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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aromastoffe

Lebensmittel stellen komplexe biologische Systeme dar. Bel deren Auswahl 183t
sich der Konsument nicht allein von deren Nahrwert und Bekommlichkeit, sondern
auch von deren Farbe, Textur, Erscheinung und Aromaeindruck leiten. Vor allem
letzterer Qualitétsfaktor kann von ausschlaggebender Bedeutung sein, wie folgende
Fadle verdeutlichen. Es ist bekannt, dal3 erndhrungsphysiologisch vollwertige
Produkte auf Grund eines schwachen Aromas oder Fehlaromas von den
V erbrauchern abgel ehnt werden, wahrend Produkte von geringerem Nahrwert aber
beliebten Aromen stark verbreitet sind.

Diese Essensgewohnheiten sind weniger auf ein fehlendes Erndhrungsbewul3tsein
zurtckzufthren, vielmehr sollte ein Aroma in seiner urspringlichen Funktion as
Selektionsmittel zur Unterscheidung von genieffbaren und ungenief3baren
Nahrungsprodukten dienen. Bei zu langen Lagerungen koénnen Verderbnis-
vorgange zur Entstehung von unangenehm riechenden Stoffen  flhren
(Fehlaromen), sodal? letztendlich eine negative Auswahl getroffen wird. Ein
typisches Fehlaroma welst z.B. Orangensaft auf, wenn durch Einwirkung von
Luftsauerstoff der Aromastoff (R)-Limonen zu sauerstoffhaltigen Terpenen
oxidiert wird.”

Durch das Zusammenwirken von Geschmacks- und Geruchsstoffen
(Aromastoffen) wird beim Verzehr von Lebensmitteln ein Gesamtsinneseindruck
erzeugt, der im Englischen mit ,flavour” bezeichnet wird, woflr es keinen
deutschen, gleichbedeutenden Ausdruck gibt.®

Be den Geschmacksstoffen handelt es sch um bel Zimmertemperatur im
allgemeinen nicht fllchtige Substanzen, die lber die auf der Zunge befindlichen
Geschmacksrezeptoren wahrgenommen werden und einen salzigen, stif3en, sauren
oder bitteren Geschmack erzeugen.

Unter dem Begriff , Aromastoffe’ werden die flichtigen Bestandteile eines
L ebensmittels unterschiedlicher Struktur zusammengefaldt, die auf direktem Wege
mit der Atemluft durch die Nase oder auf indirektem Wege Uber die Mundhohle-
Rachen-Nasen-Passage einen typischen Aromaeindruck hevorrufen. Um in den
Nasenraum zu gelangen, missen diese Substanzen einen merklichen Dampfdruck
bei Raumtemperatur besitzen. Aul3erdem miissen sie einerseits gewisse hydrophile
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1. Einleitung

Eigenschaften aufweisen, um von der Wasserschicht der Nasenschleimhaut
aufgenommen und zu den Riechzellen transportiert werden zu kénnen; andererseits
ist zur Passierung der Fettschicht der Nervenzellen eine bestimmte Lipophilie
erforderlich.* Sind diese Voraussetzungen erfilllt, so kann jeder Stoff aus alen
moglichen Vebindungsklassen aromawirksam sein. Die wichtigsten, der in
L ebensmitteln vorkommenden Aromastoffe lassen sich in folgenden Stoffklassen
einteilen:

K ohlenwasserstoffe - Sauren

Aldehyde - Edter

Ketone - Furane

Alkohole - Lactone

Phenole - N-haltige Verbindungen
Ether - S-hatige Verbindungen
Acetde

Zu den aromaintensivsten Stoffen zéhlen vor allem schwefelhaltige Verbindungen
wie Mercaptane und Sulfide, gefolgt von Carbonylgruppen und Estern.
Mengenmddg Uberwiegen be den mesten Lebensmitteln  Ester,
Carbonylverbindungen, Alkohole und K ohlenwasserstoffe, insbesondere | soprene.”

Nicht ale in den Lebensmitteln identifizierten Aromastoffe sind bereits im
Rohprodukt von vornherein enthalten (primare bzw. origindre Aromastoffe),
sondern viele entstehen sekundér durch zahlreiche Reaktionen. Die sekundéren
Geruchsstoffe kénnen entweder das Ergebnis der Wirkung von Zellenzymen oder
das Ergebnis nichtenzymatischer Bildungsmechanismen sein.®

In Obst und Gemuise zum Beispiel entstehen eine Reihe fllchtiger Aldehyde durch
die enzymatisch eingeleitete Peroxidation ungesdttigter Fettsauren mittels
Lipoxygenasen und den darauffolgenden Abbau der dabei entstandenen
Hydroperoxide. Abb. 1 zeigt ausgehend von Linolensdure die Bildung von
3,6-(cis,cis)-Nonadienal und 3-cis-Hexena in Gurke und Tomate auf. Weitere
Isomere konnen in Anwesenheit von cistrans-lsomerasen (wie sie in der Gurke
enthaten sind) entstehen. Der gleiche Reaktionsweg fuhrt im Falle der in beiden
Frichten enthaltenen Linolsdure zu Hexanal sowie nach Isomerisierung zu
2-trans-Nonenal.’



1. Einleitung
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Abb. 1:  Prinzip der Aromabildung in Gurke und Tomate’

Neue Aromastoffen werden auch bei physikalische Verfahren wie Trocknung,
Erwdrmung, Erhitzung in verschiedenen Medien (Luft, Wasser, Fett usw.) erzeugt.
Be hohen Temperaturen, wie dSe be RoOstprozessen (Backen, Braten)
vorherrschen, entstehen vermehrt Aromastoffe durch  Pyrolyse  von
Kohlenhydraten, Proteinen, und Lipiden. Rohes Fleisch hat z.B. nur enen
schwachen Geruch. Erst wahrend des Erhitzens entsteht durch einen thermischen
und oxidativen Abbau von Zucken, Aminosauren, ungeséttigten Fettsduren und
Thiamin das typische Fleischaroma.®

Im Laufe der Zeit snd mehrere Theorien sind zur Erklarung der
Geruchswahrnehmung entwickelt worden, aber bis heute kann keine ene
eindeutige Auskunft Uber die Beziehung der molekularen Struktur einer Substanz
und deren Geruch liefern. Sichergestellt ist, dal3 Molekllgestalt und Molekilgrofie,
sowie funktionelle Gruppen und deren Stellungen fir die Wirkung eines
Aromastoffmolekiils auf einen sterisch komplementédren Rezeptor von Bedeutung
sind.’ Damit ist erklérbar, da? Stereoisomere unterschiedliche Geruchsqualitéten
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und Geruchsintensitéten besitzen konnen. Ein schénes Beispiel stellt Menthol dar:
ausschliefdich das L-lsomer (mit 1R, 3R, 4S Konfiguration) ruft die frische
minzige Note hervor, wdhrend D-Menthol (mit 1S, 3S, 4R Konfiguration) einen
modrig, schimmeligen Eindruck erweckt. ™

Viden Aromastoffen kommt eine echte Wirkstoffunktion zu. Es ist bekannt, daf
einzelne Aromastoffe die Sekretion der Verdauungsséfte, aso die physiologischen
Vorgange der Verdauung, wie auch die Speichelbildung, anregen kénnen. Seit
einigen Jahren beschéftigt man sich auf3erdem noch mit den antioxidativen und
antibiotischen Eigenschaften von Geruchsstoffen sowie mit ihrer Wirkung als
Abwehrstoffe. ™

In Lebensmitteln liegen die Aromastoffe as Vielstoffgemische in weiten (sub-ppb
bis ppm) Konzentrationsabstufungen vor. Um die Aromawirksamkeit jedes
Bestandteils eines Gemisches zu vergleichen, wird der Geruchsschwellenwert, d.h.
digienige Konzentration eines Verbindung, die gerade noch zur Erkennung ihres
Geruches ausreicht, ermittelt. Nur digjenigen fllchtigen Stoffe eines Lebensmittels
snd auch Aromastoffe, deren Konzentration im Lebensmittel Uber der
Geruchsschwelle liegt.

Die in der Literatur aufgefthrten Schwellenwerte differieren haufig, da sie nicht
nur vom Dampfdruck der fllichtigen Aromastoffe, der Temperatur und dem
Medium sondern auch vom Bestimmungsverfahren und der Zusammensetzung der
Prifgruppe abhangen. Tab. 1 verdeutlicht die unterschiedliche Geruchswirk-
samkeit einiger Aromastoffe in Wasser.

Verbindung Vorkommen Schwellenwert
(Beispiele) [mg/l]

Methional Kartoffelchips 0,000 4

2-trans-Nonenal  Gurke, Tomate 0,000 08

Dimethylsulfid Butter 0,001

Guajacol Kaffee 0,003

Hexanal Tomate, Apfel 0,02

Maltol Kaffe, Brot 30,0

Tab.1: Geruchsschwellenwerte einiger Aromastoffein Wasser (20°C)*
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Ziel der Aromaforschung ist es, vor allem digenigen Aromastoffe herauszufinden,

die das charakteristische Aroma eines Lebensmittels bestimmen, die sogenannten

»Character impact compounds’, die die SchlUsselverbindungen eines Aromas

darstellen.

Nach Berlitz und Grosct? lassen sich Lebensmittel im Hinblick auf das

V orkommen solcher ,, character impact compounds® in vier Gruppen einteilen:

Gruppe 1: Das Aroma wird entscheidend von einer Verbindung geprégt. Die
daneben noch in grofl3er Zahl vorkommenden Aromastoffe tragen nur
zur Abrundung des Aromas bei.

Gruppe 2. Mehrere Verbindungen, von denen eine besonders wichtig sein kann,
rufen das typische Aroma hervor.

Gruppe 3: Das Aroma kann nur mit einer groferen Zahl von Verbindungen
annghernd smuliert werden. Im algemeinen fehlt eine , character
impound compound®.

Gruppe 4: Das Aroma kann auch mit einer grof3en Zahl von Verbindungen nicht
befriedigend reproduziert werden.

Gruppe Lebensmittel Aromastoffe
Champignon 1-Octen-3-ol
1 Kartoffel (roh) 2-1sopropyl-3-methoxypyrazin

Zitronen Citral
5 Apfel Ethyl-methylbutyrat, Hexanal, E-2-Hexenal
Butter 2,3-Butandion, Acetaldehyd, Dimethylsulfid
3 Prirsisch gLactone(Cgs-C4p), d-Lactone(C,p), Alkohole,
verschiedene Ester, Sduren, Benzaldehyd
4 Kaffee, Bier zwischen 200 und 400 V erbindungen

Tab.2: Gruppeneintelungder Lebensmittel (nach Berlitz/Grosch) 2

Besonders wichtig fir en naturgetreue, harmonische Nachbildung eines
L ebensmittelaromas sind Kenntnisse Uber die quantitative Zusammensetzung des
Aromaspektrums. Es ist bekannt, dal3 das Aromaprofil von Mischungen derselben
Aromastoffe unterschiedlicher Mengen vdllig verschieden sein kann. In ener
Mischung, in der Aromastoffe vorliegen, die sich deutlich in der Note
unterscheiden, setzt sich nur be glechwertigen Geruchsintensitéten das
Geruchsprofil aus den Profilen der Komponenten additiv zusammen. Wenn
dagegen das Konzentrationsverhdltnis so beschaffen ist, dal3 die Geruchsintensitét
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einer  Komponente Uberwiegt, dann bestimmt diese auch weitgehend bis
vollstandig das Geruchsprofil.

Auf Grund der heutigen analytischen Mdglichkeiten und dem Einsatz modernster
spektropskopischer Forschungsmethoden ist man heute in der Lage, die Konzentra:
tionsverhaltnisse komplex zusammengesetzter Stoffgemische aufzuschliisseln. ™
Die Methodik, die Ublicherweise eingeschlagen wird, ist in Abb. 2 verdeutlicht.
Der erste Schritt in der Aromastoffanalytik besteht in der Isolierung und
Abtrennung der Aromastoffe aus den Nahrungsmitteln. Die Art der
Probenaufbereitung spielt hierbei eine grof3e Rolle, da sie die Ergebnisse der
Analyse beeinflurt.™

Lebensmittel
Obst _ Gemiise Cerealien Garungsgetranke etc.

