyrazin, (E,E)-2,4-Decadienal, Dimethyltrisulfid, trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal, 4-
Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-on, 2-lIsopropyl-3-methoxypyrazin, Myrcen, 1-Octen-3-on
und auf. Zehn Aromastoffe befanden sich in Konzentrationsbereichen < 1 ug/kg: 2-
Acetylpyridin, Acetylpyrazin, 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin, 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin, 2-
Ethyl-2-Isobutyl-3-methoxypyrazin,

Ethyl-2-methylbutanoat, 2-Methoxyphenol, 2-

Methylbuttersaure, 4-Methylphenol und Sotolon.

Tabelle 33: Konzentrationen der Aromastoffe im nativen, sensorisch einwandfreien Rapsoél (NGS)

Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n°
tration bereich®
[ug/kg]®

Hexanal [2H2_4]-Hexanal 511 457-558 4
Octanal [2H2_4]—Octanal 383 360-401 5
y-Nonalacton [“H,]-y-Nonalacton 278 270-285 4
Buttersaure [“H,]-Buttersaure 53,8 51,3-56,3 2
(E,E)-2,4-Nonadienal [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal 52,9 50,8-59,1 5
y-Octalacton [*H,]-y-Octalacton 52,2 50,4-53,5 3
3-Methylbutanal [“H,]-3-Methylbutanal 32,8 28,8-36,5 3
(E)-2-Nonenal [*H.]-(E)-2-Nonenal 30,9 28,1-32,8 3
3-Methylbuttersaure [*H.,]-3-Methylbuttersaure 251 23,8-25,8 3
2-Phenylethanol [“Hs]-2-Phenylethanol 24,3 21,1-28,7 4
(E,Z)-2,6-Nonadienal [*H,]-(E,Z)-2,6-Nonadienal 20,9 18,2-23,2 4
Dimethylsulfid [*He]-Dimethylsulfid 18,5 16,5-20,0 4
2-Aminoacetophenon [“H3]-2-Aminoacetophenon 171 16,3-18,2 3
2-Methylbutanal [*H,]-2-Methylbutanal 16,9 13,7-21,3 3
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [*H.]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2- 9,75 8,80-10,7 2
decenal decenal

4-Hydroxy-2,5- ['°C,]-4-Hydroxy-2,5-dimethyl- 8,96 8,61-9,63 5
dimethylfuran-3(2H)-on 3(2H)-furanon

(E,E)-2,4-Decadienal [*Hz.4]-(E,E)-2,4-Decadienal 4,49 4,17-4,90 3
Myrcen [“Hg]-Myrcen 5,49 5,10-5,74 4
1-Octen-3-on [*H,.4]-1-Octen-3-on 3,90 3,58-4,54 4
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Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n

tration bereich®

[ug/kg]®
2-Isopropyl-3- [“H3]-2-Isopropyl-3- 3,29 3,05-3,61 5
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-sec-Butyl-3- [“H3]-2-sec-Butyl-3- 1,54 1,47-1,61 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
Dimethyltrisulfid [“Hg]-Dimethyltrisulfid 1,10 1,06-1,15 3
4-Methylphenol [2H7]-4-Methylphenol 0,54 0,46-0,65 3
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 0,46 0,38-0,53 7
dimethylfuran-2(5H)-on  dimethylfuran-2(5H)-on
2-Acetylpyridin [“H,.4]-2-Acetylpyridin 0,40 0,32-0,47 2
2-Ethyl-3,6- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,28 0,24-0,31 2
dimethylpyrazin dime’[hylpyrazind
2-Isobutyl-3- [*Hs]-2-Isobutyl-3- 0,18 0,16-0,19 5
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Methoxyphenol [*Hs]-2-Methoxyphenol 0,18 0,16-0,19 3
Ethyl-2-methylbutanoat  [*Hs]-Ethyl-2-methylbutanoat 0,14 0,13-0,15 2
2-Ethyl-3,5- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,07 0,06-0,07 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
Acetylpyrazin [*Hs]-Acetylpyrazin 0,04 0,03-0,04 2
2-Methylbuttersaure [*Hq]-2-Methylbuttersaure 0,03 0,02-0,03 2

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.

bNiedrigster und hochster Wert aus n Bestimmungen.

°Anzahl der Bestimmungen.

9Zur Quantifizierung von 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin wurde [2H3]-2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin als stabilisotopen-
markierter Standard verwendet.

Die Aromarelevanz einer Verbindung ist nicht ausschlief3lich von ihrer Konzentration
abhangig, sondern zusatzlich von ihrer Geruchsschwelle in der entsprechenden Matrix. Der
Aromawert (AW) ist definiert als Quotient aus der Konzentration eines Geruchsstoffs und
dessen Geruchsschwelle. Folglich tragen Verbindungen mit einem Aromawert 2 1 zum

Gesamtaroma des nativen, sensorisch einwandfreien Rapsoéls bei.

In Tabelle 34 sind neben den ermittelten Konzentrationen, die Geruchsschwellen in Ol sowie
die Aromawerte aufgelistet. Den hochsten Aromawert von 330 wies die Verbindung 2-
Isopropyl-3-methoxypyrazin auf, gefolgt von Dimethyltrisulfid (37), Buttersaure (7),
Dimethylsulfid (7), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (5), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (3),
Octanal (3), Hexanal (2), 3-Methylbutanal (2), (E,E)-2,4-Nonadienal (2) und 3-Hydroxy-4,5-
dimethylfuran-2(5H)-on (2). Die Konzentrationen der verbleibenden quantifizierten

Aromstoffe lagen unterhalb ihrer jeweiligen Geruchsschwellen.
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Tabelle 34: Konzentration, Geruchsschwelle in Ol und Aromawert von Schliisselaromastoffen im
nativen, sensorisch einwandfreien Rapsol (NGS)

Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°
[ug/kg]’ Ol [ug/kg]®

2-Isopropyl-3-methoxypyrazin 3,29 0,01 330
Dimethyltrisulfid 1,10 0,03 37
Buttersaure 53,8 7,9 7
Dimethylsulfid 18,5 2,6 7
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin 0,18 0,04 5
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 1,54 0,46 3
Octanal 383 135 3
Hexanal 511 300 2
3-Methylbutanal 32,8 15 2
(E,E)-2,4-Nonadienal 52,9 30 2
Sotolon 0,46 0,23 2
2-Acetylpyridin 0,40 500 <1
Actetylpyrazin 0,03 16 <1
2-Aminoacetophenon 17,4 21 <1
(E,E)-2,4-Decadienal 4,49 70 <1
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 9,75 12 <A1
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 0,07 1,7 <1
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin 0,28 76 <A1
Ethyl-2-methylbutanoat 0,14 04 <A1
4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)- 8,96 27 <1
on

2-Methoxyphenol 0,18 1,8 <A1
2-Methylbutanal 16,9 34 <1
2-Methylbuttersaure 0,02 110 <1
3-Methylbuttersaure 27,9 320 <1
4-Methylphenol 0,71 2,3 <A1
Myrcen 5,49 1800 <A1
(E,2)-2,6-Nonadienal 20,9 65 <1
y-Nonalacton 278 1284 <1
(E)-2-Nonenal 30,9 140 <1
y-Octalacton 52,2 282 <A1
1-Octen-3-on 3,90 61 <1
2-Phenylethanol 24,3 490 <A1
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aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
®Orthonasale Geruchsschwelle in Ol.
‘Aromawert: Quotient aus Konzentration und orthonasaler Geruchsschwelle.

3.2.5.2. Natives Rapsol mit stichig, wiirzigem ,,Off-Flavor* (NOF)

Nachdem die AEVA erste Anhaltspunkte gegeben hat, welche Verbindungen fir das Aroma
von NOF wichtig sein sollten, wurden die Konzentrationen dieser Aromastoffe mit hohen FD-

Faktoren mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse bestimmt.

Die ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe im NOF-Raps6l sind Tabelle 35
zusammengefasst und basieren auf Mittelwerten von Mehrfachbestimmungen
unterschiedlicher Aufarbeitungen. Die hochste Konzentration wurde flr Hexanal (695 ug/kg)
analysiert, gefolgt von sieben Geruchsstoffen mit einer Konzentration > 100 ug/kg: 3-
Methylbuttersaure (562 ug/kg), 2-Methylbuttersaure (344 ug/kg), 2-Methylbutanal (336
Ma/kg), 2-Phenylethanol (210 pg/kg), 3-Methylbutanal (166 ug/kg), Octanal (147 ug/kg) und
2-Methoxyphenol (138 ug/kg). Im Bereich zwischen 10-100 ug/kg wurden Dimethyltrisulfid
(88,4 ug/kg), y-Nonalacton (80,3 ug/kg), (E)-2-Nonenal (74,8 ug/kg), Ethyl-2-methylbutanoat
(56,9 ug/kg), (E,E)-2,4-Nonadienal (43,1 ug/kg), Buttersaure (37,1 ug/kg), v-Octalacton (29,3
Ma/kg), (E,E)-2,4-Decadienal (26,0 pug/kg), Myrcen (20,5 ug/kg), 2-Aminoacetophenon (18,7
Mg/kg), 2-Acetylpyridin (15,3 pg/kg), 4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-on (14,1 ug/kg), 3-
Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on (13,4 pg/kg), trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (12,4
Mg/kg), (E,Z)-2,6-Nonadienal (11,5 pg/kg) und 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin (10,1 pg/kg)
quantifiziert. Gehalte zwischen 1-10 pg/kg wurden fir 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (8,56
pg/kg), 2-lsobutyl-3-methoxypyrazin (6,67 pg/kg), Dimethylsulfid (6,10 pg/kg), 4-
Methylphenol (5,82 pg/kg), 2-lsopropyl-3-methoxypyrazin (2,94 ug/kg), 2-Ethyl-3,5-
dimethylpyrazin (2,64 ug/kg), 1-Octen-3-on (1,28 ug/kg) und Acetylpyrazin (0,84 pg/kg)
bestimmt. Mit diesen Konzentrationen wurde unter Zuhilfenahme der orthonasalen
Geruchsschwellen in Ol die Aromawerte fir die verschiedenen Verbindungen berechnet
(Tabelle 36).