Homogenisieren

Destil- Extra- ., Head- Tenax®

lieren hieren space” Purnpak@} Absorption 1

- Konzentrieren

Aromakonzentrat

Frap. GC LSC Kieselgel

Aromafraktionen — Derivatisieren

GC - Ms

Konzentrieren

Sensorik Quanti- |dentitat Chem. Synthese
,Sniffing"-Test fizierung S

Molekiil- IR NMR

struktur

Abb. 2:  Schematische Darstellung der Methoden zur Analyse von
Lebensmittelaromen ™



1. Einleitung

Um methodenabhangigige Fehler, wie Anderungen der quantitativen
Zusammensetzung einer Aromastoffmischung zu minimieren, sollten mdglichst
verschiedene Wege der Isolierung aus dem Lebensmittel herangezogen werden.
Hierzu gehoren zum einen die Destillation und die Extraktion, mit deren Hilfe sich
Aromakonzentrate erhalten lassen, die anschlief3end saulenchromatographisch
(LSC: Liquid-Solid-Chromatographie) oder gaschromatographisch (préparative
GC) in die Einzelbestandtelle trennen lassen. Abschliefend folgt deren
|dentifizierung und Quantifizierung.™®

Es gibt noch zwei weitere Isoliermdglichkeiten: die Headspace-Technik und die
Adsorption an porosen Kunststoffgranulat (Tenax, Poropak) nach Extrahieren
mittels eines inerten Gasstromes."” Bei der Headspace Technik handelt es sich um
eine Probennahme fltchtiger Komponenten aus der Gasphase, d.h. dem Kopfraum
uber eilnem zu untersuchenden Substrat. Die anschlief3ende gaschromatographische
Anayse erlaubt eine direkte Auftrennung und ldentifizierung der unbekannten
Einzelbestandteile. Besonders bewéhrt hat sich hierbe die Kapillar-
gaschromatographie und deren on-line Kopplung mit der Massenspektrometrie
(GC-MS). Die Kombination dieser beiden spektroskopischen Verfahren zur
Strukturaufklarung bel der Anayse komplexer Gemische fltchtiger Verbindungen
erreicht heute einen hohen Standard und trug zur raschen Entwicklung der
Aromaforschung bei.*® Da die menschliche Nase in der Lage ist noch Substanzen
zu erkennen, die derzeit selbst mit den empfindlichsten Detektoren eines
Gaschromatographen nicht mehr registriert wird, wird oft gleichzeitig der
Trégergasstrom nach dem Verlassen der Trennsdule abgerochen (, Sniffling*-
Test).”

Die Grenzen der GC-MS-Kopplung sind bel der Identifizierung von geometrischen
Isomeren erreicht. Seit dem mdglichen Einsatz der Fourier-Transformationstechnik
in der Infrarotspekroskopie &% sich en komplettes IR-Spektrum im
Millisekundenbereich und einer IR-Empfindlichkeit von wenigen Nanogramm pro
getrennter Komponente aufnehmen. Die Kombination der Kapillargas-
chromatographie mit der Fourier-Transformations-I nfrarotspektroskopie bietet eine
sinnvolle ergénzende spektroskopische Methode. ™

Diese Vorarbeiten missen geleistet werden, um die Aromakomposition enes
Naturstoffgemisches aufzudecken. Nach Unterteilung in Aromakomponenten, die
das charakteristische Aroma eines Lebensmittels pragen und solchen die nur zur
Abrundung beltragen, kann die chemische Synthese der relevanten
Aromastoffverbindungen vorgenommen werden. Aus wirtschaftlichen Aspekten
versucht man, bei der Syntheseplanung von einem ausreichend und preiswert
verfligbaren Naturstoff oder einer Grundchemikalie auszugehen.
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Die L ebensmitteltechnologie beschéftigt sich im Hinblick auf das Aroma bei der
Be- und Verarbeitung mit folgenden Problemen:
Aromatisierung aromaarmer Lebensmittel (z.B. Margarine und Spirituosen)
Aromaerhaltung (z.B. bei Obsterzeugnissen und Gewtirzen)
Optimale Aromabildung (z.B. bel Brot,Kése und Kaffe)
Entfernung unerwiinschter Aromastoffe (Beseitigung des Off-Flavour)
Aromabindung (z.B. bei Pulverkaffe)

Aromatisierte Lebensmittel werden seit Jahrhunderten hergestellt und verzehrt, zB.
SlRwaren, Geback, Tees, Getranke. Wegen des enormen Anstiegs der industriell
produzierten Lebensmittel, nahm in den letzten Jahren die Zahl der aromatisierten
Lebensmittel stark zu. In Deutschland liegt sie inzwischen bel etwa 15-20% des
gesamten L ebensmittelverbrauchs™

In der Zukunft werden die uns bekannten Nahrungsmittelquellen nicht ausreichen,
um die zunehmend anwachsende Weltbevoélkerung zu ernghren. Daher wird an der
Erschliefung neuer Proteinquellen in der Landwirtschaft gearbeitet. Die
Entfernung von der natlirlichen Basis it fir den Konsumenten
gewohnungsbedirftig. Daher mul3 man die neuen Rohstoffe atvertrauten
Lebensmittel  angleichen.  Auch wenn diese  Zukunftsnahrung vom
ernghrungsphysiologischem Standpunkt den Anspriichen genugt, stellt sich das
Problem der Aromatiserung, da die Aromastoffe oder ihre Vorstufen vom
Rohmaterial nicht mehr mitgeliefert werden. Sie mussen fur derartige Produkte
synthetisch oder halbsynthetisch hergestellt und dann diesen zugesetzt werden.*

Nach der Aromenverordnung des Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetzes
(LMBG) werden die eingesetzten Aromastoffe in drei Gruppen unterteilt *:
1. ,naturlich®, wenn sie aus natirlichem Materia ausschliefdich durch
physkalische oder fermentative Verfahren gewonnen werden,
2. ,naturidentisch®, wenn sie chemisch synthetisiert und chemisch identisch
mit den natrlichen Aromastoffen sind,
3. ,kunstlich®, wenn sie aromawirksam sind und nicht in der Natur als
vorkommend nachgewiesen werden konnten
Die Notwendigkeit der zusdtzlichen Aromatiserung von aromaarmen
Lebensmitteln mul3 im Hinblick auf die Unschédlichkeit der Aromastoffe wohl
Uberlegt werden. AuRerdem ist darauf zu achten, daR die Anderung der
Erndhrungsgewohnheiten, die mit Hilfe der zugesetzten Aromastoffe induziert
werden, nicht in eine vom gesundheitlichen Standpunkt unerwiinschte Richtung
gelenkt wird.
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742525 entwickelt

Bis heute sind zahlreiche Stabilisierungsverfahren fiir Aromen
worden, und dienen zum
Schutz vor Aromaverlusten, die wdhrend der Lagerung und Verarbeitung der
Lebensmitteln auf Grund der Instabilitdt und Flichtigkeit vieler Aromastoffe
auftreten
Schutz vor Aromaverénderungen, bedingt durch Zersetzung besonders bei
hitze- sowie lichtempfindlichen Substanzen und Oxidation in Anwesenheit
von Luftsauerstoff
Schutz vor Auftreten von Fehlaromen, hervorgerufen durch unerwiinschte
Reaktionen von Aromastoffen untereinander oder von Aromastoffen mit
anderen Lebensmittelbestandteilen (z.B Bildung Schiff’'scher Basen beim
Nebeneinandervorliegen von. Aldehyd- und Aminogruppen)
Im Prinzip werden dabei die Aromastoffe verkapselt, indem se in ene
Tragermatrix eingebracht werden. Eine Ubersicht der haufig angewendeten
Methoden *" % # bietet folgende Tabelle:

Verkapselungsverfahren Form der Matrix
1._Mikroverkapselung:
Sprihtrocknung Hohle kugelformige Partikel
Extrusion Feste glasige Filme
Gefriertrocknung Makro- sowie micropordse Strukturen
Co-Kristallisation Kristaline Agglomerate
11. Molekulare V erkapsel ung:
Einlagerungskomplexe Cyclodextrine u.andere Wirtmolekile

Tab. 3: Ubersicht der kommerzidl tiblichen Stabilisierungsmethoden von
Aromen

R

Sprithtrocknung  Extrusion  Gefriertrocknung Co-Kristallisation ,molekulare
Verpackung™

Abb. 3:  Vereinfachte Darstellung der Verteilung der verkapselten Substanzen je
nach Ver kapsel ungsprozess
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Die ersten 4 Verfahren, die zur Mikroverkapselung gehdren, beruhen auf einem
mikroskopischen Einschlul3 der Aromastoffe innerhalb eines Tragermaterials.
Hiermit kann weitgehend die Qualitétsbestandigkeit des Aromas gesichert werden.
Die Struktur der Matrix bestimmt dabel das Ausmad des Schutzes vor
Verfluchtigung. Die ,molekulare Verkapselung” dagegen gewdhrleistet einen
vollsténdigen Schutz vor Verfliichtigung, Oxidation und thermischen Abbau.®
Hierbei handelt es sich um einen individuellen rdumlichen Einschlul3 eines
einzelnen Aromastoffmolekils (Gastmolekil) durch ein anderes Molekdl
(Wirtmolekdl), dessen Hohlraum geeignete molekulare Dimensionen besitzt. Die
dabei entstandenen Verbindungen bezeichnet man als Einlagerungs- bzw.
Inklusionskomplexe. Grof3e Ringmolekiile wie z.B. Cyclodextrine (siehe Seite 12)
eignen sich as Wirt fir manche Aromastoffe.

Bel der Wahl des Tragermaterials fur eine Mikroverkapselung von Aromen spielt
eine gute Filmbildung, Emulsionsstabilitét, geringe Viskositdt und Hygroskopie,
das Fehlen eines eigenen Geschmackes oder Geruches, sowie die Moglichkeit der
Freisetzung des Aromas bei Anfeuchtung mit Wasser eine wesentliche Rolle.**
Eine Reihe von Kohlenhydraten (wie modifizierte Stérken, Gummi-Arabicum,
Maltodextrine) erfiillen diese Vorraussetzungen.* Aufgrund der niedrigen Kosten,
der Verfligbarkeit sowie deren unbedenkliche Anwendung im Lebensmittel sektor
werden sie bevorzugt eingesetzt. Aber auch Lipide und Proteine kdnnen als
Sorbentien fungieren und zu einer befriedigenden Aromaretension fihren. %3

Fir den wachsenden Bereich der Fertigmischungen und Trockenprodukte im
L ebensmittelsektor besteht eine grof3e Nachfrage nach stabilen pulverformigen
Aromen, die mest aus oligen flussgen Aromastoffkonzentraten hergestellt
werden. Von grol3em Vortell erweist sich hierbei insbesondere die einfache
Handhabung des Pulvers und die Dosierung nach erforderlicher Menge. Um die
Qualitét der verkapselten Aromen zu bewerten, werden as Kriterien ihre Stabilitét,
deren Aromastoffgehalt, deren mittlerere Partikeldurchmesser sowie die
Aromastoffmenge, die an der Kapsel oberflache haftet, herangezogen.

Zur Mikroverkapselung durch Sprihtrocknung werden die Aromastoffe in einer
L6sung oder Suspension des Polysaccharids emulgiert. Die zu trocknende L ésung
wird von einer Pumpe zu einem Zerstdubungsaggregat geleitet. Dort wird die
Flissigkeit als ein feiner Nebel in der Trocknungskammer, durch die standig heil3e
Luft stromt, zerstaubt. Hierbei verdampft fast augenblicklich der grofdte Tell des
Wassers aus den FHuissigkeitstropfen. Es entstehen trockene, rieselféhige
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gebrauchsfertige Aromazubereitungen, die bis zu 25% fllichtige Antelle enthalten
konnen. Beim Vermischen mit Wasser 16st sich das Kapselmaterial, und die
Aromastoffe werden freigesetzt. Die Partikelgrofe betrégt 10-200 nm im
Durchmesser.?

Beal der Extruson wird eine Mischung aus Polysacchariden, Aromastoffen,
Emulgatoren in einem Extruder aufgeschmolzen und durch eine Dise in ein
gekiihltes Bad geprefdt. Es entstehen glasige Filme, die durch Vermahlen in en
fliefahiges Pulver mit Aromastoffgehalten zwischen 8 und 20% umgewandelt
werden.®

Die Gefriertrocknung ist eine Sublimationstrocknung mit deren Hilfe man grobe
schwammige trockene Produkte erhalten kann, die oft en gutes
Auflésungsverhalten zeigen. In Gefriertrocknungsanlagen wird eine wal¥ige
Suspension oder Emulsion aus Kohlenhydraten (als Tragerstoff), Aromen und
moglicherwiese anderen Inhaltsstoffen auf ene fir das jewellige Gemisch
spezifische Temperatur gekihlt. Durch diese Temperaturabsenkung gefriert das
Wasser und die Eiskristalle verbleiben in der vorliegenden Mischung an ihrem Ort.
Beim Anlegen eines Vakuums sublimiert das Eis direkt, und zwar ohne dal es
durch die Kohlenhydratmatrix an die Oberflache diffundieren muf3. Somit kénnen
makro- und mikroporése Strukturen entstehen, in denen die Aromen durch
Adsorption in gewissem MaRe zuriickgehalten werden.® Allerdings miissen
gewisse Aromaverluste im Verlauf der Gefriertrocknung in Kauf genommen
werden, da bel der Entfernung des Wassers im Vakuum die wasserdampffltichtigen
Aromastoffe zum Tell mitentweichen. Auf der anderen Seite eignet sich dieses
Trocknungsverfahren wegen seiner schonenden Bedingungen besonders fir
temperaturempfindliche Substanzen.*’

Bel der Co-Krigtalisation bilden die Aromastoffe in Anwesenheit von kristallinen
Zuckern Aggregate, in denen sie sich zwischen den Kristallen einordnen. Um eine
geeignete kristaline Struktur zu erhalten, missen die Substrate (z.B. Lactose oder
Glucose) erhitzt und auf ein bestimmtes Feuchtigkeitsniveau gebracht werden Als
schwache Aromastofftréger bieten dlerdings die kristallinen Zucker enen
geringen Schutz vor Verfliichtigung und finden daher selten Anwendung.®
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1.2 Molekulare Verkapselung mit Polyssachariden

Die effektivste Konservierungsform wird durch die Bildung von Inklusions-
komplexen mit Aromastoffen (auch Einschluf3verbindungen genannt) erreicht. Im
Gegensatz zu mikroskopischen Einschltissen von Aromastoffen in einem stabilen
Trager, findet hier eine ,molekulare Verpackung® durch die Aufnahme eines
einzelnen Aromastoffmolekils (Gastmolekil) in den Hohlraum ener
Wirtverbindung (z.B. Cyclodextrine) statt. Die Bindung beruht auf nichtkovalenten
Wechselwirkungen zwischen den Molekilen.

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die durch enzymatischen Abbau
von Starke hergestellt werden kénnen.* Je nachdem, wieviele Glucose-Einheiten
Uber a-1,4-Bindungen in der cyclischen Struktur enthalten sind, unterscheidet man
a-Cyclodextrin mit 6, b-Cyclodextrin mit 7 und g-Cyclodextrin mit 8 Bausteinen.
Neben diesen kommerziell erhdtlichen Molekilen sind auch hoéhere Homologe
bis 13 Glucose-Einheiten bekannt. Die Cyclodextrine haben die Form eines
konischen Bechers, dessen Hohlraumdurchmesser 470 - 520 pm beim a-, 600 -
650 pm beim b- und 790 - 850 pm beim g -Cyclodextrin aufweist. Ihr Innenraum
ist durch zwel Reihen von an Kohlenstoff gebundenen H-Atomen sowie durch die
glykosidischen O-Briicken bestimmt. Die Hydroxylgruppen befinden sich dagegen
aulkerhalb der Hohlraumes, weswegen dieser, verglichen mit den in Ldsung
gerichteten Bereichen des Moleklils, relativ unpolar ist.

OH

. OH
HO

D—’Z' HO
( OH
HO \ 0
HO
OH
8]
? HO
OH
0 OH
OH HO \
HO OH 7 0
Jn= 123

O HO

L

Abb. 4:  Molekulare Sruktur von a-, b -, g-Cyclodextrin (fir n= 1,2 und 3)
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Unpolare Molekiile kdnnen in Abhangigkeit von ihrer geometrischen Ausdehnung
in diesen Hohlraum ganz oder nur tellweise eingelagert werden. Sowohl Grofie als
auch die Polaritdét des Komplexanden sind fir die Stabilitét des entstandenen
Inklusionskomplexes von Bedeutung. *°

Fir Cyclodextrinkomplexe gibt es zahlreiche industrielle Anwendungen. Eine
Vielfalt von Wirkstoffen, nicht nur aus dem Lebensmittel- sondern auch aus dem
Pharma- und Pflanzenschutzbereich, konnen durch die Komplexierung in eine
besser wasserlddliche oder leichter dosierbare Form Uberfihrt werden. Aul3erdem
ist bei diesen Komplexen auch die Mdglichkeit gegeben, die Freisetzung des
entsprechenden Wirkstoffes zu kontrollieren. *2°¢

Das Polyssacharid Amylose, welches ebenfalls aus a -1,4-glycosidisch verknipften
D-Glucoseeinheiten aufgebaut ist, stellt eine strukturverwandte Substanz der
Cyclodextrine dar, weist aber keine geschlossene sondern lineare Form auf.
Amylose kommt neben Amylopektin als Hauptbestandteil in Starke, dem
wichtigsten pflanzlichen Reservestoff, vor. Im Unterschied zur Amylose ist
Amylopektin ein verzweigtes Biopolymer, da es zusétzliche Seitenketten besitzt,
welche durch 1,6-Verknipfung a -glycosidisch an die Hauptkette angebunden sind.

CH.OH CH,OH

OH OH
HO -0

LH'D"l FH..l}H CH. U'H

& @

OH redumerendes
Q Ende ™

CH, CH,OH
0 — 0

nchiredunerende -
OH o OH OH

Enden

b
Amylose

OH ‘ OH OH OH

Amylopektin

Abb. 5:  Sruktureller Aufbau der Amylose und des Amylopektins
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Je nach pflanzlichem Ursprung der Starke variieren die Antelle der beiden
Biopolymere in unterschiedlichem Mal3e, wie aus Tab. 4 zu entnehmen ist. Das
Amylose/Amylopektin-Verhaltnis ist ausschlaggebend fir die physikalischen und
technologischen Eigenschaften nativer Starken. Native Stérken enthalten neben
den beiden Hauptkomponenten noch geringe Mengen an Lipiden, Proteinen und
Minera stoffen, deren Zusammensetzung sich je nach Herkunft unterscheidet. Dies
kann bestimmte Materialeigenschaften der Stérken beeinflussen.

Stérkesorte  Amylosegehalt | Starkesorte Amylosegehalt
[%] [%]
Wachsmais <1 Mais 24-27
Res 14-25 Palerbse 30-35
Kartoffel 20-24 Amylomais 50-85
Weizen 23-28 Markerbse 68-72

Tab.4: Amylosegehalt verschiedener Starken *

Auch physikalisch und chemisch modifizierte Starken finden Verwendung in der
L ebensmittelindustrie, wie Tab. 5 demonstriert. Physikalisch modifizierte Starken
nennt man Quellstérken. Bel den chemisch modifizierten Stérken unterscheidet
man zwischen abgebauten und derivatiserten Stérken. Durch chemischen Abbau
von Stérke (mittels Saure oder Enzyme) erhélt man z.B. Maltodextrine, Dextrine

Starkeprodukte| Erwiinschter Effekt Verwendung

) .y : Instant-Pudding, Cremes
Qudlstarke Katwasserl6dlichkeit und Sofenpulver
SAure- : e Gummibonbons auf
modifiziet | Herabgesszie Viskositd Stérkebasis, Soften
oxidiert Erniedrigung der Retrogradations- | Dickungs- u. Bindemittel

neigung und der Viskositat fur L ebensmittel
Dickungs- u. Bindemittel
flr saure Spelsen u. stark
geschlagene Produkte

Viskositétserhalt und Hydrolyse-

phosphoryliert | . i lit4t beim Erhitzen

Starkeester und

K altestabilitét TiefkUhlkost
-ether

Tab.5: Modifizierte Starken und ihr Einsatz in der Lebensmittelindustrie
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oder Produkte wie Glucosesirup und Dextrose. Bei derivatiserten Starken erhdt
man durch Substitution zusétzliche funktionelle Gruppen wie Ester, Ether und
durch Oxidation Carboxyl- und Aldehydgruppen.

Starke ist in kaltem Wasser unlédich. Wahrend die Amylose beim Erhitzen auf
90°C kalloidal in Lésung gehen kann, quillt das Amylopektin lediglich auf.

Stellt man Lésungen der beiden Komponenten der Stérke her, so zeigen sie
aufgrund ihrer unterschiedlichen Struktur ein abweichendes Verhalten. Tab. 6 fald
einige wichtige Eigenschaften zusammen.

Eigenschaft Amylose Amylopektin
Moleklstruktur linear verzweigt

DP* der Einzelketten (in AHG) 100 - 10 000 20-30

DP* des Gesamtmolekiils (in AHG) 100 - 10 000 10 000-100 000
Stabilitét der wal¥rigen Losung retrogradiert stabil

Farbe mit lod dunkelblau rotviolett

| max des lodkomplexes » 650 nm » 540 nm
Komplexierungsfahigkeit organ. Molekile | gut fast keine

*DP = Polymerisationsgrad

Tab. 6: Eigenschaften der Starkekomponenten

Erste Versuche die Konformation von Amylose in wassriger Ldsung aufzukléren,
sind schon 1937 unternommen worden,® und seit dem sind teilweise gegen
sétzliche Modelle angenommen worden. Die Beobachtung des tiefblauen
Amyloselod-Komplexes leistete dabel enen grof3en Beitrag zur Struktu
raufklarung. Fest steht, dal3 die linear gebaute Amylose aufgrund der Vielzahl ihrer
Hydroxylgruppen und der Verkniipfung der Glucoseeinheiten nicht jede beliebige
Konformation in LAsung annehmen kann.

Heute werden drei Modelle diskutiert: neben der durchgangigen Helix44 wird eine
unterbrochene Helix, 45 in der sich ungeordnete und helikale Bereiche abwechseln
und eine sogenannte ,, Random coil“-K onformation mit keinen oder sehr kurzen
helikalen Bereichen vorgeschlagen. 46 (

Abb. 6).
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Helix unterbrochene Helix Random coil

Abb. 6: Modelle zur Konformation von Amylose in Losung

In Lésungsmitteln wie Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid oder wassriger KOH
liegt die Amylose vollsténdig als statistisches Knéul vor.* In neutralem wéssrigen
Medium dagegen wird das Modell der unterbrochenen Helix angenommen.®
Dabel ist nicht die Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den einzelnen Windungen®™ fir die Entstehung dieser helikalen
Abschnitte ausschlaggebend, sondern vielmehr sterische und  energetische
Griinde.® Belegt wird dies durch die theoretischen Berechnungen von Rao ™
beziiglich der Energieinhalte der einzelnen Konformationen in Abhangigkeit von
den Winkeln der glykosidischen Bindungen. Dabei wird die bevorzugte Bildung
einer linksgangigen Helix gegenuber der ebenfals mdglichen rechtsgangigen
Helix, wegen ihrer energetisch gunstigeren Konformation angenommen. Die
helikalen Abschnitte bestehen aus 10-15 Windungen, deren |nnendurchmesser aber
zu klein ist, um Gastmolekiile aufnehmen zu kénnen. Durch geringe Energiezufuhr
konnen die glykosidischen Bindungen aber so gedrent werden, dal3 eine
Aufweitung der Helix die Komplexierung ermdglicht. Der notwendige
Energieaufwand wird durch die darauffolgende Komplexbildung tberkompensiert,
deren treibende Kraft van-der-Wads-Wechselwirkungen, hydrophobe Wechsel-
wirkungen und die Ausbildung stabilisierender intramolekularer Wasserstoff-
briickenbindungen darstellen.> >

In Anwesenheit eines Komplexanden kristallisiert die Amylose aus verdinnter
Losung in der sogennanten V-Modifikation. Hierbel liegt eine einfache Helix vor,
bei der dle Glucosemolekile senkrecht zur Helixachse stehen. Da die
Hydroxylgruppen der Glucosemolekiile sich allesamt nach auf3en orientieren, ist
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die aul¥ere Oberflache der Helix hydrophil und zeigt polare Eigenschaften. Das
Innere der Helix besitzt aufgrund der dorthin orientierten, an Kohlenstoff
gebundenen Wasserstoffatome, wie bel den Cyclodextrinen weitgehend einen
unpolaren Charakter. Daher kdnnen unpolare Gastmolekile oder unpolare Teile
von dipolaren Molekilen durch van-der-Waas Wechsalwirkungen im
Helixinneren festgehalten werden. Die dort befindlichen Bindungsstellen sind
nicht fir jedes eingelagerte Molekdl individuell definiert, da sich die Gastmolekiile
in einer &quivalenten sterischen und el ektronischen Umgebung befinden. >

Das bekannteste und am ausfuhrlichsten untersuchte Beispiel fur Amylose
einschluf3verbindungen ist der blaue lodkomplex, dessen intensive Farbe durch die
Ausbildung ener Polyiodidkette im inneren Hohlraum der Amylosehelix
hervorgerufen wird.™*® Es ist nachgewiesen, dal? Amylosekomplexe ebenfalls mit
mehreren organischen Molekilen (lineare und verzweigte Alkohole, Ketone,
Terpene, Fettsaure und aromatische Verbindungen) °" > gebildet werden.