Tabelle 35: Konzentrationen der Aromastoffe in nativem sensorisch stichig/modrigem Rapsol (NOF)

Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n°
tration bereich®
, [Hg/kgl®
Hexanal [“H,.4]-Hexanal 695 750-758 2
3-Methylbuttersaure [“H,]-3-Methylbuttersaure 562 540-575 3
2-Methylbuttersaure [*Hg]-2-Methylbuttersaure 344 316-377 3
2-Methylbutanal [*H,]-2-Methylbutanal 336 308-365 3
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Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n
tration bereich®
[ug/kg]®

2-Phenylethanol [“Hs]-2-Phenylethanol 210 192-232 3
3-Methylbutanal [*H,]-3-Methylbutanal 166 143-187 4
Octanal [*H.4]-Octanal 147 134-160 2
2-Methoxyphenol [*Hs]-2-Methoxyphenol 138 131-144 3
Dimethyltrisulfid [“Hg]-Dimethyltrisulfid 88,4 83,5-97,9 4
y-Nonalacton [“H,]-y-Nonalacton 80,3 75,8-84,6 3
(E)-2-Nonenal [*H]-(E)-2-Nonenal 74,8 71,1-78,5 2
Ethyl-2-methylbutanoat  [*Hs]-Ethyl-2- 59,9 56,3-63,5 2

methylbutanoat
(E,E)-2,4-Nonadienal [“H,]-(E,E)-2,4-Nonadienal 43,1 41,4-44.8 2
Buttersaure [*H,]-Buttersaure 37,1 34,9-38,1 3
y-Octalacton [*H.]-y-Octalacton 29,3 26,1-32,1 3
(E,E)-2,4-Decadienal [“H,.4]-(E,E)-2,4-Decadienal 26,0 24,2-27,8 4
Myrcen [“Hg]-Myrcen 20,5 19,7-20,3 2
2-Aminoacetophenon [*Hs]-2-Aminoacetophenon 18,7 18,7-18,8 2
2-Acetylpyridin [2H2_4]—2—Acetylpyridin 15,3 14,8-15,7 2
4-Hydroxy-2,5- [°Ca]-4-Hydroxy-2,5- 14.1 13,9-14,2 2
dimethylfuran-3(2H)-on  dimethylfuran-3(2H)-on
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 13,4 13,3-13,4 2
dimethylfuran-2(5H)-on  dimethylfuran-2(5H)-on
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [2H2]-trans—4,5-Epoxy-(E)-2- 12,4 11,1-13,7 2
decenal decenal
(E,Z)-2,6-Nonadienal [*H]-(E,Z)-2,6-Nonadienal 11,5 11,4-11,5 2
2-Ethyl-3,6- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 10,1 9,86-10,3 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
2-sec-Butyl-3- [2H3]-2-sec-ButyI-3- 8,56 8,42-8,72 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Isobutyl-3- [*Hs]-2-Isobutyl-3- 6,67 6,50-7,00 3
methoxypyrazin methoxypyrazin
Dimethylsulfid [“Hg]-Dimethylsulfid 6,11 5,74-6,67 4
4-Methylphenol [“H;]-4-Methylphenol 5,82 5,23-6,75 5
2-1sopropyl-3- [2H3]-2-Isopropyl-3- 2,94 2,83-3,14 3
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Ethyl-3,5- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 2,64 2,53-2,75 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
1-Octen-3-on [“H,.4]-1-Octen-3-on 1,28 1,23-1,33 2
Acetylpyrazin [“Hs]-Acetylpyrazin 0,84 0,73-0,95 2

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
bNiedrigster und héchster Wert aus n Bestimmungen.

°Anzahl der Bestimmungen.

137



In Tabelle 36 sind neben den Konzentrationen auch die Geurchsschwellen in Ol sowie die
Aromawerte aufgelistet. Den hochsten Aromawert von 2900 wies die Verbindung
Dimethyltrisulfid auf, gefolgt von 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (AW 294), Ethyl-2-
methylbutanoat (150), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (92), 2-Methoxyphenol (77), Sotolon (58),
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (18), 3-Methylbutanal (11), 2-Methylbutanal (10), Buttersaure
(5), 4-Methylphenol (3), 2-Methylbuttersdure (3), Hexanal (3), 3-Methylbuttersaure,
Dimethylsulfid, 2-Ethyl-3,5-dmethylpyrazin (alle 2), Octanal und (E,E)-2,4-Nonadienal (beide
1) berechnet. Die Konzentrationen der verbleibenden quantifizierten Aromastoffe lagen

unterhalb ihrer jeweiligen Geruchsschwellen.

Tabelle 36: Konzentration, Geruchsschwelle in Ol und Aromawert in nativem ,Off-Flavor‘- Rapsol
(NOF)

Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°
[ug/kg]® Ol [uglkg]®
Dimethyltrisulfid 88,4 0,03 2900
2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 2,94 0,01 294
Ethyl-2-methylbutanoat 59,9 04 150
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin 3,67 0,04 92
2-Methoxyphenol 138 1,8 77
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)- 3,18 0,23 58
;?sec-ButyI—3—methoxypyrazin 8,56 0,46 18
3-Methylbutanal 166 15 1
2-Methylbutanal 336 34 10
Buttersaure 37,1 7,9 5
4-Methylphenol 8,12 2,3 3
2-Methylbuttersaure 344 110 3
Hexanal 754 300 3
3-Methylbuttersaure 562 320 2
Dimethylsulfid 6,11 2,6 2
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 2,64 1,7 2
Octanal 139 135 1
(E,E)-2,4-Nonadienal 35,0 30 1
Acetylpyrazin 0,84 16 <A1
2-Acteylpyridin 15,3 500 <A1
2-Aminoacetophenon 18,7 21 <1
(E,E)-2,4-Decadienal 26,0 70 <1
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Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°

[ug/kg]® Ol [uglkg]®
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin 10.1 76 <A1
4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)- 141 27 <1
on
Myrcen 20,5 1800 <1
(E,2)-2,6-Nonadienal 11,5 65 <1
y-Nonalacton 80,3 1280 <1
(E)-2-Nonenal 74,8 140 <1
y-Octalacton 29,3 282 <A1
1-Octen-3-on 1,28 61 <1
2-Phenylethanol 210 490 <1
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 12,4 13 <1

Mittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
®Orthonasale Geruchsschwelle in Ol.
°Aromawert: Quotient aus Konzentration und orthonasaler Geruchsschwelle.

3.2.5.3. Rapssaat (NOFS), aus der NOF gepresst wurde

Die ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe in der stichig/modrigen Rapssaat NOFS
sind in Tabelle 37 zusammengefasst und basieren auf Mittelwerten von
Mehrfachbestimmungen unterschiedlicher Aufarbeitungen. Die héchste Konzentration wurde
fur 3-Methylbuttersaure (1090 ug/kg) analysiert, gefolgt von sechs Geruchsstoffen mit einer
Konzentration > 100 ug/kg: 2-Methylbuttersaure (795 ug/kg), Hexanal (741 pg/kg), 2-
Phenylethanol (423 ug/kg), 2-Methylbutanal (317 ug/kg), 3-Methylbutanal (140 ug/kg) und
Octanal (139 pg/kg). Im Bereich zwischen 10-100 pg/kg wurden y-Nonalacton (94,7 ug/kg),
2-Methoxyphenol (64,9 ug/kg), Dimethyltrisulfid (55,0 pg/kg), (E,Z)-2,6-Nonadienal (51,0
Mg/kg), y-Octalacton (40,8 ug/kg) Buttersaure (30,8 ug/kg), 4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-
3(2H)-on (25,8 ug/kg), (E,E)-2,4-Nonadienal (25,3 ug/kg), 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-
2(5H)-on (23,2 ug/kg), Ethyl-2-methylbutanoat (22,5 ug/kg), Myrcen (15,1 pg/kg), trans-4,5-
Epoxy-(E)-2-decenal (13,0 pg/kg), 2-Aminoacetophenon (11,6 pg/kg), und 2-Acetylpyridin
(10,0 pg/kg) quantifiziert. Gehalte zwischen 1-10 pg/kg wurden fur 2-Ethyl-3,6-
dimethylpyrazin (8,94 pg/kg), 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin (7,60 ug/kg), 4-Methylphenol (6,83
pa/kg), (E)-2-Nonenal (5,85 pg/kg), 1-Octen-3-on (4,79 pg/kg), Dimethylsulfid (4,23 pg/kg), 2-
sec-Butyl-3-methoxypyrazin (2,75 ug/kg), 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (1,40 pg/kg) und 2-
Isobutyl-3-methoxypyrazin (1,10 ug/kg) bestimmt. Lediglich Acetylpyrazin wies mit 0,57 ug/kg
eine Konzentration < 1 pg/kg auf. Mit diesen Konzentrationen wurden unter Zuhilfenahme
der orthonasalen Geruchsschwellen in Ol die Aromawerte fiir die verschiedenen
Verbindunge berechnet (Tabelle 39).
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Tabelle 37: Konzentrationen der Aromastoffe in stichig/modriger Rapssaat (NOFS)

Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n°
tration bereich®
[ug/kg]®