Im Unterschied zu den Cyclodextrinen, bel denen der Durchmesser des Torus
konstant ist, besitzt die Amylosehelix eine flexible Struktur, die ihr erlaubt ihren
Innendurchmesser den Raumanspriichen des dargebotenen Komplexanden
anzupassen (Tab. 7). Mittels Rontgenstrukturanalyse und Elektronenbeugung an
Einkristallen verschiedener Amylosekomplexen konnten Helices mit 6, 7 und 8
AHG pro Helixwindung analog zu den Cyclodextrinen nachgewiesen werden. *%
Die Ganghthe dler drei Helixkonformationen betrégt 8 A.

Strukturmerkmale Helix-
geeigneter K omplexand durchmesser [A]
Gastmolektle aufRen innen
offenkettige .
6 aliphatische Jod, Fettseren, 132 | 90
O . Decanal, n-Butanol
5 2 Molekile
O Verzweigte oder tert.-Butanal,
= g 7 | cyclische Aliphaten Limonen 14,7 | 10,55
% _:_; und Aromaten Menthon
<C1: = 3 GrofRere aromatische 1-Naphtol, Anthracen 16.2 125
und bicycl. Moleklle | 8-Cyclohexa-decen-1-on ’ ’
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Tab. 7: Hdixdurchmesser in Abhangigkeit von der Gr6l3e des angebotenen
Gastes

Das Amylopektinmolektl mit seiner stark verzweigten Struktur ist im Gegensatz
zur Amylose kaum zur Komplexierung organischer Mol ekiile geeignet.

Zur Beschreibung seiner Struktur sind verschiedene Modelle entwickelt worden.
Mit einem nach D. French ® vorgeschlagenen Clustermodell ist man in der Lage
die gemessene Kettenverteilung von enzymatisch gespaltenem Amylopektin, seine
Kristalinitét sowie die hohe Viskositdt von Amylopektinlésungen zu begrinden.
Das Amylopektin setzt sich dabei aus kompakten Clustern zusammen, in denen die
Ketten nahezu paralle ausgerichtet sind. Diese Cluster sind durch lange Ketten
miteinander verbunden.

o A—Ka?ten \f
C-Kette / /C/g =
y= 2 =
. /::""_ \%—
= &
e Ve
5 \{"

Abb. 7 Clustermodell des Amylopektins nach French

Die aulBeren A-Ketten tragen im Gegensaiz zu den B-Ketten keine
Verzweigungsstellen und konnen in Abhangigkeit ihrer Lange nur bis zu 4
Helixwindungen (mit 15-25 AHG) ausbilden. Damit sind sie nur bis zu einem
gewissen Grad zur Komplexbildung fahig. Die resultierenden Amylopektin-
komplexe sind recht instabil. Eine Ausnahme ist der Natriumlaurylsulfat-
Komplex.®® Ein weiterer Beleg fir die Aushildung kurzkettiger helikaler Bereiche
Im Amylopektin liefert die rotbréunliche Farbe des 1od-Amylopektin-Komplexes.
Wahrend infolge der Dipoleffekte und der Resonanz entlang der Helix zur
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Blauférbung des Amylose-lod-Komplexes 7 bis 11 lodatome bendtigt werden,
lagern sich im Amylopektin weitaus weniger lodatome ein.

Die unterschiedlichen Komplexbildungseigenschaften der Amylose und des
Amylopektins konnen zur Isolierung der Amylose aus nativer Stérke eingesetzt
werden. Wegen der verzweigten Struktur des Amylopektins ist nur die Amylose
zur Bildung von schwerlodichen Komplexen mit einer Reihe von
Komplexbildnern fahig, sodal3 eine Fraktionierung von Stérke mdglich ist. Das
Amylopektin bleibt weitgehend in Ldsung, und die Amylose kann nach
Zentrifugation des Niederschlages und anschliel3ender  Extraktion des
Komplexanden in reiner Form erhalten werden.®

Durch die Fahigkeit von Amylose zur Komplexierung organischer Molekile
eroffnet sich die Mdaglichkeit, Amylose as molekulares Packmaterial fur
Aromastoffe einzusetzen. Da Aromastoffe im algemeinen unterschiedliche
Struktur und Funktionalitét besitzen kdnnen, ist ein universeller Wirt von grofdem
Vortell. Die Amylose kann sich durch ihre im Durchmesser variable Helix vielen
Gastmol ektile anpassen, sodal? es moglich sein sollte auch Aromastoffgemische zu
komplexieren. Wahrend sterisch anspruchsvolle Molekile nur teillweise bei den
Cyclodextrinen eingelagert werden, findet ein vollstdndiger Einschluld in die
Amylosehelix statt, so dal’ auch eine vollkommene Stabilisierung erreicht werden
kann.

Wegen der toxikologischen Unbedenklichkeit der Amylose darf sie im Gegensatz
zu den Cyclodextrinen, die -zumindest in Deutschland- noch nicht zugelassen sind,
eingesetzt werden. Aul3erdem ist sie unbegrenzt aus nachwachsenden, pflanzlichen
Rohstoffen mit geringem Kostenaufwand verflgbar.

Zusétzlich besteht die Mdglichkeit, eine kontrollierte Freisetzung der inkludierten
Molekiile zu erzielen, so dal? Uber eine langere Zeit das Aroma sich entfalten kann.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Aufgabenstellung

In den letzten Jahren ist der Bedarf an Lebensmitteln, die dem Verwender
moglichst schnell in verarbeitungs- und verzehrfertigem Zustand zur Verfligung
stehen (Convenience-Produkte), enorm gestiegen. Meist handelt es sich um
Trockenprodukte, die infolge des industriellen Herstellungsprozesses
Aromaverluste erleiden. Um solche Produkte (wie z.B. tischfertige Saucen/
Suppen) sensorisch aufzuwerten, werden ihnen Aromen zugesetzt.

Haufig werden zur Simulation eines Aromaprofils mehrere Aromastoffe in
bestimmten Konzentrationen as Gemisch zugesetzt. Diese Mischungen sind oft
instabil, da sie einem oxidativen, thermischen Zerfall und anderen chemischen
Veranderungen unterliegen. Um dies zu verhindern, sind in  der
L ebensmitteltechnologie bisher eine Reihe von Verkapselungsverfahren,”” %% bej
denen zum Beispied Zuckermolekile as Tragermatrix eingesetzt werden,
entwickelt worden. Die Ruckhalteeffekte sind  hauptséchlich  auf
Adsorptionserscheinungen, die durch enen mikroskopischen Einschluf3
hervorgerufen werden, zuriickzufihren. Hierbel kann héufig ein Oxidationschutz
mit zufriedenstellendem Grad erreicht werden. Geschieht alerdings die
Verkapselung der aromawirksamen Molekile in Stérke oder verschiedenen
Stérkefraktionen wie Amylose auf molekularer Ebene (, molekulare
Verkapselung“) resultiert eine  besonders effektive  Stabiliserung  der
Aromastoffkomponenten.

Man stellt sich dabei vor, dal’ durch den individuellen Einschluf? jedes einzelnen
Aromastoffmolekiils in den helikalen Hohlraum der Amylose ein vollkommener
Schutz vor Oxidation, Verflichtigung und anderen chemischen Verénderungen
gewdhrleistet werden kann. Man spricht in diesem Falle von Inklusions- oder
Einlagerungskomplexen. Osman-Ismail und Solms haben gezeigt, dal3 einige
flichtige Verbindungen wie hohere lineare Alkohole vom Hexanol bis Decanal,
verschiedene Terpene wie Limonen, Menthon und der lineare Aldehyd Decanal zur
Bildung von Inklusonskomplexen mit Starkesorten und in Amylose befdhigt
sind.®

Gegenstand dieser Arbeit ist es zu prifen, inwieweit die Bildung von
Inklusionskomplexen sich eignet, um in der Aromatiserung von Lebensmitteln
eingesetzt zu werden.
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Da Aromastoffe aus unterschiedlichen Verbindungsklassen stammen konnen,
werden in der vorliegenden Arbeit modellhaft vier unterschiedliche Aromastoffe
aus drei verschiedenen Substanzklassen ausgewahit:

Hexanal und E2-Nonena (zwei strukturell dhnliche Molekiile mit gleicher
funktioneller Gruppe),
sowie 1-Octen-3-ol ( en linearer Alkohol)
und Guajacol (ein sterisch anspruchvolleres Molekil mit aromatischem
Charakter).

Die flissigen Aromaverbindungen sollen in eine méglichst einfach handzuhabende
stabilisierte Form gebracht werden, die eine geeignete Dosierung erméglicht. Das
in der Diplomarbeit®® ausgearbeitete Syntheseverfahren von schwerléslichen
Amylosekomplexen mit  einzelnen  Aromakomponenten kann  hierbei
zugrundegel egt werden.

Im ersten Tell dieser Arbeit soll untersucht werden, in welchem Ausmal3 Amylose
as flexibles Wirtsmolekil in der Lage ist, mit den aufgefihrten fllchtigen
Verbindungen nicht nur als Einzelkomponenten (Bildung von Mono-Komplexen)
sondern vor adlem im Gemisch (Bildung von gemischten Komplexen)
Inklusionskomplexe zu bilden. Bel der Mischkomplexierung interessiert vor allem
inwieweit das zugegebene Mengenverhdltniss der Gaste sich in den
Amylosekomplexen wiederfindet. Dabel soll geklart werden, ob bel gleichzeitiger
Zugabe moglicherweise eine gegenseitige Beeinflussung der Gastmolekiile
wahrend der Einlagerung stattfindet.

Durch Variation der Gastzugabe bzw. der Mengenverhdlitnisses der Gaste soll
ermittelt werden, unter welchen Bedinungen eine optimale Einlagerungsrate erzielt
werden kann. Zur Bestimmung der Komplexstéchiometrie dient die *H-NMR-
Spektroskopie (geeignet fur die Mono-Komplexe) und die Gaschromatographie
(bei den Mischkomplexen). Uber die Kenntnis der Komplexzusammensetzung
lassen sich Aussagen dartiber machen, in welchem Ausmal? der Innenraum der
Amylosehelix von den Gastmol ekilen ausgefullt wird.

Aul¥erdem soll untersucht werden, ob in Abhéngigkeit von der Dauer der wahrend
der Synthese durchgefihrten Gefriertrocknung, die erhaltenen
Komplexstchiometrien sowohl fir Mono- wie auch Mischkomplexe sich
verandern.

Anhand von langerfristigen Lagerstudien soll der Grad der Stabilisierung der
gebildeten Inklusionskomplexe belegt werden.
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Bel der Bewertung der Nahrung durch den Konsumenten spielt die zeitliche
Entfaltung des Aromas ene groe Rolle Daher ist man in der
L ebensmitteltechnol ogie besonders an einer kontrollierten Freisetzung interessiert.
Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich daher mit dem Freisetzungsverhalten
der eingelagerten Aromastoffe aus den Komplexen. Bedingungen, die eine Rolle
spielen konnen, sind Zeit, Temperatur, Wasseraktivitat und Gastgehalt.