3-Methylbuttersaure [“H,]-3-Methylbuttersaure 1090 1050-1120 3
2-Methylbuttersaure [“Hg]-2-Methylbutterséure 795 765-852 3
Hexanal [2H2_4]-Hexanal 741 728-765 3
2-Phenylethanol [“Hs]-2-Phenylethanol 423 391-445 3
2-Methylbutanal [*H,]-2-Methylbutanal 317 300-334 2
3-Methylbutanal [2H2]-3-Methylbutanal 140 138-142 2
Octanal [*H,.4]-Octanal 139 134-144 2
y-Nonalacton [“H,]-y-Nonalacton 94,7 93,3-96,0 2
2-Methoxyphenol [2H3]-2-Methoxyphenol 64,9 63,0-68,1 3
Dimethyltrisulfid [*He]-Dimethyltrisulfid 55,0 50,5-60,1 3
(E,2)-2,6-Nonadienal [“H,]-(E,Z)-2,6-Nonadienal 51,0 50,7-51,2 2
y-Octalacton [“H,]-y-Octalacton 40,8 35,5-43,3 4
Buttersaure [*H,]-Buttersaure 30,8 29,8-31,7 2
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-  ['°C,]- 4-Hydroxy-2,5- 25,8 24,0-27,8 2
3(2H)-furanon dimethyl-3(2H)-furanon
(E,E)-2,4-Nonadienal [“H,]-(E,E)-2,4-Nonadienal 25,3 24,4-26,2 2
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 23,2 21,5-24,9
dimethylfuran-2(5H)-on  dimethylfuran-2(5H)-on
Ethyl-2-methylbutanoat  [*Ha]-Ethyl-2- 22,5 22,1-23,1 3

methylbutanoat
Myrcen [*Hg]-Myrcen 15,1 14,6-15,5 2
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [“H,]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2- 13,0 10,6-15,3 2
decenal decenal
2-Aminoacetophenon [“H3]-2-Aminoacetophenon 11,6 11,0-12,2 2
2-Acetylpyridin [2H2_4]-2-Acetylpyridin 10,0 9,70-10,3 2
2-Ethyl-3,6- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 8,94 8,74-9,20 3
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
(E,E)-2,4-Decadienal [“H,.4]-(E,E)-2,4-Decadienal 8,58 7,88-9,27 2
2-Ethyl-3,5- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 7,60 7,59-7,61 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
4-Methylphenol [2H7]-4-Methylphenol 6,83 6,18-7,57 3
(E)-2-Nonenal [*H]-(E)-2-Nonenal 5,85 5,67-6,02 3
1-Octen-3-on [“H,.4]-1-Octen-3-on 4,79 4,50-5,08 2
Dimethylsulfid [“Hg]-Dimethylsulfid 4,23 4,05-4,42 2
2-sec-Butyl-3- [*H]-2-sec-Butyl-3- 2,75 2,72-2,77 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-1sopropyl-3- [“H3]-2-1sopropyl-3- 1,40 1,35-1,44 3

methoxypyrazin

methoxypyrazin
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Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n

tration bereich®

[ug/kg]®
2-Isobutyl-3- PHa]-2-Isobutyl-3- 1,10 101117 3
methoxypyrazin methoxypyrazin
Acetylpyrazin [“Hs]-Acetylpyrazin 0,57 0,51-0,63 2

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
bNiedrigster und héchster Wert aus n Bestimmungen.
°Anzahl der Bestimmungen.

In Tabelle 38 sind neben den Konzentrationen auch die Geruchsschwellen in Ol sowie die
Aromawerte aufgelistet. Den hochsten Aromawert von 1900 wies die Verbindung
Dimethyltrisulfid auf, gefolgt von 2-lIsopropyl-3-methoxypyrazin (AW 140), 3-Hydroxy-4,5-
dimethylfuran-2(5H)-on (100), Ethyl-2-methylbutanoat (57), 2-Methoxyphenol (36), 2-
Isobutyl-3-methoxypyrazin  (28), 2-Methylbutanal (9), 3-Methylbutanal (9), 2-
Methylbuttersaure (7), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (6), Buttersaure (4), 2-Ethyl-3,5-
dimethylpyrazin (4), Hexanal (3), 3-Methylbuttersaure (3), 4-Methylphenol (3), Dimethylsulfid
(2), Octanal und (E,E)-2,4-Nonadienal (beide 1). Die Konzentrationen der verbleibenden

quantifizierten Aromastoffe lagen unterhalb ihrer jeweiligen Geruchsschwellen.

Tabelle 38: Konzentration, Geruchsschwelle in Ol und Aromawert in stichig/modriger Rapssaat
(NOFS)

Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°
[ug/kg]” Ol [ug/kg]®

Dimethyltrisulfid 55,0 0,03 1900
2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 1,40 0,01 140
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)- 23,2 0,23 100
on

Ethyl-2-methylbutanoat 25,3 0,4 57
2-Methoxyphenol 64,9 1,8 36
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin 1,10 0,04 28
2-Methylbutanal 317 34 9
3-Methylbutanal 140 15 9
2-Methylbuttersaure 795 110 7
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 2,75 0,46 6
Buttersaure 30,8 7,9 4
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 7,60 1,7 4
Hexanal 741 300 3
3-Methylbuttersaure 1090 320 3
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Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°

[ug/kg]® Ol [uglkg]®

4-Methylphenol 6,83 2,3 3
Dimethylsulfid 4,23 2,6 2
Octanal 139 135 1
(E,E)-2,4-Nonadienal 25,3 30 1
Acetylpyrazin 0,57 16 <1
2-Acteylpyridin 10,0 500 <1
2-Aminoacetophenon 11,6 21 <1
(E,E)-2,4-Decadienal 8,58 70 <1
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 12,9 13 <1
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin 8,94 76 <1
4-Hydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)- 25,8 27 <1
on

Myrcen 15,1 1800 <A1
(E,2)-2,6-Nonadienal 51,0 65 <1
y-Nonalacton 94,7 1280 <1
(E)-2-Nonenal 5,85 140 <1
y-Octalacton 40,8 282 <1
1-Octen-3-on 4,79 61 <1
2-Phenylethanol 423 490 <1

Mittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
®Orthonasale Geruchsschwelle in Ol.
“Aromawert: Quotient aus Konzentration und orthonasaler Geruchsschwelle.

3.2.5.4. Gedampftes sensorisch einwandfreies Rapsdl (GGS)

Es wurden 32 aromaaktive Verbindungen mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
quantifiziert. Die ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe in sensorisch einwandfreiem
gedampften Rapsdl (GGS) sind in Tabelle 39 zusammengefasst und basieren auf
Mittelwerten von Mehrfachbestimmungen unterschiedlicher Aufarbeitungen. Die hdéchste
Konzentration wurde fir (E,E)-2,4-Decadienal (511 pg/kg) analysiert, gefolgt von zwei
Geruchsstoffen mit einer Konzentration > 100 pg/kg: Hexanal (403 pg/kg) und Essigsaure
(327 pg/kg). Im Bereich zwischen 10-100 pg/kg wurden y-Nonalacton (94,8 pg/kg), (E)-2-
Decenal (46,2 pg/kg), trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (34,5 ug/kg), Buttersdure (24,5 ug/kg),
(E,Z)-2,6-Nonadienal (14,9 pg/kg) bestimmt. Gehalte zwischen 1-10 pg/kg wurden fur 4-
Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (8,56 ug/kg), 2-Phenylethanol (7,15 pg/kg), y-Octalacton
(7,05 ug/kg), 3-Methylbuttersaure (6,09 ug/kg), (E,E)-2,4-Heptadienal (6,03 ug/kg), (E)-2-
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Nonenal (5,11 ug/kg), (E,E)-2,4-Nonadienal, (2,46  pg/kg),
Phenylessigsaure (1,95 ug/kg), 1-Hexen-3-on (1,68 pg/kg), (Z)-4-Heptenal (1,41 pg/kg), 1-
Octen-3-on (1,25 pg/kg), 4-Methylphenol (1,24 pg/kg) und Dimethyltrisulfid (0,21 pg/kg)
quantifiziert. Fur acht Verbindungen wurden Konzentrationen < 1 pg/kg bestimmt: 2-
1-Penten-3-on (0,59 ug/kg), 2-sec-Butyl-3-
methoxypyrazin (0,50 ug/kg), 2-Methoxyphenol (0,50 ug/kg), 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin
(0,15 ug/kg), (2)-1,5-Octadien-3-on (0,08 pg/kg), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (0,04 ug/kg),
2-Ethyl-3,5-dimethypyrazin (0,03 ug/kg) und 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2-(5H)-on (0,01
Ma/kg). Mit

Geruchsschwellen in Ol die Aromawerte fiir die verschiedenen Verbindungen bestimmt.

2-Methylbuttersaure

Isopropyl-3-methoxypyrazin (0,69 pg/kg),

diesen Konzentrationen wurde unter Zuhilfenahme der orthonasalen

GGS wurde analog zu GOFF mittels lonenaustauschchromatograpie sowie HS-SPME-
HRGC-MS durch externe Kalibrierung auf Trimethylamin untersucht, lag jedoch unterhalb

der Detektionsgrenze.

Tabelle 39: Konzentrationen der Aromastoffe in gedampften ,Golden Standard“-Rapsol (GGS)

Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n°
tration bereich®
[ug/kg]®

(E,E)-2,4-Decadienal [“Hss]-(E,E)-2,4- 511 497-525 2

Decadienal
Hexanal [2H2_4]-Hexanal 403 376-430 2
Essigsaure [*Hs]-Essigsaure 327 317-336 2
y-Nonalacton [*H.]-y-Nonalacton 94,8 90,7-98,8 2
(E)-2-Decenal [“H,]-(E)-2-Decenal 46,2 45,7-47,7 2
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [2H2]-trans—4,5-Epoxy-(E)- 34,5 31,8-37,2 2
decenal 2-decenal
Buttersaure [*H,]-Buttersaure 24,5 22,5-26,6 3
(E,2)-2,6-Nonadienal [“H,]-(E, Z)-2,6-Nonadienal 14,9 13,0-16,8
4-Hydroxy-3- [*Hs]-4-Hydroxy-3- 8,56 8,55-8,57
methoxybenzaldehyd methoxybenzaldehyd
2-Phenylethanol [2H5]-Phenylethanol 7,15 7,09-7,21 2
y-Octalacton [“H,]-y-Octalacton 7,05 6,82-7,27 2
3-Methylbuttersaure [“H,]-3-Methylbuttersaure 6,09 5,31-6,65 3
E,E)-2,4-Heptadienal [*H,)-(E,E)-2,4- 6,03 5,96-6,07 2
(E.E) p

Heptadienal
(E)-2-Nonenal [*H]-(E)-2-Nonenal 5,11 5,10-5,11 2
(E,E)-2,4-Nonadienal [*H,]-(E,E)-2,4- 2,80 2,50-3,00

Nonadienal
2-Methylbuttersaure [“Hg]-2-Methylbuttersaure 2,46 1,28-1,30 2
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Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n
tration bereich®
[ug/kg]®
Phenylessigséure ['°C,]-Phenylessigsaure 1,95 1,74-2,15 2
1-Hexen-3-on [2H2]-1 -Hexen-3-on 1,68 1,66-1,70 2
(2)-4-Heptenal [2H2]-(Z)-4-Heptenal 1,41 1,36-1,46 2
1-Octen-3-on [*H,.4]-1-Octen-3-on 1,25 1,21-1,29 3
4-Methylphenol [“H;]-4-Methylphenol 1,24 1,07-1,40 2
Dimethyltrisulfid [2H6]-Dimethyltrisulfid 1,05 0,85-1,15 2
2-Isopropy-3- [*Hs]-2-Isopropyl-3- 0,69 0,64-0,74 3
methoxypyrazin methoxypyrazin
1-Penten-3-on [*H,]-1-Penten-3-on 0,59 0,53-0,62 2
2-sec-Butyl-3- [“H3]-2-sec-Butyl-3- 0,50 0,45-0,55 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Methoxyphenol [2H3]-2-Methoxyphenol 0,50 0,48-0,52 2
2-Ethyl-3,6- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,15 0,14-0,19 3
dimethylpyrazin dimethylpyrazin®
2-Isobutyl-3- [*H]-2-Isobutyl-3- 0,04 0,04 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Ethyl-3,5- [“Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,03 0,03-0,04 3
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
(Z2)-1,5-Octadien-3-on [*H,]-(Z)-1,5-Octadien-3- 0,07 0,07-0,08 3
on
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 0,01 0,01-0,01 2

dimethylfuran-2(5H)-on

dimethylfuran-2(5H)-on

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.

bNiedrigster und héchster Wert aus n Bestimmungen.

°Anzahl der Bestimmungen.

9Zur Quantifizierung von 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin wurde [2H3]-2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin als stabilisotopen-
markierter Standard verwendet.

In Tabelle 40 sind neben den Konzentrationen auch die Geruchsschwellen in Ol sowie die
Aromawerte aufgelistet. Den hdchsten Aromawert von 69 wies die Verbindung 2-Isopropyl-3-
methoxypyrazin auf, gefolgt von (E,E)-2,4-Decadienal und Dimethyltrisulfid (beide AW 7),
Buttersaure und frans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (beide 3), (E)-2-Decenal, 1-Hexen-3-on und
(2)-1,5-Octadien-3-on (alle 2). Den niedrigsten AW von 1 wiesen die 3 Aromastoffe 2-sec-
Butyl-3-methoxypyrazin, Hexanal und 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin auf. Die Konzentrationen
der verbleibenden quantifizierten Aromastoffe unterhalb  ihrer

lagen jeweiligen

Geruchsschwellen.
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Tabelle 40: Konzentration, Geruchsschwelle in Ol und Aromawert in gedampften ,Golden Standard“-

Rapsol (GGS)

Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°
[ug/kg]” Ol [ug/kg]®

2-1sopropyl-3-methoxypyrazin 0,69 0,01 69
(E,E)-2,4-Decadienal 511 70 7
Dimethyltrisulfid 0,21 0,03 7
Buttersaure 24,5 7,9 3
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 34,5 13 3
(E)-2-Decenal 46,3 22 2
1-Hexen-3-on 1,68 0,78 2
(2)-1,5-Octadien-3-on 0,08 0,04 2
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 0,48 0,46 1
Hexanal 403 403 1
2-1sobutyl-3-methoxypyrazin 0,04 0,04 1
Essigsaure 327 350 <A1
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 0,03 1,7 <1
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin 0,15 76 <A1
(2)-4-Heptenal 1,41 4.4 <1
(E,E)-2,4-Heptadienal 6,03 710 <1
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)- 0,01 0,23 <1
Z?Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd 8,56 150 <1
2-Methoxyphenol 0,50 1,8 <A1
2-Methylbuttersaure 2,46 110 <1
3-Methylbuttersaure 6,09 320 <1
4-Methylphenol 1,24 2,3 <1
(E,E)-2,4-Nonadienal 2,75 30 <1
(E,2)-2,6-Nonadienal 14,9 65 <A1
y-Nonalacton 94,8 1280 <1
(E)-2-Nonenal 511 140 <1
y-Octalacton 7,05 282 <1
1-Octen-3-on 1,25 61 <1
2-Phenylethanol 7,15 490 <1
1-Penten-3-on 0,59 1,6 <1
Phenylessigsaure 1,95 26 <A1

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.

®Orthonasale Geruchsschwelle in Ol.

145



°Aromawert: Quotient aus Konzentration und orthonasaler Geruchsschwelle.

3.2.5.5. Gedampftes Rapsol mit fischigem ,,Off-Flavor* (GOFF)

Es wurden 32 aromaaktive Verbindungen mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
quantifiziert. Die ermittelten Konzentrationen der Aromastoffe in dem gedampften Rapsdél mit
fischigem ,Off-Flavor® (GOFF) sind in Tabelle 41 zusammengefasst und basieren auf
Mittelwerten von Mehrfachbestimmungen unterschiedlicher Aufarbeitungen. Die hdéchste
Konzentration wurde fiir Essigsaure (1160 ug/kg), gefolgt von Buttersdure (690 ug/kg) und
Hexanal (168 ug/kg) analysiert. Im Bereich zwischen 10-100 pg/kg wurden y-Nonalacton
(96,3 ug/kg), (E,E)-2,4-Decadienal (48,7 ug/kg), 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (29,6
Mg/kg), 2-Phenylethanol (27,2 ug/kg), (E,E)-2,4-Heptadienal (25,5 pug/kg), 3-
Methylbuttersaure (19,7 ug/kg), (E,Z)-2,6-Nonadienal (18,1 ug/kg), trans-4,5-Epoxy-(E)-2-
decenal (16,7 ug/kg), (E)-2-Decenal (14,3 upg/kg) und Phenylessigsaure (13,9 pg/kg)
gefunden. Gehalte zwischen 1-10 ug/kg wurden fir y-Octalacton (8,27 ug/kg), 2-
Methylbuttersaure (7,77 ug/kg), (E,E)-2,4-Nonadienal, (E)-2-Nonenal (2,73 ug/kg), 1-Penten-
3-on (1,48 pg/kg), (£)-4-Heptenal (1,43 pg/kg), 4-Methylphenol (1,22 pg/kg) und 1-Hexen-3-
on (1,19 pg/kg) ermittelt. Fir neun Verbindungen wurden Konzentrationen < 1 ug/kg
bestimmt: 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (0,69 pg/kg), 1-Octen-3-on (0,63 pug/kg), 2-
Methoxyphenol (0,60 pg/kg), Dimethyltrisulfid (0,48 pg/kg),2-Isopropyl-3-methoxypyrazin
(0,20 ug/kg), 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin (0,16 pg/kg), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (0,09
pa/kg), 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on (0,05 ug/kg), (Z)-1,5-Octadien-3-on (0,04
pa/kg) und 2-Ethyl-3,5-dimethypyrazin (0,03 ug/kg). Mit diesen Konzentrationen wurde unter
Zuhilfenahme der orthonasalen Geruchsschwellen in Ol die Aromawerte fir die

verschiedenen Verbindungen bestimmt.

Tabelle 41: Konzentrationen der Aromastoffe in gedampftem, fischigem Rapsél (GOFF)

Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n°
tration bereich®
[ug/kg]®
Essigsaure [“Hs]-Essigsaure 1660 1550-1740 3
Buttersaure [“H,]-Buttersaure 690 814-839 2
Hexanal [“H,.4]-Hexanal 168 165-168 2
y-Nonalacton [“H,]-y-Nonalacton 96,3 92,4-96,3 2
(E,E)-2,4-Decadienal [“Hs.5]-(E,E)-2,4- 46,7 47,8-49,5 2
Decadienal
4-Hydroxy-3- [“H3]-4-Hydroxy-3- 29,6 28,4-20,7 2
methoxybenzaldehyd methoxybenzaldehyd
2-Phenylethanol [“Hs]-Phenylethanol 27,2 26,6-28,2 3
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Verbindung Interner Standard Konzen- Schwankungs- n
tration bereich®
[ug/kg]®
(E,E)-2,4-Heptadienal [“H,)-(E,E)-2,4- 25,5 24,7-26,1 3
Heptadienal
3-Methylbuttersaure [“H,]-3-Methylbuttersaure 19,7 19,0-20,5 2
(E,Z)-2,6-Nonadienal [*H,]-(E, 2)-2,6-Nonadienal 18,1 16,6-19,6
trans-4,5-Epoxy-(E)-2- [2H2]—trans—4,5—Epoxy—(E)— 16,7 15,4-17,9
decenal 2-decenal
(E)-2-Decenal [2H2]—(E)—2—Decenal 14,3 13,8-14,8 2
Phenylessigsaure ['°C,]-Phenylessigséure 13,9 12,9-14,9 2
y-Octalacton [*H,]-y-Octalacton 8,29 7,98-8,61 2
2-Methylbuttersaure [*Hq]-2-Methylbuttersaure 7,77 7,57-7,93 2
(E,E)-2,4-Nonadienal [*H,)-(E,E)-2,4- 5,52 5,46-5,58 2
Nonadienal
(E)-2-Nonenal [*H,]-(E)-2-Nonenal 2,73 2,72-2,74 2
1-Penten-3-on [*H,]-1-Penten-3-on 1,48 1,45-1,50 3
(2)-4-Heptenal [2H2]—(Z)—4—Heptenal 1,43 1,39-1,45 2
4-Methylphenol [“H;]-4-Methylphenol 1,22 1,27-1,38 2
1-Hexen-3-on [2H2]-1 -Hexen-3-on 1,19 1,07-1,30 2
2-sec-Butyl-3- [*Hs]-2-sec-Butyl-3- 0,69 0,67-0,73 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
1-Octen-3-on [2H2_4]-1 -Octen-3-on 0,63 0,63-0,74 2
2-Methoxyphenol [2H3]-2-Methoxyphenol 0,60 0,52-0,67 2
Dimethyltrisulfid [*Hg]-Dimethyltrisulfid 0,48 0,43-0,54 2
2-Isopropy-3- [*Hs]-2-Isopropyl-3- 0,20 0,19-0,21 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
2-Ethyl-3,6- [“Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,16 0,15-0,17 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin®
2-Isobutyl-3- [*Hs]-2-Isobutyl-3- 0,09 0,08-1,00 2
methoxypyrazin methoxypyrazin
(Z2)-1,5-Octadien-3-on [*H,]-(Z)-1,5-Octadien-3- 0,09 0,08-0,09 2
on
3-Hydroxy-4,5- ['°C,]-3-Hydroxy-4,5- 0,05 0,04-0,05 2
dimethylfuran-2(5H)-on dimethylfuran-2(5H)-on
2-Ethyl-3,5- [*Hs]-2-Ethyl-3,5- 0,03 0,02-0,03 2
dimethylpyrazin dimethylpyrazin
“Mittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
bNiedrigster und héchster Wert aus n Bestimmungen.
°Anzahl der Bestimmungen.
9Zur Quantifizierung  von  2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin  wurde [2H3]-2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin

stabilisotopenmarkierter Standard verwendet.

als

Durch lonenaustauschchromatographie wurde Trimethylamin in einem gedampften Rapsol

mit fischigem Geruch nachgewiesen und mittels externer Kalibrierung quantifiziert. Zusatzlich
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wurde eine HS-SPME-HRGC-MS basierte Methode entwickelt, um das hochflliichtige
Trimethylamin zu quantifizieren. Daflr wurde Triethylamin als interner Standard verwendet.
Die Mittelwerte beider Methoden stimmten sehr gut Uberein und lagen deutlich Gber der
Geruchsschwelle von Trimethylamin (AW = 6) in Ol, wodurch das Amin zum Gesamtaroma
von GOFF beitragt.

Tabelle 42: Konzentration von Trimethylamin bestimmt durch IEX und HS-SPME-HRGC-MS

Konzentration = Schwankungs- Wdf.¢ n° Geruchs- AW
[ug/kgl® bereich [ug/kg]® schwelle
[ug/kg]®
IEX 29,7 27,4-32,1 11,6 % 2 5 6
SPME 34,1 32,9-35,1 - 4 5 7
Mittelwertges 31,9 5 6
(IEX+SPME)/2

“Mittelwerte von Doppelbestimmungen.

bNiedrigster und héchster Wert aus n Bestimmungen.

bDoppelbestimmung einer Wiederfindungsrate von Trimethylamin aus Olmatrix bei identischer Aufarbeitung.
°Anzahl der Bestimmungen.

°Geruchsschwelle Trimethylamin in Sonnenblumendl.

In Tabelle 43 sind neben den Konzentrationen auch die Geruchsschwellen in Ol sowie die
Aromawerte aufgelistet. Den héchsten Aromawert von 88 wies Buttersaure auf, gefolgt von
2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (AW 20), Dimethyltrisulfid (16), Trimethylamin (6), Essigsaure
(5), 1-Hexen-3-on (2), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (2), (Z2)-1,5-Octadien-3-on (2) sowie 2-
(beide 1)

lagen unterhalb

sec-Butyl-3-methoxypyrazin und trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal auf. Die

Konzentrationen der verbleibenden quantifizierten Aromastoffe ihrer

jeweiligen Geruchsschwellen.

Tabelle 43: Konzentration, Geruchsschwelle in Ol und Aromawert in gedampftem, fischigem Rapsol

(GOFF)

Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°
[ug/kg]’ Ol [ug/kg]®
Buttersaure 690 7,9 88
2-Isopropy-3-methoxypyrazin 0,20 0,01 20
Dimethyltrisulfid 0,48 0,03 16
Trimethylamin 31,9 5 6
Essigsaure 1660 350 5
1-Hexen-3-on 1,19 0,78 2
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin 0,09 0,04 2
(2)-1,5-Octadien-3-on 0,09 0,04 2
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin 0,69 0,46 1
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Verbindung Konzentration Geruchsschwelle in AW°

[ug/kg]® Ol [uglkg]®
frans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 16,7 13 1
(E,E)-2,4-Decadienal 48,7 70 <1
(E)-2-Decenal 14,3 22 <1
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin 0,02 1,7 <1
2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin 0,20 76 <1
Hexanal 168 403 <1
(2)-4-Heptenal 1,43 4,4 <1
(E,E)-2,4-Heptadienal 25,5 710 <1
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)- 0,05 0,23 <1
ZTHydroxy-3-methoxybenzaldehyd 29,6 150 <A1
2-Methoxyphenol 0,60 1,8 <1
2-Methylbuttersaure 7,77 110 <1
3-Methylbuttersaure 19,7 320 <A1
4-Methylphenol 1,22 2,3 <1
(E,E)-2,4-Nonadienal 5,52 30 <1
(E,2)-2,6-Nonadienal 18,1 65 <1
y-Nonalacton 96,3 1280 <1
(E)-2-Nonenal 2,73 140 <1
y-Octalacton 8,29 282 <1
1-Octen-3-on 0,63 61 <1
1-Penten-3-on 1,48 1,6 <1
Phenylessigsaure 13,9 26 <A1
2-Phenylethanol 27,2 490 <A1

aMittelwert der Konzentrationen aus n Bestimmungen.
®Orthonasale Geruchsschwelle in Ol.
“Aromawert: Quotient aus Konzentration und orthonasaler Geruchsschwelle.

3.2.6. Aromasimulation und Erstellung eines vergleichenden Aromaprofils
3.2.6.1. Aromasimulation NGS

Zur Verifizierung sowohl der Identifizierung als auch der quantitativen Daten wurde das
Aroma von nativem, sensorisch einwandfreiem Rapsél in einem sogenannten Rekombinat
simuliert. Dazu wurden alle Aromastoffe, die einen Aromawert 21 aufwiesen, in ihrem
ermittelten Gehalt einer nativen, desodorierten Rapsélmatrix zudotiert. Sowohl das

Rekombinat als auch das native Raps6l wurden einer sensorischen Aromaprofilanalyse
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unterzogen, bei der die Intensitdten verschiedener Geruchsattribute in beiden Proben
bewertet wurden. Wie die vergleichende Aromaprofilanalyse (Abbildung 31) zeigt, stimmten
die einzelnen Geruchsqualitdten des Rekombinates mit dem des Rapsdls sehr gut Uberein.
Es wurden jeweils die Attribute Kohl und nussig/fettig am dominantesten bewertet, gefolgt

von erdig, malzig, wirzig und schweilig.

Kohl
3
_— nussig/
wirzig fettig
schweilig E;g'gé

malzig

e N|GS = ===Rekombinat

Abbildung 31: Orthonasale Aromaprofilanalyse von NGS (rot) und Rekombinat (schwarz gestrichelt)

3.2.6.2. Aromasimulation NOF

Wie die vergleichende Aromaprofilanalyse (Abbildung 32) zeigt, sind die sensorisch
bestimmten Intensitaten der Geruchsqualititen des Rekombinates mit dem des Rapsols
nahezu identisch. Wie im Rapsoél wurden die Attribute wirzig und malzig am dominantesten
bewertet, gefolgt von nussig/fettig, erdig/Erbse und schweillig. Leichte Abweichungen
konnten bei der Geruchsqualitdt Kohl festgestellt werden, die im Rekombinat weniger
ausgepragt war, als im Rapsél (NGS). Somit wurde der Geruch des Rekombinates durch die

Panelteilnehmer eindeutig als Rapsol mit stichig/modrigem ,Off-Flavor® bewertet.
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Abbildung 32: Orthonasale Aromaprofilanalyse von NOF (blau) und Rekombinat (schwarz gestrichelt)

3.2.6.3. Omissionsexperiment

In NOF zeigten 18 Verbindungen einen AW = 1 und lagen damit Uber ihrer spezifischen
Geruchsschwelle in Ol. Sie tragen somit zum Gesamtaroma bei. Bei der
Aromawertberechnung werden Matrixeffekte, die einen hohen Einfluss auf die
Aromafreisetzung haben (Bothe et al., 2003, Rothe et al., 1972), berlcksichtigt. Jedoch
bedeutet ein hoher Aromawert nicht immer, dass dieser Aromastoff den groRten Einfluss auf
das Gesamtaroma hat, da auch synergistische, additive oder suppressive Effekte auftreten
(Blank et al., 1992, Guadagni et al., 1963, Laing et al., 1984). Um zu uberprifen, welche der
18 Verbindungen mit AW 2= 1 tatsachlich zur Ausbildung des charakteristischen
stichig/modrigen ,Off-Flavors® beitragen, wurden sogenannte Omissionsexperimente
durchgefihrt, bei denen systematisch einzelne oder Kombinationen mehrerer Aromastoffe im
Rekombinat weggelassen. Das jeweilige Rekombinat, bei dem einzelne oder mehrere
Aromastoffe fehlen, wurde in einer Dreiecksprifung auf Unterschiedlichkeit mit dem

vollstdndigen Rekombinat verglichen.