Zunéchst soll fur die quantitative Ermittlung der Freisetzung der flUchtigen
Verbindungen en gaschromatographisches Verfahren entwickelt werden,
mit dessen Hilfe der Kopfraum Uber einer Probe analysiert werden kann
(Headpace-GC). Wichtig ist es hierbel, mdglichst reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen. Da aus frilheren Untersuchungen®™ bekannt ist, daR das Injizieren einer
gasformigen Probe in den Gaschromatographen zu Peakverbreiterungen fthrt, soll
eine Kryofokussierung am Saulenanfang verwendet werden. Dieses verspricht
schmalere und damit quantifizierbare Peaks in den Chromatogrammen.

Unter analogen Bedingungen (Zeit, Temperatur, Wasseraktivitét, Gastgehalt) wird
das Freisetzungsverhalten der unterschiedlichen Aromastoffe, die einerseits als
Einzelnkomponente und andererseits im Gemisch in die Amylosehelix eingelagert
sind, verglichen.

Der Ruckhalteeffekt der fluchtigen Verbindungen, die in die Helix eingelagert
sind, kann nicht nur mit der Struktur des Gast- sondern auch mit der Struktur des
Wirtsmolekils variieren. Daher soll das Entweichen eines Aromastoffes aus einem
Amylose- und einem Stérkekomplex gaschromatographisch analysiert werden.
Anschlieffend soll untersucht werden, wie sich adsorbierte im Gegensatz zu den
eingel agerten Aromastoffmolekilen beziiglich ihrer Freisetzung verhalten.

Die Zielsetzung des dritten Tells besteht darin, die Assoziationskonstanten der vier
Aromastoff-Amylosekomplexe zu ermitteln, um Aussagen Uber die Art der
Wechsawirkung zwischen den eingesetzten Aromaverbindungen und der Amylose
treffen zu kénnen. Hierflr kdnnen Headspace-gaschromatographische M essungen
herangezogen werden. Voraussetzung hierfir ist die Kopplung des in der Lésung
bestehenden Komplexierungsgleichgewichtes mit dem V erteilungsgleichsgewicht
des fliichtigen Gastes zu einem Uberstehenden Gasraum.

Von weterem Interesse ist der Einflud@ der Amylosesorte auf das
Komplexierungsgleichgewicht, weswegen unter Verwendung des gleichen
Gastmolekils und bel Variation der Amylosequelle unterschiedliche Komplexe
synthetisiert und deren Assoziationskonstanten ebenfalls bestimmt werden sollen.
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2.2 Bildung von Amylosekomplexen mit Aromastoffen als
Einzelkomponenten und im Mehrstoffgemisch

In zahlreichen Verdffentlichungen® ®% wurde gezeigt, dal? Stérke ein geeignetes

Tréagermaterial darstellt, um flichtige Aromastoffe zu binden. Dies ist einerseits
auf auf den mikroskopischen Einschluf der Aromastoffe, und andererseits auf die
Bildung von Einlagerungsverbindungen mit einigen Aromastoffen zurtickzufuhren.
Dabel erweist sich, dal3 die Komplexbildung den effektivsten Schutz vor
Aromaverlusten bietet, da hierbel die Aromastoffmolekile im Inneren eines
Wirtsmolekils eingelagert werden. Somit kann ein vollkommener Schutz vor
Oxidation, Verflichtigung und anderen chemischen Veranderungen gewahrle stet
werden.®

Die Fahigkeit zur Komplexbildung der Stérke ist speziell auf die Amylose als
unverzweigte Fraktion der Stérke zurtckzufthren. In  Anwesenheit von
Gastmolekilen in einer wassrigen Amylosel6sung kann eine helikale Orientierung
der Amylosekette Uber van-der-Waas-Wechselwirkungen zwischen dem
eingeschlossenen Gastmol ekl und dem unpolaren Inneren der Amylose stabilisiert
werden. Oft sind diese supramolekularen Verbindungen schwerlddlich und kénnen
aus der Lsung abgetrennt werden.

Da Aromastoffe aus verschiedenen Verbindungsklassen stammen kénnen, sollten
as Modelsubstanzen Molekile unterschiedlicher GrofRe und Funktionalitét
ausgewahlt werden, um deren Komplexierungsfahigkeit als einzelne Aromastoff-
komponente und im Gemisch von zwel oder mehreren Aromastoffen zu
untersuchen.

Schon in der Diplomarbeit® wurde die Bildung von Amylosekomplexen
verschiedener flichtiger Aldehyde genauer untersucht, so dald hier als
Komplexanden das kirzerkettige und leichtflichtige Hexanal, sowie das
langerkettige, ungeséttigte und schwererfliichtige E2-Nonenal sich fir die ersten
Untersuchungen anboten. Beide Aldehyde sind in der Lage aufgrund ihrer linearen
Struktur eine 6er-Helix zu induzieren.

Im Folgenden sollte ein lineares Aromastoffmolekil mit anderer Funktionalitét
herangezogen werden. Dabel wurde der langerkettige und ungeséttigte Alkohol
1-Octen-3-ol ausgewdhlt, der wie das E-2-Nonena eine Helix mit sechs
Anhydroglucoseeinheiten bilden sollte.

Dagegen fuhrt der Einsatz sterisch anspruchvollerer Molekile z.B. solche mit
aromatischem Charakter wie tButylphenol zur Aushildung einer 7er-Helix.” Als
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Moddlsubstanz der aromatischen Substanzklasse wurde des weiteren der
Aromastoff Gugacol eingesetzt und auf dessen Komplexierfahigkeit hin getestet.

e SN
Hexanal 2-E-Nonend
OH
OCH3 “
of e
Guagjacol 1-Octen-3-ol

Abb. 8:  Ausgewahlte Aromastoffe

Zum Verfahren der Komplexsynthese:

Um hohe Komplexausbeuten bezogen auf die eingesetzte Amylose zu erzielen,
wird in den folgenden Relhenuntersuchungen entfettete und fraktionierte Amylose
eingesetzt. Dabel stellt die Fraktionierung der Amylose aus der High-Amylose-
Maisstéarke mit einem 70%-igen Amylose-Antell eine ergiebige und wirtschaftlich
vorteilhafte Amylosequelle dar. Nach Extraktion der Lipide mittels eines Propanol-
Wasser-Gemisches aus dieser Maisstérke, ™ die sonst einen Teil des Innenraums
der Helix besetzen wirden, kann durch Ausféllen mit Cyclohexanon die
Maisamylose isoliert werden.

Zur Darstellung der Amylosekomplexe mul3 die Amylose in verdinnter
homogener L6sung vorliegen, so dal3 sich helikale Bereiche ausbilden koénnen.
Zum Uberfiihren der Amylose in eine wassrige Losung wird ein in der Industrie
gangiges Verfahren, bei dem die Amylose unter Druck gelost wird, genutzt. Im
Autoklaven wird dabel ene max. 4%-ige wa¥ige Amylosedbsung bel
Temperaturen bis zu 140°C schonend aufgeschlossen. Nach anschlief3endem
Verdinnen mit heil3em Wasser auf eine 1%-ige LGsung kdnnen nun unter starkem
Rihren bei 80°C die Aromastoffe zugesetzt werden. Beim langsamen Abkthlen
der Reaktiondosung im Heizpilz fallt der gebildete schwerlodiche
Inklusionskomplex aus. Dieser kann abzentrifugiert und gefriergetrocknet werden.
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Zur Bestimmung des Gehaltes an inkludierten Aromastoffen

Die auf obige Weise hergestellten pulvrigen Aromastoff-Komplexe enthalten nach
der Gefriertrocknung noch adsorbierte Anteile an Gastmolekilen, die durch
zweimaliges zweistiindiges Waschen mit wasserfreiem Dichlormethan vollstéandig
entfernt werden koénnen. Dichlormethan kann as polares Losungsmittel nicht in
das Helixinnere der Amylose eindringen, womit die Heraud 6sung von inkludierten
Gastmolekilen weitgehend unterbleibt, allerdings kénnen hierbel sdmtliche an der
Oberfl&che adsorbierte Aromastoffmol ekiile gel 6st werden.

Zwel Methoden bieten sich fur die Anayse der Komplexstéchiometrie an:
'H-NM R-Spektroskopie und Gaschromatographie.

Die weniger zeit- sowie arbeitsaufwendige Methode stellt die "H-NMR-
Spektroskopie dar, die bereits in der Diplomarbeit getestet wurde. Mit ihrer Hilfe
|&3t sich nach Auflésen der Komplexe in einem ds-DM SO : DCl-Gemisch (15:1)
be 60°C aus den resultierenden Integralen im 'H-NMR-Spektrum die
Stochiometrie von Komplexen mit einer Aromastoffkomponente zuverlassig
berechnen.” Diese Analysenmethode 14t sich auf die ausgesuchten Aromastoffe
unter der Vorraussetzung anwenden, dass sich die betrachteten Signale der Wirt-
und Gastprotonen nicht Uberlappen.

Die NMR-spekroskopische Gehaltsbestimmung mehrerer gleichzeitig inkludierter
Aromastoffe ist nicht anwendbar, wenn sich die fir die Berechnung zu
beriicksichtigenden Protonensignale der Gaste im Spektrum Uberlappen. Daher
stellt besonders fur Mischkomplexe die zeitaufwendigere, gaschromatographische
Analyse der Aromastoffe nach deren Extraktion aus dem Komplex eine geeignete
Alternative zur quantitativen Erfassung der Gastgehalte dar. In der Literatur erfolgt
die Extraktion von Aromakomponenten mit n-Pentan im Kutscher-Streudel-
Extraktor unter Zugabe von a-Amylase zum Abbau der Stérke.”® Eine andere
Variante die in unserem Arbeitskreis angewendet wurde, stellt die Extraktion von
Lipiden aus der Amylosehelix mittels heil3em absolutem Methanol dar. Diese
Methode wurde auch zur Charakterisierung der Aromastoff-Komplexe getestet.
Hierbel wird zu ener definierten Menge an Aromastoff-Amylosekomplex
[Mkompiex] der exakt eingewogene interne Standard Octansaureethylester [Miy; sianal
zugesetzt und mit Methanol bei 100°C unter zehnminitigem RiUhren die
Aromastoffe extrahiert. Nach AbkUhlen der Suspension und Zentrifugation wird
die Uberstehende methanolische Phase direkt auf die Kapillarsiule aufgegeben und
aus den resultierenden prozentualen Flachenintegralen % aromas. UNd %0 i1t stand- der
Aromastoffgehalt in mg Aromastoff pro g Komplex gemdld Gleichung
( 1) berechnet: "
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MintStand (mg) * %0 Aromast.
% int.Stand .* M Komplex (g)

(1) maromast.= fm * mit f, = Methodenfaktor

% = Prozentual e Peakflache

In obiger Formel ist der .Methodenfaktor fy, enthalten, der eine stoffspezifische
Konstante darstellt, die im Falle der Benutzung des massenabhangigen FID-
Detektors die Abhangigkeit zwischen Komponentenmenge und Peakfléche einer
jeden Verbindung beriicksichtigt. Zu seiner Bestimmung missen zunéchst
verschiedene Kalibrierldsungen fir jede Aromakomponente einzeln erstellt
werden. Hierfur werden methanolische Mischungen von Aromastoff und internem
Standard angesetzt und gaschromatographisch analysiert. Mit Hilfe der Formel ( 2)
kann dann der Methodenfaktor fir jede einzelne Aromastoffkomponente gesondert
ermittelt werden:

_ MAromast . * Yoint.Stand .

(2) fw X mit m = Einwaage in mg

MintStand . * Y0Aromast .