In einer Dreiecksprifung mit ca. 20 Teilnehmern, bei dem ein Signifikanzniveau von a = 0,05
festgelegt wurde, konnte unter Anwendung des ,forced choice Prinzips kein Unterschied
zwischen dem vollstdndigen Rekombinat und einem Rekombinat ohne Pyrazine, 2-/3-
Methylbutanal und Ethyl-2-methylbutanoat festgestellt werden. Demnach ist die Kombination
aus Dimethyltrisulfid, 2-Methoxyphenol, 4-Methylphenol, 2-/3-Methylbuttersaure und 3-
Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on  fir die  Ausbildung des  charakteristischen

stichig/modrigen , Off-Flavors® verantwortlich.
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3.2.6.4. Aromasimulation NOFS

Wie die vergleichende Aromaprofilanalyse (Abbildung 33) zeigt, sind die sensorisch
bestimmten Intensitdten der Geruchsqualititen des Rekombinats mit dem der
stichig/modrigen Rapssaat nahezu identisch. Wie in der Rapssaat wurden die Attribute
wilrzig und malzig am dominantesten bewertet gefolgt von nussig/fettig, erdig/Erbse und
schweillig. Leichte Abweichungen konnten bei der Geruchsqualitat nussig/fettig festgestellt
werden, die im Rekombinat weniger ausgepragt war, als in der Rapssaat (NOFS). Somit
wurde der Geruch des Rekombinats durch die Panelteilnehmer eindeutig als Rapssaat mit

stichig/modrigem , Off-Flavor” bewertet.
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Abbildung 33: Orthonasale Aromaprofilanalyse von NOFS (braun) und Rekombinat (schwarz
gestrichelt)

3.2.6.5. Spiking Experiment

Zur weiteren sensorischen Validierung der analytisch gewonnenen Daten wurde ein Spiking
Experiment durchgefihrt. Dazu wurden 12 Verbindungen (2-Methylbuttersaure (angestiegen
um den Faktor 11500), 2-Methoxyphenol (778), Ethyl-2-methylbutanoat (428),
Dimethyltrisulfid (82), 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin (38), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (20) 3-
Methylbuttersaure (19), 2-Methylbutanal (20), 4-Methylphenol (11), 3-Hydroxy-4,5-
dimethylfuran-2(5H)-on (29), 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin (6), und 2-Methylbutanal (5)), die
in NOF um das mindestens 5-fache angestiegen waren und einen AW = 1 aufwiesen, in den
entsprechenden Konzentrationen zu NGS zudotiert. Vier Verbindungen (Buttersdure,
Dimethylsulfid, 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin und Octanal), die lediglich leicht erhdht
vorlagen in NGS und einen AW = 1 hatten, wurden zu NOF zudotiert. Wenn alle
aromarelevanten Verbindungen richtig und vollstandig identifiziert und quantifiziert wurden,
muss fir beide gespikten Proben ein identischer Geruchseindruck entstehen. Beide Proben
wurden sensorisch in einem Aromaprofil anhand von sechs Attributen als annahernd
identisch bewertet (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Spiking Experiment zur sensorischen Validierung der analytischen Daten

3.2.6.6. Aromasimulation GGS

Die vergleichende Aromaprofilanalyse (Abbildung 35) zeigt, dass die sensorisch bestimmten
Intensitaten der Geruchsqualitdten des Rekombinats mit denen des gedampften Rapsols
eine hohe Ubereinstimmung zeigen. Wie in GGS wurde das Attribut fettig am dominantesten
bewertet, gefolgt von erdig/Erbse und kohlig. Aufgrund der nahezu identischen Aromaprofile
wurde sensorisch bestatigt, dass die Schlisselaromastoffe von GGS erfolgreich
charakterisiert wurden.
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Abbildung 35: Orthonasale Aromaprofilanalyse von gedampftem sensorisch einwandfreiem Rapsol
(hellblau) und Rekombinat (schwarz gestrichelt)

3.2.6.7. Aromasimulation GOFF

Die vergleichende Aromaprofilanalyse (Abbildung 36) zeigt, dass die sensorisch bestimmten
Intensitaten der Geruchsqualitdten des Rekombinats mit denen des gedadmpften Rapsdls mit

fischigem ,Off-Flavor® nahezu identisch sind. Wie in GOFF wurde das fischige Attribut am
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dominantesten bewertet, gefolgt von schweillig und fettig. Es sind nur geringe
Abweichungen zwischen Rekombinat und Originalél GOFF vom Sensorikpanel festgestellt

worden, wodurch die analytischen Daten sensorisch validiert wurden.
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Abbildung 36: Orthonasale Aromaprofilanalyse von gedampftem Rapsdl mit fischigem ,Off-Flavor®
(violett) und Rekombinat (schwarz gestrichelt)

3.2.7. Vergleich der nativen Rapsoéle NGS, NOF und NOFS

3.2.7.1. Vergleich von sensorisch einwandfreiem, nativem Rapso6l (NGS) und nativem

Rapsol mit stichig/wiirzigem ,,Off-Flavor® (NOF)

Die Charakterisierung der Schlusselaromastoffe in NGS und NOF zeigte hauptsachlich
Unterschiede fiir 16 Verbindungen, die in NOF mindestens um den Faktor funf erhéht waren.
Die hochsten Verhaltnisse zwischen NOF und NGS wurden fiir 2-Methylbuttersaure (11500),
2-Methoxyphenol (778), Ethyl-2-methylbutanoat (428), Dimethyltrisulfid (82), 2-Ethyl-3,5-
dimethylpyrazin (38), 2-Acetylpyridin (36), 2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazin (36), 3-Hydroxy-4,5-
dimethylfuran-2(5H)-on (29), Acetylpyrazin (21), 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin (20), 2-
Methylbutanal (20), 3-Methylbuttersaure (19), 4-Methylphenol (11), 2-Phenylethanol (9), 2-
sec-Butyl-3-methoxypyrazin (6), (E,E)-2,4-Decadienal (6) und 3-Methylbutanal (5) ermittelt.

16 Verbindungen waren daher mindestens flinffach erhéht in NOF.

Betrachtet man zusétzlich die spezifischen Geruchsschwellen in Ol, so liegen 2-Ethyl-3,6-
dimethylpyrazin, 2-Acetylpyridin, Acetylpyrazin und 2-Phenylethanol unterhalb ihrer
Schwellen in beiden Olen und ergeben daher einen AW < 1 und tragen nicht zum
charakteristischen Gesamtaroma von NGS und NOF bei. Von den 12 aromaaktiven
Analyten, zeigten 7 einen AW = 1 in NOF, aber < 1 in NGS (Ethyl-2-methylbutanoat, 2-
Methoxyphenol, 2-Methylbutanal, 2-Methylbuttersaure, 4-Methylphenol, 2-Ethyl-3,5-
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dimethylpyrazin und 3-Methylbuttersaure). Die restlichen funf Verbindungen hatten in beiden
Rapsdélen AWs = 1, aber waren in NOF deutlich erhéht: Dimethyltrisulfid, 2-lsobutyl-3-
methoxypyrazin, 3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on, 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazin und
3-Methylbutanal. Dimethyltrisulfid zeigte einen deutlichen Anstieg in NOF, die Intensitat der
Geruchsqualitat in der Aromaprofilanalyse von NOF wurde jedoch niedriger bewertet als in
NGS. Dies ist dadurch zu erklaren, dass lediglich 11 Verbindungen zum Gesamtaroma von
NGS beitragen. Den grofdten Beitrag leisten dabei mit Abstand 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin
(AW = 330) und Dimethyltrisulfid (37). Dementsprechend ist der Beitrag von Dimethyltrisulfid
zum Gesamtaroma von NGS hoher, als bei NOF, bei dem 18 Verbindungen zum
Gesamtaroma beitragen und allesamt héhere AWs zeigten. Im Gegensatz dazu waren nur
vier Verbindungen (Dimethylsulfid, 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin und Octanal) in NGS leicht
erhoht.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Bildung des stichig/modrigem
,Off-Flavors® malgebend durch einen Anstieg von Aromastoffen verursacht wird, die

hauptsachlich auf mikrobiellem Weg gebildet werden.

3.2.7.2. Vergleich von nativem Rapsol mit stichig/modrigem ,,Off-Flavor“ (NOF) und
der zugehoérigen Rapssaat (NOFS)

Beim Vergleich der Aromawerte von NOF und NOFS ist auffallig, dass dieselben 18
Verbindungen einen AW = 1 aufwiesen und damit auch ahnliche Aromaprofile resultieren.
Wahrend die Verbindungen Buttersaure, Dimethylsulfid, 4-Methylphenol, (E,E)-2,4-
Nonadienal, Octanal und die Streckeraldehyde 2- und 3-Methylbutanal in gleichen
Konzentrationen vorlagen, war die Gruppe der Pyrazine leicht erniedrigt im Vergleich zum
NOF. Lediglich 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin zeigte zusammen mit 3-Hydroxy-4,5-
dimethylfuran-2(5H)-on sowie 2-und 3-Methylbuttersdure einen leicht erhéhten Gehalt in
NOFS.

3.2.7.3. Statistische Auswertung weiterer sensorisch einwandfreier nativer Rapsoéle
NGS/NGS A-E und stichig/modriger nativer Rapséle NOF/NOF A-H sowie
NOFS/NOFS H

Clustering der Daten in einer Heatmap

Es wurde zur Visualisierung der Daten eine Clusterheatmap erstellt, deren zweidimensionale
Definitionsmenge als Farben dargestellt und die Zeilen und Spalten der Matrix so permutiert,

dass sie nach ihrer Ahnlichkeit paarweise geclustert werden. Die hierarchischen
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Zusammenhange zwischen den Variablen (Proben und Analyten) werden am Grafikrand als
Dendrogramm dargestellt. Die Farbskala stellt die Konzentrationen der Analyten in ug/kg dar,
wobei niedrige Konzentrationen wei3 bis hellgelb dargestellt sind und sich hoéhere

Konzentrationen im Bereich orange und rot befinden.