Der Vergleich der Gastgehate der Amylose-Komplexe mit einzeln komplexierten
Aromastoffen, die mittels NMR-Spektroskopie bestimmt werden, stimmt mit
denen, die gaschromatographisch ausgewertet werden, gut Uberein. Der
Einhetlichkeit halber wird die Komplexstchiometrie aller Mischkomplexe
gaschromatographisch analysiert, wahrend die Monokomplexe NMR-spektro-
skopisch charakterisiert werden.
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Ergebnisse der Darstellung und Char akterisierung ver schiedener Aromastoff-
Amylosekomplexe:

| . Hexanal-E-2-Nonenal-Amylosekomplexe:

Nach zahlreichen Optimierungsversuchen, die im Rahmen der Diplomarbeit
durchgefuihrt wurden, zeigte sich, dal? durch Zugabe eines hohen Uberschusses an
Aldehyd (Hexana bzw. E-2-Nonenal) Komplexstéchiometrien von ca. 5% bis
maximal 7% in der Maisamylosehelix erreicht werden. Gastgehalte um die 7% in
Amyloseskomplexen gewéhrleisten eine durchgangige Einlagerung der
Gastmolekiile in das Helixinnere.

Beim kirzerkettigen Hexanal fihrt ein 10-facher UberschuR (ausgehend von einer
vollgefullten Amylosehelix) zu einem Einschlu3 von ca. 5%, wahrend beim
langerkettigen E-2-Nonenal schon ein 6-facher Uberschul Gastgehalte um 7%
liefert. Die molare Einschlul¥rate der Géaste liegt dabel in der gleichen
Grolenordnung, da das Nonenamolekil eine 1,4 ma héhere Molmasse als das
Hexanal-Mol ekl besitzt.

Von Bedeutung ist bel Zusatz von zwei Aromastoffen als Gemisch zur Bildung
vom ,, Bi-Komplexen“, wie sie im Weiteren genannt werden, neben der Frage, ob
beide Komponenten eingebaut werden, auch das Verhdltnis ihrer Komplexierung.
Hierbei soll untersucht werden, wie sich die Zugabe beider Komponenten in
unterschiedlichem Verhdtnis auf die Gastgehate im Komplex auswirkt.

Als erstes erfolgt der Zusatz im Rahmen von geringen Uberschiissen d.h. in der
Grolenordnung von ca. 2 mmol pro g Amylose. Dies ist bel der Aromatisierung
von Lebensmitteln einerseits aus wirtschaftlichen Aspekten von besonderem
Interesse, wenn man auf weniger konzentrierte Aromastoffmischungen
zurickgreifen mul3. Andererseits sollte hierdurch ein bevorzugter Einbau einer
Aromastoffkomponente in die Helix vermieden werden.

Abschlief3end soll getestet werden, wie sich das Komplexierungsverhalten der
beiden Aromastoffe bel Zusatz eines enormen UberschuRes von nur einer
Komponente verandert.

In Tab. 8 sind die unterschiedlichen Synthesen der Mono- sowie Bi-Komplexe von
Hexanal und E-2-Nonena in Abhangigkeit von den zugegebenen Gastmengen und
den Molverhdltnissen der Géaste zusammengefaldt. Die aufgelistete Zugabe der
Gaste bezieht sich Ubersichtshalber auf 1g Amylose (abgekirzt alsg A).

-27-



2. Theoretischer Tall

Zugegebener Gast 5 3 Gastgehalt im Komplex
[Molverhaltnis] 2 g [Molverhaltnis]
No Hexanal (E)-2-Nonenal § 3 Hexanal (E)-2-Nonenal
1 | 50mmol/g A 75 % 55%
2 50mmol/gA | 80% 6,8 %
3 | 15mmol/gA | = - 75 % 11% | -
4 1,5 mmol/g A 80 % 1,22 %
1,5mmol/gA | 1,5mmol/g A 0 0,82 % 2,08 %
0 1: 1 6% 1: 1,8
0,5mmol/gA | 1,5 mmol/g A 0 0,32 % 2,64 %
6 1: 3 9% 1: 5,9
1,5 mmol/gA | 0,5 mmol/g A 0 0,76 % 1,27 %
! 3: 1 80% 1: 1,2
1,0 mmol/g A | 1,0 mmol/g A 0 0,37 % 1,04 %
8 1: 1 80% 1: 2,0
50mmol/gA | 0,5mmol/g A 0 2,7% 0,6 %
10 10: 1 82% 6,3: 1
0 0
11 50 mmpl/g A | 1,0mmol/g A 83 0% 2?6 Yo 0,9 %
5: 1 4. 1
50mmol/gA | 1,5 mmol/g A 0 2,2% 1,1%
12 10: 3 80% 2,8: 1
0 0
13 50 mToI/g A |50 mnlon/g A 85 04 io Yo i,9 Yo

Tab. 8: Darstellung von Aromastoff-Amylosekomplexen mit Hexanal und

E-2-Nonenal
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Allgemein |a sich die Komplexstochiometrie sowohl bel Mono- als auch bei Bi-
Komplexen je nach zugegebener Gastmenge variieren.

Die Komplexausbeuten, bezogen auf die eingesetzte Ausgangsmenge an Amylose,
belaufen sich dabei um die 75% bis 85%. Dies |d3 sich Uber einen partiellen
Abbau der Amylose wéhrend des Autoklavierens erklaren, der verhindert, dai3
samtliche Amylose als schwerl6dlicher Komplex ausfallt.

Erwartungsgemald sinkt mit abnehmender Gastzugabe die Komplexstéchiometrie
eines Mono-Komplexes. Durch Zugabe eines enormen Uberschusses an Hexanal
von 5,0 mmol/g Amylose kénnen hohe Gastgehalte von 5,5% erzielt, wéhrend ein
wesentlich geringerer Uberschu von 1,5 mmol/g Amylose zu einem Hexanal-
Gehalt von 1,1% fuhrt (Nr. 1/3). Eine dhnliche Abnahme des Einschlusses von
6,8% auf 1.22% beobachtet man beim analogen Zusatiz vom langerkettigen
E-2-Nonenal (wie Nr. 2/4 zeigt). Gibt man nun je 1,5 mmol/g Amylose von beiden
Aldehyden in Form eines Gemisches hinzu, so kdnnte man durchaus erwarten, daf3
beide Gaste in gleichem Male wie in den Mono-Komplexen nebeneinander
inkludiert werden, so dal3 der Gesamtgehalt der Aldehyde sich auf 2,5 % bel&uft.
Es zeigt sich aber, dal3 er mit 2,9 % etwas hoher liegt ads im Mono-Komplex.
Aul¥erdem lagert sich doppelt soviel E-2-Nonenal im Vergleich zu Hexana in den
Hohlraum der Amylosehelix ein (Nr. 5). Damit zeichnet sich ein bevorzugter
Einschluss des langerkettigen Nonenals ab. Bestdtigt wird dies durch den
Vergleich der Molverhdltnisse der Ansdize Nr. 6 bis 8. Reduziert man z.B. die
Hexanalzugabe auf ein Drittel (Nr. 6), so werden die Nonenalmolekile 6-fach
hoher komplexiert und der Nonenalgehalt dieses Bi-Komplexes steigt auf 2,7 %,
wahrend der Mono-Komplex nur 1,22 % enthielt. Dagegen resultiert bei einem
umgekehrtem zugegebenem Hexana-Nonenal-Verhdtnis von 3:1 ein anndhernd
gleichmalliger Einschlul® und ein Gesamteinschluf3 von 2 %.

E-2-Nonenal bildet aufgrund seiner langeren C-Kette stabilere Amylosekomplexe
as Hexana. Ein Hinwes hierfir gibt schon die Temperatur an, bel der die
Komplexe aus der Losung ausfallen. Im Falle von Nonenal setzt die
Niederschlagshildung schon unterhalb von 38°C ein , wahrend der Hexand-
Komplex erst unterhalb von 30°C auszufallen beginnt. Die Zunahme der
Komplexstabilitét mit wachsender Kettenlange des Gastes beobachtet man z.B.
auch bei Fettsduren.”” Eine Bestimmung der Assoziationskonstante der beiden
Komplexe wirde zusétzlich eine quantitative Aussage Uber die Komplexstabilitét
zulassen. In Kapitel 2.4 dieser Arbeit wird ein Verfahren beschrieben, mit dessen
Hilfe die Assoziationskonstanten der Amylosekomplexe ermittelt werden kénnen.
Dort zeigt sich ganz deutlich, da3 Hexana-Amylosekomplexe ene
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Assoziationskonstante in der Grofdenordnung von 40 [/mol besitzen, wéhrend E-2-
Nonenal-Komplexe eine Assoziationskonstante von 240 |/mol aufweisen.

Treten nun beide Aldehyde bel der Komplexierung in einer Mischung auf, so
konkurrieren sie offenbar um die Bindungsstellen im Inneren der Amylosehelix.
Das Nonenal mit der hoheren Assoziationskonstante wird in Vergleich zum
Hexanal bevorzugt engelagert. AulRBerdem tritt bei  ener mittleren
UberschulRzugabe beider Gaste ein synergystischer Effekt auf, denn die
Anwesenheit von Hexanal fuhrt zu einer hohren Einlagerungsrate von Nonenal als
im Falle seiner Einzelkomplexierung.

Bel der Bildung von Mischkomplexen stellt sich nattrrlich die Frage, ob innerhalb
eines Helixstranges gleichzeitig beide Gastmolekile vertreten sind, aler ob der
Hohlraum der Helices immer nur von dem gleichen Gastmolekil okkupiert wird.
Der auftretende synergistische Effekt bei der Mischkomplexierung &% auf eine
gegenseitige Beeinflussung der Gastmolekile wadhrend des Komplexierungs-
vorganges schliel3en, womit die gleichzeitige Inklusion verschiedener
Aromastoffmolekile belegt wird. Fir den Beweis der Art der Vertellung
unterschiedlicher Gastmolekile innerhadb des Helixhohlraumes konnen
CD-spektroskopische Messungen herangezogen werden. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wird auf diese Versuche néher eingegangen.

Als néchstes wird das Komplexierungsverhaten der Aldehyde unter einer extrem
hohen Zugabe von 5,0 mmol Hexanal pro g Amylose untersucht. Hierbel zeigt sich
in Anwesenheit von geringen Mengen an Nonena eine halbierte Hexana-
einschlussrate von ca. 2,7% verglichen mit dem entsprechenden Mono-Komplex
(Nr. 10/11 und Nr. 1), was den antagonistischen Einfluld des langerkettigen
E-2-Nonenals wahrend des Mischkomplexierungsvorganges verdeutlicht.
Aul}erdem ndhert sich das Nonenal-Hexanal-Molverhdtnis in den Bi-Komplexen
mit zunehmend angebotener Nonenalkonzentration dem  urspringlichen
Molverhdltnis (Vergleich mit Nr. 10/11/12). Be ener 10-fach groferen
Hexanalmenge ist dieser Aldehyd nur 6 ma héher m Bi-Komplex vertreten als
Nonenal, wdhrend eine 5-fach grofiere Hexanalzugabe zu einer 4-fach hoheren
Verteillung des Hexanals im Bi-Komplex fihrt.

Werden extreme Uberschiisse an beiden Aldehyden zugesetzt (siehe Nr. 13) liegt
der Gesamtgastgehalt unter der quantitativen Zusammensetzung der Mono-
Komplexe (Vergleich von Nr.1/2 und Nr. 13), und das Nonena- Hexanal
Molverhdltnis von 1:1 bleibt bestehen.
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Die verschiedenen Ansdtze zur Mischkomplexierung von Hexana und Nonenal
zeigen, dal3 keine zuverldssigen Vorhersagen Uber die quantitative
Zusammensetzung der Bi-Komplexe gemacht werden kénnen. Dies ist zum einen
auf die unterschiedliche Komplexierungsfahigkeit der Gaste zurtickzufiihren, die
zu ener Anreicherung der  Aromastoffkomponente  mit  hoherer
Komplexbildungskonstante (in diesem Falle Nonenal) fuhren kann; zum anderen
auf die gegenseitige Beeinflussung der Gastkomponenten waéahrend des
Inkludierungsvorganges. Ausmal3 und Richtung der Beeinflussung héngt sowohl
vom Konzentrationsbereich als auch vom Molverhdtnis der zugesetzten Gaste ab.
In Bereichen geringfiigiger UberschuRRzugaben konnen im Falle von Hexanal und
Nonena synergistische Effekte beobachtet werden, in Bereichen extremer
Uberschiisse treten dagegen kompetitive Effekte in den Vordergrund.

I1. Hexanal-1-Octen-3-ol-Amylosekomplexe:

Im folgenden soll das Einzel- sowie Mischkomplexierungsverhalten von 1-Octen-
3-ol in Abhéngigkeit von den zugesetzten Mengen untersucht werden. Tab. 9 zeigt

Zugegebener Gast 5 2 Gastgehalt im Komplex
[Molverhaltnis] S g [Molverhaltnis]
No Hexanal 1-Octen-3-0l § 3 Hexanal 1-Octen-3-0l
141 - 5,0mmol/g A 3% | - 6,3%
15 ( 20 mmol/gA | - 75% 12% | -
6 - 20mmol/lgA | 75% | --—-- 2,8 %
2,0 mmol/g A | 20 mmol/g A 0 1,4 % 2,9 %
17 1: 1 6% 1: 1,6
1,5 mmol/g A | 0,5 mmol/g A 0 2,2% 2,9 %
18 3: 1 68% 1: 1,0
0,5 mmol/g A | 1,5 mmol/g A 0 0,6 % 4,9 %
19 1: 3 3% 1: 6,4

Tab.9: Darstelung von Aromastoff-Amylosekomplexen mit Hexanal und

1-Octen-3-ol:
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die Ergebnisse der Synthese der Mono- und Bi-Komplexe. Der Vergleich der
Proben 14 und 16 bestétigt, dal3 eine hohe AlkoholZugabe von 5,0 mmol pro g
Amylose eine maximale Einlagerung von 6,3% dieses langkettigen Alkohols
bewirkt, wahrend, wie erwartet, eine geringere Gastzugabe von 2,0 mmol pro g
Amylose die Inklusionsrate auf 2,8% reduziert.

Gibt man ein Aromastoffgemisch von Hexana und 1-Octen-3-ol im gleichen
Verhdltnis zu einer Amyloselésung hinzu, so findet eine leicht bevorzugte
Einlagerung des Alkohols (Nr. 17) statt. Es zeigt sich adso ein ahnliches
Mischkomplexierungsverhalten wie im Falle des Nonenal-Hexanal-Gemisches: die
langerkettige Komponente wird vermehrt in die Helix eingelagert. Dies wird
besonders deutlich durch Probe 19, wo eine dreifach hthere Zugabe des Alkohols
verglichen zum Aldehyd eine ungefdhr 6fach hohere Komplexierung nach sich
zieht. Vergleicht man hierbel den 1-Octen-3-ol-Gehalt im Mono-Komplex (Nr.16)
mit dem im Bi-Komplex (Nr.19), so hat sich der Gesamtgastgehalt nahezu
verdoppelt. Dies ist auf das Auftreten von synergistischen Effekten bel der
Mischkomplexierung zurtickzuf ihren.

[11. Hexanal-Guaj acol-Amylosekomplexe:

In den weiterfihrenden Untersuchungen soll das Einze- sowie
Mischkomplexierungsverhalten von Hexanal und Guajacol studiert werden.

Aus Tab. 10 kann man entnehmen, dal3 die Komplexausbeuten zwischen 68% und
78 % liegen. Ferner zeigt sich, dal3 auch hier Mischkomplexe in unterschiedlichen
Stochiometrien auftreten konnen. Bei der Bildung dieser EinschlufRverbindungen
sollte aufgrund der unterschiedlichen Struktur beider Molekile eine 6er-Helix
neben einer 7er-Helix vorliegen.

Im Bereichen geringerer Zugabe an eéinem Gast (2 mmol/g Amylose) wird 1,2 %
an Hexana und 1,5 % an Gugacol im Mono-Komplex eingeschlossen, wahrend
bei gleichzeitiger Zugabe die gleiche Menge zugesetzter Gaste zu etwas geringeren
Einlagerungsraten dieser Aromastoffe fuhrt (Nr. 22/23 verglichen mit Nr. 24). Das
zugegebene Molverhdtnis von 1:1 findet sich im Bi-Komplex wieder, was auf eine
dhnlich gute Inkludierung dieser so unterschiedlichen Molekile im Mischkomplex
hinweist. Probe Nr. 29, bei der alerdings beide Gaste in sehr groRem Uberschul
von 50 mmol/g Amylose zugeflgt werden, bestétigt dies ebenso durch das
ermittelte Molverhdtnisvon 1,1 : 1.

Ahnlich wie im Falle der Mischkomplexierung der beiden Aldehyde sinkt ebenso
im Hexanal-Guajacol-Komplex der Gesamtgehalt an Aromastoffen um mehr as
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Zugegebener Gast 5 2 Gastgehalt im Komplex
[Molverhaltnig] 2 58; [Molverhaltnig]
No| Hexanal Guajacol g 3 Hexanal Guajacol
20| 50mmol/gA |  ----- 78 % 55% | -
21| - 5,0 mmol/g A 3% | - 4,3%
22 | 20 mmol/g A 75 % 12% | -
23| - 2,0 mmol/g A 0% | - 1,5%
2,0 mmol/g A | 2,0 mmol/g A 0 0,8 % 1,0 %
24 1: 1 68 % 1: 1,0
0,5mmol/gA | 1,5 mmol/g A 0 0,3% 1,7%
25 1: 3 3% 1: 4,6
1,5 mmol/gA | 0,5mmol/g A 0 0,7 % 0,5 %
26 3: 1: % 1,8: 1
1,5 mmol/g A | 5,0 mmol/g A 0 0,5% 2,0%
27 3: 10 6% 1: 3,2
50mmol/gA | 1L,5mmol/gA 0 1,7% 0,8 %
28 10: 3 6% 3,0: 1
5,0 mmol/g A | 5,0 mmol/g A 0 1,9 % 2,1%
29 1: 1 0% 1,1: 1

Tab. 10: Darstellung von Aromastoff-Amylosekomplexen mit Hexanal und
Guajacol:

die Halfte verglichen mit den entsprechenden Mono-Komplexen, wenn eine
K omponente in enorm hohem UberschuB (5 mmol/g A) zugesetzt wird (Nr. 20 /21
verglichen mit Nr. 27-29).Geht man dabei von einem zugegebenen Molverhdtnis
von 3:10 aus, so spiegelt die Komplexstochiometrie dieses anndhernd wieder,
unabhéngig davon, ob die Hexanal oder Guagacolmenge tberwiegt (siehe Nr.
27/28). Bewegt man sich dagegen im Bereich geringerer Zugaben (wie Nr. 25/26
zeigen), so resultiert eine leicht bevorzugte Komplexierung des Aromaten. Belegt
wird dies einerseits durch eine 4,6 ma bhere Inluklusion der Guajacolmolekiile
nach einem 3-fach htherem Guajacolzusatz (Nr. 25) und andererseits durch einen
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1,8fach hoheren Einschluld des Hexanads nach ener 3-fach hoherer
Hexanalzugabe (Nr. 26).

IV . Hexanal-Guaj acol-Nonenal-Amylosekomplexe:

Abschlief?end wird durch gleichzeitigen Zusatz dreier Aromastoffe (Hexand,
Guajacol, E-2-Nonenal) ihre Vertellung in den entstehenden Amylosekomplexen
untersucht. Wie man aus Tab. 11 entnehmen kann, konnen durch die Variation der
Zugabe von 0,5 bis max. 2,0 mmol Gast pro g Amylose Aromastoffgehalte von
0,5% bis zu 1,1% eziet werden. Der Gesamtgastgehalt belauft sich dabel
zwischen 2,4% und 3,3%, wobei knapp 80% der eingesetzten Amylose als
Komplex ausféllt. Die 90%-ige Ausbeute der Probe 33 ist auf die Verwendung von
entfetteter High-Amylose-Maisstérke ohne vorherige Fraktionierung zuriick-
zufthren.

Unter Zugabe von je Immol Aromastoff pro g Amylose zeichnet sich eine leicht
bevorzugte Einlagerung des Guagacols ab (Nr. 30). Verwendet man as
Wirtsverbindung die entfettete High-AmyloseMaisstdrke ohne vorherige
Fraktionierung, so beobachtet man ein leicht abweichendes Komplexierungs-
verhalten (Nr. 33). In diesem Fall ist der bevorzugte Einschluld des linearen
Nonenalmolekils, auf die unterschiedlichen Fraktionen der Stérke

Zugegebener Gastfmmol/gA] | x & Gastgehalt im Komplex
[Molverhaltnig] S f% [Molverhaltnig]

NO | Hexanal Guajacol | Nonenal :3 8 | Hexanal Guajacol | Nonenal
1 1 1 0,7 % 1,1% 0,5%

o ) 1 1)

30 1: 1: 1 8% 2,0: 2,5: 1
1 1 0,5 0,7 % 1,1% 0,5%

) o ) 1 )

31 2: 2: 1 =% 2,0: 2,5: 1
2 2 0,5 1,0% 0,9 % 0,5%

) 0 ) 1 )

32 4: 2: 1 80% 2,8: 2,0: 1
1 1 1 S0 0,6 % 1,1% 0,5 %
B4 1: 1 bzgl 12| 1| 18

' ' Stérke = ' ’

*als Wirtsverbindung wird entfettete High-Amyl ose-Mai sstarke el ngesetzt

Tab. 11: Darstellung von Amylosekomplexen unter Verwendung eines
Aromastoffgemisches aus Hexanal, Guajacol und E-2-Nonenal
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zuriickzuftihren. Neben der Amylose beinhaltet die Amylomaisstérke noch ca. 30%
verzweigtes Amylopektin, welches die unterschiedliche Komplexierungs-
eigenschaft der Stérke verglichen mit der isolieten Amylose bedingt. Es it
anzunehmen, dal3 mitausgefalltes Amylopektin bevorzugt lineare und langkettige
Molekiile einschlieft.®®

Zusammenfassend &3 sich festhaten, dal3 sich die getesteten Aromastoffe als
Einzelkomponenten wie auch im Gemisch zur Inklusion befahigt sind. Begrindet
durch ihre unterschiedliche chemische Struktur, weisen die Géste en
unterschiedliches Komplexierungsverhalten auf, so dal3 ihre Zusammensetzung im
Komplex nur selten der quantitativen Zusammensetzung der zugegebenen
Aromastoffmischung entspricht. Auf3erdem wird die Vorhersage der Gastgehadlte in
den Mischkomplexen durch das Auftreten synergistischer und antagonistischer
Effekte noch zusdizlich erschwert. Die zahlreichen Darstellungen der
Mischkomplexe demonstrieren, dal3 je nach vorgegebenen Konzentrations-
verhdltnissen das Mischkomplexierungsverhalten zweler Gastverbindungen sich
veréndern kann. Letztendlich kdnnen nur tendenzielle Aussagen getroffen werden.
Um ein gewiinschtes Aromaprofil im Komplex widerzuspiegeln, bietet sich an, die
Aromastoffe erst einzeln zu komplexieren, und nach Erhalt der pulverférmigen
Mono-Komplexe zusammenzumischen. Dies a3t sich alerdings nur fur die Féle
realisieren, in denen einige wenige Aromastoffverbindungen das charakteristische
Aroma eines Lebensmittels pragen. Andernfalls wére dieser V erkapsel ungsprozess
zu aufwendig und kostenintensiv.
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Zu den CD-spektroskopischen M essungen

Weltere Informationen Uber das Komplexierungsverhalten von unterschiedlichen
komplexierungsfdhigen  Aromamolekilen, die im Gemisch zu ener
Amyloseldsung zugegeben werden, kénnte die Anwendung der CD-Spektroskopie
liefern. Sie zahlt zu den chiroptischen Methoden.” Diese zeichnen sich dadurch
aus, da fur beide Enantiomere einer chirden Verbindung Mel3werte
entgegengesetzten Vorzeichens resultieren. So wird z.B. in der Polarimetrie die
Tatsache ausgenutzt, dal’ zwei spiegelbildliche Konfigurationen die Drehung der
Schwingungsebene eines linear polarisierten Lichtes um jeweils den gleichen
Winkel aber in entgegengesetzter Richtung bewirken. Dieses Phanomen kann man
verstehen, wenn man sich das linear polarisierte Licht in zwei circular polarisierte
Lichtstrahlen entgegengesetzten Drehsinns, aber gleicher Frequenz und
Geschwindigkeit zerlegt denkt. Aufgrund ihrer gegenlaufigen Helizitét verhalten
sich die beiden Lichtstrahlen wie Bild und Spiegelbild, und wechselwirken daher
mit demselben chiralen Molekil in unterschiedlichem Male. Beélm Durchgang
einer optischen Substanz hat eine stérkere Wechselwirkung des einen Strahls eine
Verlangsamung gegeniber dem anderen zur Folge, so dal3 rechts- und
linkspolarisierter Lichtstrahl verschiedene Brechungsindices n haben. Die
Differenz Dn = n.-ng bedingt die Drehung der Schwingungsebene des linear
polarisierten Lichtes.