Es ist ersichtlich, dass auf der linken Seite alle nativen Rapsotle mit den erwlnschten
sensorischen Eigenschaften (NGS, NGS A-E) geclustert wurden, wahrend auf der rechten
Seite alle nativen Rapsdle (NOF, NOF A-H) mit stichig/modrigem ,Off-Flavor® sowie die
Saaten NOFS und NOFS H, aus denen NOF und NOF H gepresst wurden, geclustert
wurden. Zusatzlich weist die Rapssaat NOFS, aus der das Rapsdl NOF gepresst wurde,
einen sehr ahnlichen Farbcode auf, genauso wie NOFS H und NOF H. Zusammenfassend
wurde die Unterschiedlichkeit in den ausgewahlten Verbindungen der Rapséle mit den
erwlinschten sensorischen Eigenschaften und derer mit stichig/modrigem ,Off-Flavor®
bestatigt und dartber hinaus ein deutlicher Anstieg einiger Verbindungen in allen ,,Off-Flavor®

Olen nachgewiesen.
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Abbildung 37: Clustering der der quantitativen Daten von NGS, NGS A-E, NOF, NOFS/NOFS H und
NOFA-H in einer Heatmap

Statistische Auswertung mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Die Hauptkomponentenanalyse (Englisch: principal component analysis; PCA) ist ein
Verfahren der multivariaten Statistik zur Veranschaulichung und Reduktion von grof3en
Datensatzen. Diese mehrdimensionalen Daten werden durch Transformation des
Koordinatensystems gemal ihrer Varianzen und Bedeutung sortiert. Durch eine Reduktion
kénnen sich wichtige Varianzen und letztlich Unterschiede zwischen Datensatzen wie flr

verschiedene native Rapsodle extrahiert und klassifiziert werden. Mit den 17 untersuchten
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Verbindungen, von denen 16 in NOF angestiegen waren, wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgefuhrt. Im Score Plot (Abbildung 38) ist eine
deutliche Trennung aller stichig/modrigen ,Off-Flavor® Rapséle NOF/NOFA-H von den
sensorisch einwandfreien Rapsdlen NGS/NGSA-E ersichtlich. Wahrend die sensorisch
einwandfreien Ole sehr konzentriert auftreten und damit eine sehr hohe Ahnlichkeit
aufweisen, ist bei den stichig/modrigen Rapsélen eine gewisse Streuung zu beobachten, die

mit Hilfe des Biplots zu erklaren ist.

= NOF G
<O\ 2 NOF F = NOF E
(=) [
NOF Cg "[NOF B
; NOF D 4 NOFS
N
N
N . NOF A
9
c 0
[}
c
o
o NGS C ANOFS H
e * NGSB "NOF H
o NGS8, °NGSE
=] NGS ANGS D
Q. -2 4
S
@®
I
NOF a
-4 — —
-4 -2 0 2 4 6 8

Hauptkomponente 1 (65.8 %)

Abbildung 38: Scores Plot der Hauptkomponentenanalyse

Im Biplot (Abbildung 39) ist ersichtlich, dass 86,2 % der Gesamtvarianz durch die
Hauptkomponenten 1 und 2 beschrieben werden. Den Hauptanteil an Varianz wird durch die
Hauptkomponente 1 mit 65,8 % wiedergegeben. Die Hauptkomponente 1 enthalt im
positiven Bereich die Verbindungen, die in allen ,Off-Flavor® Rapsdlen (NOF und NOF A-H)
angestiegen waren und damit bedeutet der negative Bereich der Hauptkomponente 1, dass
die dort lokalisierten Ole (NGS und NGS A-E), wenig von diesen Verbindungen
charakterisiert werden. Verbindungen wenig charakterisierten. Dementsprechend sind in
diesem Bereich hauptsachlich die sensorisch einwandfreien Rapstle und zeigen
untereinander wenig Streuung. Das ,Off-Flavor“-Rapsél NOF, an dem das Konzept der
Molekularen Sensorik beispielhaft durchgefiihrt wurde, zeigt demnach die hoéchsten

Konzentrationen dieser Verbindungen, da es im hochsten positiven Bereich der
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Hauptkomponente 1 liegt genauso wie die Saat NOFS, aus der NOF gepresst wurde.
Bezogen auf die Hauptkomponente 1 sind diese Proben sehr ahnlich, da sie nur gering
verschoben sind. Durch die Hauptkomponente 2 werden 20,4 % der Varianz beschrieben.
Die Rapséle, die im oberen positiven Bereich liegen, werden hauptsachlich durch die
Komponenten 4-Methylphenol, 3-Methylbuttersdure, 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin, 2-
Phenylethanol und 2-Methylbuttersdure beschrieben. Dementsprechend sind diese
Verbindungen in den Rapsdlen NOF B-G héher konzentriert als beispielsweise in den NGS-
Rapsodlen oder in NOF. In NOF ist daflr v.a. 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin stark erhéht sowie

2-Methoxyphenol und daher im negativen Bereich der Hauptkomponente.

Auch wenn die ,Off-Flavor” Proben (NOF und NOF A-H) eine gréliere Streuung aufweisen,
die auf geringfligige Unterschiede in den Konzentrationen zuriickzufihren sind, da die
Proben zwar alle einen generellen stichig/modrigen ,Off-Flavor® haben aber in leicht
verschiedenen Auspragungen, kénnen diese alle von den sensorisch einwandfreien Proben
(NGS und NGS A-E) anhand der ausgewahlten 17 Verbindungen mittels PCA getrennt und
unterschieden werden.
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Abbildung 39: Biplot der Hauptkomponentenanalyse
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3.2.8. Vergleich der gedampften Rapséle GGS und GOFF
3.2.8.1. Quantitative Daten

Es wurden 32 Verbindungen sowohl in GGS als auch in GOFF untersucht. Der Vergleich der
quantitativen Daten zeigte nur wenige Verbindungen, die sich in beiden Olen um mindestens
den Faktor funf unterschieden. Lediglich (E,E)-2,4-Decadienal war in GGS zehnfach erhéht
und in GOFF stiegen die Verbindungen Buttersaure (Faktor 28), Dimethyltrisulfid (5), und

Essigsaure (5) an.

Das Aroma beider Ole wurde simuliert und die Aromastoffe, die Uber ihren spezifischen
Geruchsschwellen lagen, wurden in ihren natlrlich vorkommenden Konzentrationen zu einer
geruchlosen Olmatrix zudotiert. In GOFF konnte mit den quantifizierten Verbindungen kein
fischiger Geruch hervorgerufen werden. In Anbetracht dessen, dass sich das sensorisch
einwandfreie Raps6l (GGS) in der vVAEVA und in quantitativen Daten nur geringfligig von
dem fischigen (GOFF) unterscheidet, scheinen andere Komponenten fiir den fischigen
Geruch verantwortlich zu sein, als die, die bei der vVAEVA mit hohem FD-Faktor bestimmt

wurden.

3.2.8.2. Fischiger ,,Off-Flavor*

Eine weitere Verbindung, die den fischigen Geruch in GOFF verursachen kann, ist das
Trimethylamin. Es ist bereits bekannt, dass Rapssaat als Futter bei einer bestimmten
Huhnerrasse mit Gendefekt zu fischig riechenden Eiern flhrt (Goh et al., 1979). Das fischig
riechende Trimethylamin wird im Organismus normalerweise durch Monooxigenasen in der
Leber zum geruchslosen Trimethyl-N-oxid umgesetzt und kommt vermutlich aus dem in

Rapssaat enthaltenen Sinapin, das einen Cholinrest tragt.

Durch lonenaustauschchromatographie wurde Trimethylamin in einem gedampften Rapsdl
mit fischigem Geruch nachgewiesen und quantifiziert. Zusatzlich wurde eine HS-SPME-
HRGC-MS basierte Methode entwickelt, um das hochflichtige Trimethylamin zu
quantifizieren. Die Mittelwerte beider Methoden stimmen sehr gut Uberein und lagen deutlich
Uber der Geruchsschwelle von Trimethylamin in Ol und somit tragt Trimethylamin zum

Gesamtaroma von GOFF bei.

Durch ein Omissionsexperiment, bei dem alle aromaaktiven Verbindungen mit einem
Aromawert = 1 zu einer geruchlosen Olmatrix zudotiert wurden und lediglich Trimethylamin

weggelassen wurde, konnte nachgewiesen werden, dass es sich um die Ursache fir den
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fischigen Fehlgeruch handelt. Im Aromaprofil wurde vom Panel keinerlei Fischigkeit mehr

festgestellt, verglichen mit der Originalprobe, die eine Fischigkeit von 2.7 aufwies.

fettig
3
2
fischig (,_/"‘I\ essigsauer
4
0
schweillig erdig/Erbse
Kohl

e GOFF e—QE

Abbildung 40: Omissionsexperiment zur Uberpriifung von Trimethylamin als Ursache fiir den
fischigen , Off-Flavor®

3.3. Zusammenfassung

Im Zuge des AP 5.1 (MS 3) wurde eine schonende Isolierungsmethode der flichtigen
Verbindungen aus Rapsoél etabliert. Durch Headspace-Verdinnungsanalyse (VHVA) sowie
vergleichender Aromaextraktverdiinnungsanalyse (VAEVA) konnten 56 Aromastoffe im
sensorisch einwandfreien, nativen Rapsdl (NGS) und 45 Aromastoffe im ,Off-Flavor‘-Rapsol
(NOF) mit einem Flavor Dilution-Faktor (FD-Faktor) von mindestens 8 ermittelt werden (AP
5.2, MS 3), von denen der Hauptteil mittels Geruchsqualitat, Retentionsindices und
Massenspektren im El- und CI-Modus identifiziert werden konnte (AP 5.3, MS 3). Die
Quantifizierung der Aromastoffe mit den héchsten FD-Faktoren im sensorisch einwandfreien
(NGS) und ,Off-Flavor“-Rapsol (NOF) durch Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA)
wurde abgeschlossen (AP 5.4, MS 3) und infolgedessen ein Rekombinat erstellt (AP 5.5. MS
3), das mit dem Originaldl eine sehr gute sensorische Ubereinstimmung zeigte (AP 5.5, MS
3). Zusatzlich wurden die Schlisselaromastoffe in der Rapssaat NOFS, aus der NOF
gepresst wurde, vollstandig identifiziert und quantifiziert sowie die analytischen Daten mittels
Aromasimulation erfolgreich bestatigt (AP 5.6, MS 3). Der Vergleich von NGS und NOF
zeigte, dass hauptsachlich ein Anstieg von Aromastoffen, die durch mikrobiellen Abbau
entstehen, flr die Ausbildung des stichig/modrigen Fehlgeruchs verantwortlich ist. Zusatzlich

wurde durch Untersuchung der Rapssaat NOFS gezeigt, dass diese bereits den
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charakteristischen ,Off-Flavor® enthalt und damit der Pressvorgang als mogliche Ursache
ausgeschlossen werden kann und vielmehr die Lagerbedingungen (Temperatur und
Feuchte) und dadurch bedingte Abbaureaktionen durch Mikroorganismen fur die Ausbildung
des stichig/modrigen Geruchs verantwortlich sind. Die Untersuchung weiterer nativer
Rapsdéle mit sensorisch guten Eigenschaften sowie weiterer nativer Rapsodle mit
stichig/modrigem ,Off-Flavor® ergab 2- und 3-Methylbuttersdure, 4-Methylphenol und 2-
Phenylethanol als generelle Marker flr den stichig/modrigen Fehlgeruch. Alle Verbindungen
zeigten einen deutlichen Anstieg in den ,Off-Flavor‘ Rapsélen verglichen mit den sensorisch

einwandfreien Rapsoélen.

Im Rahmen des AP 31 (MS 2) wurden bei der vergleichenden
Aromaextraktverdiinnungsanalyse (VAEVA) 46 Aromastoffe im sensorisch einwandfreiem,
gedampften Rapsdl (GGS) und im gedampften Rapsél mit fischigem ,Off-Flavor® mittels
Geruchsqualitat, Retentionsindices und Massenspektren im El- und CI-Modus identifiziert
(AP 3.2, MS 2). Zusatzlich wurden 32 Verbindungen mittels Stabilisotopen-
verdinnungsanalyse quantifiziert. Es wurden nur geringfiigige Unterschiede zwischen GGS
und GOFF festgestellt und kein Hinweis auf den fischigen ,Off-Flavor‘ gefunden. Die Probe
wurde mittels Kationenaustauschchromatographie auf Trimethylamin  untersucht.
Trimethylamin wurde in GOFF im Gegensatz zu GGS identifiziert sowie quantifiziert und liegt
sechsfach Uber der Geruchsschwelle in Ol. Damit ist Trimethylamin die Ursache fiir den
fischigen ,Off-Flavor® im gedampften Rapsél GOFF, was zusatzlich in einem
Omissionsexperiment eindeutig bestatigt wurde. Zusatzlich konnte eine HS-SPME-HRGC-

MS basierte Methode zur Identifizierung von Trimethylamin entwickelt werden.
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seeds on volatile compound composition and sensory
quality of virgin, cold-pressed rapeseed oils

Technol., 2017

Matheis, K,; Granvogl, M.: Investigation of the fishy | J. Agric. Food
off-flavor in steam-treated rapeseed oil using Chem., 2017
sensomics

Matheis, K,; Granvogl, M.: Multivariant analysis on Food Chem.,
native, cold-pressed rapeseed oils eliciting a 2017
fusty/musty “off-flavor” for development of a quick

method for quality control

Schweiger, R.; Bonte, A., Pons, C., Wagner, C., J. Agric. Food
Brihl, L., Miiller, C., Matthaus, B.: Metabolic Chem., 2017
changes during storage of Brassica napus seeds

under moist conditions and consequences for the

sensory quality of the resulting virgin oil

Wagner, C., Bonte, A., Briihl, L., Niehaus, K., J. Sci. Food
Bednarz, H., Matth&us, B.: Contribution of Agric., 2017

microorganisms growing on rapeseed during storage
to the profile of volatile compounds of virgin rapeseed
oil

e Vorstellung der Ergebnisse (durch Vortrage/Posterprasentationen)
voraussichtlich auf folgenden Veranstaltungen:

(Angabe der bibliografischen Daten)**

Bruhl, L., Bonte, A., Matth&us, B.: Volatile aroma
compounds as markers for the sensorial quality of
virgin rapeseed oil

ab Laufzeitbeginn

14.-17.9.2014

12" Euro Fed Lipid
Congress,
Montpellier, France.

Bonte, A.: Profiling flichtiger Verbindungen in
nativen, kaltgepressten Rapsspeisedlen zur
Identifizierung Off-Flavor verursachender Aromastoffe

27.-28.11.2014

Xl. Kaufmann-Tage,
Heidelberg
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TransfermaBnahmen der Forschungsstelle(n)

geplant

durchgefihrt

Bonte, A., Matthaus, B., Brihl, L.: Unterstlitzung der
Qualitatskontrolle nativer, kaltgepresster
Rapsspeisedle mit Hilfe der Charakterisierung
flichtiger Aromastoffe

15.-17.2.2015
Workshop:
Sensorische
Bewertung nativer,
kaltgepresster
Speisedle — Olivendl,
Raps6l und andere
Ole — Montabaur

Bonte, A., Brihl, L., Matthaus, B.: A Profiling
Method to Detect Volatile Compounds as Markers for
the Quality of Virgin, Cold-pressed Rapeseed Oils

Granvogl, M., Matheis, K., Schieberle, P.:
Characterization of Key Aroma Compounds in Native
Cold-Pressed Rapeseed Oil

27.-30.9.2015

Euro Fed Lipid
Congress, Florenz

Granvogl, M.; Matheis, K.: Unraveling the off-flavor
formation of native cold-pressed rapeseed oil using
the molecular sensory science concept

21.-25.08.2016

252" American
Chemical Society
National Meeting,
Philadelphia, PA; USA

Matheis, K.; Granvogl, M.: Charakterisierung von
Schlisselaromastoffen in nativem Rapsol

12.-14.09.2016

45. Deutscher
Lebens-
mittelchemikertag,
Freising

Matthaus, B.; Bonte, A.; Bruhl, L.: GC-MS-based
Profiling Method for the Differentiation of Sensory
Good and Bad Virgin Cold-Pressed Rapeseed Oils

Matthaus, B.; Bruhl, L.; Bonte, A.; Niehaus, K.;
Bednarz, H.; Wagner, C.: Contribution of different
Bacteria on the Formation of Volatile Compounds
during Storage of Rapeseeds

Matheis, K.; Granvogl, M.: Characterization of Key
Odorants causing a Fusty/Musty “Off-flavour” in Native
Cold-pressed Rapeseed Oil by means of Sensomics
Approach

18.-21.9.2016

Euro Fed Lipid
Congress, Ghent

Matthéus, B.; Li, P.: Dynamic head-space GC-MS of
volatile compounds as tool for the authenticity of
vegetable oils

29. -30.11.2016
Sino-German
Workshop on
Traceability and Food
Metabolomics, Beijing

Matheis, K.; Granvogl, M.: Elucidation of the
fusty/musty off-flavour in native cold-pressed
rapeseed oils for the development of a quick methods
for quality control

Bonte,A; Schweiger, R.; Pons, C.; Fei, M.;
Wagner, C.; Bruhl L.; Muller, C.; Matthaus, B.:
Metabolic Changes During Storage of Rapeseeds and
Consequences for the Quality of the Resulting Virgin
Cold-Pressed Oil

15. —17.2.2017
Chemical Reactions in
Food, Prague
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TransfermaBnahmen der Forschungsstelle(n)

geplant

durchgefihrt

Granvogl, M.; Matheis, K.: Fusty/musty Off-flavor in
native cold-pressed rapeseed oil: sensomics, principal
component analysis, development of a quick method
for quality control

30.04.-03.05.2017
AOCS Annual

Meeting, Orlando, FL,
USA

Fortbildungsveranstaltung fur die Industrie

nach Vorhabenende

Bonte, A.; Matthaus, B., Bruhl, L.: Unterstiitzung der
Qualitatskontrolle nativer, kaltgepresster
Rapsspeisedle mit Hilfe der Charakterisierung
flichtiger Aromastoffe

15.-17.2.2015
DGF-Workshop
L.Sensorische
Bewertung nativer,
kaltgepresster
Speisedle”,
Montabaur

Matthaus, B.; Bonte, A.; Briuhl, L.: Volatile
Compounds as Mean for the Quality Assessment of
Vegetable QOils

10. — 12.4.2016
DGF-Symposium
LJAuthenticity of Olive

Oil and other
Vegetable Oils",
Nurnberg
Bonte, A.: Analytische Moglichkeiten zur 9.-10.3.2017
Bestimmung von Einflussfaktoren auf die sensorische 13. OImullertage,
Qualitat nativer, kaltgepresster Rapsspeisedle Straubing
— Beratung interessierter Unternehmen (auBRerhalb des PA) nach Vorhabenende
durch die Forschungsstelle
e Ubernahme der Ergebnisse in die akademische Lehre bzw. berufliche | "ach Vorhabenende
Aus- und Weiterbildung, u.a. im Rahmen folgender Veranstaltungen:
Vorlesungen des Studiengangs Lebensmittelchemie Technische

Universitat Miinchen

Forschungsprojekte und Praktika fir Studierende
der Abteilung fir Proteom- und Metabolomforschung
und der Abteilung fiir Chemischen Okologie

Universitat Bielefeld

— Bau eines Demonstrators bzw. Funktionsmusters, der fur
Demonstrationszwecke nach Projektende bei der Forschungsstelle
verbleibt

nach Vorhabenende

e Ubernahme der Ergebnisse in folgende Normen:

e Standards (DIN, ISO, IDF)**

nach Vorhabenende
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