Die Wadlenlangenabhéngigkeit von Dn bezeichnet man as optische
Rotationsdisperson (ORD). Da héufig mit zunehmender Wellenlange der
Absolutbetrag von Dn gleichmaldig steigt, spricht man von normaler ORD. Eine
anormale ORD tritt dagegen im Wellenlangenbereich von Absorptionsbanden
chirder Molekile auf. Sie aufBert sich darin, da3 der ORD-Kurve en
charakteristischer S-formiger Anteil Uberlagert wird. Da hierbel links- und
rechtscircular polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbiert wird, resultiert
eine Differenz der molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten De = e, -er. Diese
wird Circulardichroismus (CD) genannt. Der CD-Effekt und die damit verbundene
anormale ORD werden als Cotton-Effekt bezeichnet. Die Kurve De = f (1), die
eine adhnlich glockenformige Gestat wie die normalen Absorptionskurven
aufweisen, kdnnen sowohl negative wie auch positive Amplituden besitzen.

Der CD-Effekt kann einerseits durch inharent dissymmetrische Chromophore und
andererseits durch inhéarent symmetrische Chromophore, die sich alerdings in
einer dissymetrischen Umgebung befinden, erzeugt werden . Im ersten Fall handelt
es sch um Chromophore, die an sich chira sind, beispielsweise Helicene und
atropisomere Biphenylverbindungen. Im letzten Fall wird dagegen die optische
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Aktivitdt durch die chirale Umgebung, in welcher sich das Molekil mit dem
Chromophoren befindet, induziert. Man spricht daher von induzierten Cotton-
Effekten.

Amylose und Cyclodextrine gehdren zu den dissymetrischen Molekllen, welche
erst unterhalb von 200 nm elektromagnetishe Strahlung absorbieren. Fir die
Aufnahme von CD-Spektren ist ene Absorption im  zuganglichen
Wellenldngenbereich ene Grundvorraussetzung. Daher kann es erst durch
Einlagerung von achiralen Molekilen, mit einem geeigneten Chromophor, ins
Innere der Amylose bzw. des Cyclodextrins zu induzierten Cotton-Effekten
kommen."®”” Er dient al's Nachweis fiir das VVorliegen eines Komplexes. Allerdings
spielt die genaue Komplexgeometrie eine wesentliche Rolle, da sie den
Kurvenverlauf des Cotton-Effektes bestimmt. Es kann also durchaus vorkommen,,
dal? bedingt durch die Orientierung eines eingelagerten Chromophors der Cotton-
Effekt verschwindet. Daher schliefd sein Ausblelben die Bildung enes
I nklusionskomplexes nicht unbedingt aus.

Fur die CD-spektroskopischen Untersuchungen missen gel 6ste Amylosekomplexe
vorliegen, weswegen hydroxypropylierte Kartoffelamylose eingesetzt wird. Mit
einem Substitutionswert von 0,07 wird ihre Komplexierungsfahigkeit nur wenig
beeintréchtigt.”® Benutzt man diese zur Bildung von Hexana-K omplexen, so wird
in den aufgenommenen CD-Spektren ein negativer Cotton Effekt festgestellt. Er ist
alerdings mit 0,4 mdeg nur schwach ausgepréagt.

Gibt man zu einer vorgelegten Hexanal-Komplexldsung einen zweiten strukturell
unterschiedlichen Komplexanden, der mit Amylose Inklusionskomplexe
unterschiedlichen Helixdurchmessers bildet, kénnen Verdrdgungsreaktionen
erfolgen. Sie sollten zumindest teilweise zu Heixaufwelitungen und damit
Konformationséanderungen der Amylose fuhren. Diese Vorgange sollen
CD-spektroskopisch verfolgt werden.

Aufgrund ihrer aromatischen Struktur werden neben Hexanal as zweite
Komplexanden zum einen Guajacol zum anderen 4-tert-Butylphenol eingesetzt.

Es ist bekannt, dal3 4-tert-Butylphenol mit Amylose einen starken negativen
CD-Effekt induziert.” Da dieser das gleiche Vorzeichen wie der entsprechende
b-Cyclodextrinkomplex aufweist, folgert man die Bildung einer 7-er Helix. Im
Falle des Gugacol-Komplexes, ist kein Cotton-Effekt erkennbar. Damit kann die
Formierung einer 7-er Helix nicht direkt bewiesen werden. Bedenkt man, dal3 hier
eine dhnliche Raumbeanspruchung wie beim 4tert- Butylphenol vorliegt, so kann
von der Bildung einer 7er- Helix ausgegangen werden.
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Nach dem Zusatz eines zweiten strukturell unterschiedlichen Gastes zu ener
vorgelegten KomplexIdsung, konnen aus der daraus resultierenden Anderungen der
CD-Effekte mdglicherweise Rickschliisse zu den Konformationsanderungen der
Amylose gemacht werden. Hiefir werden die nach folgendem Schema
hergestellten Komplexlésungen nach einer Minute, einer Stunde sowie einem Tag
CD-spektroskopisch vermessen:

I. Umwandlung: 6er-Helix —®  7er-Helix:
Vorlage: HP-Amylose + Hexanal
Zugabe a) 4-tert-Butylphenol

b) Guajacol

. Umwandlung: 7er-Helix —®  Ger-Helix:
Vorlage: a) HP-Amylose + 4-tert-Butyl phenol
b) HP-Amylose +Guajacol
Zugabe: Hexana

Die UV-Spektren von Hexana weisen ein Absorptionsmaximum bel 280 nm und
von t-Butylphenol bei 275 nm auf.Abb. 9 verdeutlicht, dal3 mit HP-Amylose beide
Gastmolekile eienn negativen Cotton-Effekt liefern. Im Fale des Aromaten ist
dieser stérker ausgepragt.

“u;;ﬁ. _ —
CD b WIS 1;»9“‘5‘3“””“‘%@‘“:

mdeg

250 280 280 300 320

Wellenlinge [nm]

Abb. 9: CD-Spektren mit 1)Hexanal + HP-Amylose(DS=0,07)
2)t-Butylphenol + HP-Amylose (DS=0,07)
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Nach Zusatz von tButylphenol zu einer Hexanal-Komplex-Losung stellt man im
Absorptionsmaximum lediglich eine zeitunabhangige Erhéhung der Amplitude des
Cotton-Effektes fest. Sie stellt die Uberlagerung der Spekten der Einzelkomplexe
dar. Die Art der Umwandlung der Helixdurchmesser spielt keine Rolle

Die Hexana-Guagacol-Komplexe liefern Spektren, die mit denen des Hexanal-
Komplexes tbereinstimmen. Dies ist auf das Fehlen des Cotton-Effektes beim
Guagjacol-Komplex zurtickzufthren.

Mit Hilfe der Cd-spektroskopischen Messungen kdnnen keine Aussagen Uber das
Ausmal} der Konformationsanderungen getroffen werden. Lediglich die schnelle
Verdrangung des vorliegenden Komplexanden durch die Zugabe eines weiteren
Gastes kann bewiesen werden.
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Prufung zur Auswirkung der Gefriertrocknung auf die Mischkomplexierung

Schon wéhrend des Darstellungsprozesses der Mono-Komplexe zeigt sich, dal3
infolge der Komplexbildung trotz  Gefriertrocknung die  flichtigen
Gastverbindungen in der Amylosehelix verbleiben. Damit fihrt die Inklusion zu
einer Reduzierung des Dampfdruckes der Aromastoffe.

Bel Verwendung hoher Gastkonzentrationen einzelner Verbindungen kann eine
maximale Einlagerung in die Amylosehelix bis zu knapp 8% erreicht werden, was
einer vollstdndig gefullten Amylosehelix entspricht.  Allerdings weisen
Mischkomplexe im Schnitt niedrigere Gastmengen auf. Um zu kléren, ob im Falle
der Mischkomplexierung eventuelle Aromastoffverluste wahrend des Gefrier-
trocknungsprozesses auftreten, wurde die Gefriertrocknung tGber einen Zeitraum
von 2 Wochen angewendet. Es stellt sich dabel die Frage, inwieweit eine
unterschiedlich gute Bindung zweier Komponenten in der Helix zu mdglichen
Verlusten einer oder gar beider Géaste fuhren kann. Insbesondere bel der
gleichzeitigen Bildung einer sechser neben einer siebener Helix (wie im Falle von
Hexanal und Guajacol) wére ein damit verbundenes Entweichen komplexierter
flichtiger  Verbindungen aufgrund von  vorhandenen  Knicken und
Ubergangsstellen der helicalen Struktur eher denkbar als im Falle der Mono-
Komplexierung.

Es werden insgesamt drei grofiere Komplexierungsansitze -jewells zwei Mono-
Komplexe mit Hexanal und Guajacol sowie ein Bi-Komplex- gemal? dem eingangs
dargestellten Verfahren durchgefiihrt. (Auflistung erfolgt in Tab. 12)

Zugegebener Gast 5 2 Gastgehalt im Komplex
[Molverhaltnig] g g [Molverhaltnig]
No Hexanal Guajacol § 3 Hexanal Guajacol
34 | 20mmol/gA | - 78 % 09% | = -
35| - 2,0 mmol/g A 80% | - 1,9 %
6 2,0 m;n:ollg Al20 mToI/g A 68 % il % iz %

(Gastgehdlter nach Waschen mit CH,Cl, ermittelt)

Tab. 12: Her stellung von Hexanal- und Guajacol-Amylosekomplexe zum
Vergleich der Gefriertrocknungsstabilitat
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In alen drei Féllen kdnnen nach Zentrifugation der ausgeféllten Niederschlége die
Ansdtze getrennt weiterbehandelt werden. Auf ein Drittel dieser Ansdtze wird die
herkdmmliche Isoliermethode (16-stindige Gefriertrocknung und Waschen mit
polarem Ldsemittel, um anhaftende Aromastoffanteile zu entfernen, angewendet.
Das zweite Drittel wird Uber einen Zeitraum von zwei Wochen gefriergetrocknet,
wobei die Aromastoffgehalte ohne vorheriges Waschen mit Methylenchlorid
fortschreitend bestimmt werden. Hierbel ist zu erwarten, dald insbesondere zu
Beginn der Gefriertrocknung neben den inkludierten noch geringe Anteile an
adsorbierten Molekilen gefunden werden. Abb. 10 demonstriert die Hexanal- bzw.
Guajacolabnahme mit der Zeit.

Der Zeitpunkt Null bezieht sich auf die Aromastoffmenge des letzten Drittels der
Ansdize, die ohne Anwendung der Gefriertrocknung ermittelt wird, d.h. diese
Proben enthalten die grofite Aromastoffmengen, da neben den inkludierten noch
sehr grof3e Mengen an adsorbierten Aromastoffmolekiilen vorhanden sind.

Der graphische Verlauf in Abb. 10 &% eine drastische Abnahme der Aromastoff-
komponenten innerhalb der ersten 2 Tage wahrend der Gefriertrocknung erkennen,
wahrend fur die restliche Zeit die Aromastoffgehdliter sich nur geringfligig andern.
Dies spricht fUr ein anfangliches Entweichen der flichtigen Verbindungen, die nur
oberflachlich adsorbiert sind. Die inkludierten Anteile dagegen verbleiben wahrend
der Gefriertrocknung auch Uber einen langeren Zeitraum im Inneren der Helix
gebunden.

In beiden Komplexierungsformen wird nach zweiwdchigem Gefriertrocknen ein
Guagjacolgehalt von 2,1% erreicht. In diesem Zeitraum kann davon ausgegangen
werden, dal? ausschliefdich oberfléachlich adsorbierte Aromastoffmolekiile entfernt
werden, da nach dem Waschen der gleichen Komplexe mit Methylenchlorid eine
nur leicht niedrigere Guajacolmenge von 1,9% resultiert (Vergleich Tab. 12).
Offensichtlich beruht die Differenz von 0,2% auf den minimalen Verlusten an
komplexierten Molekilen, die durch den Waschprozess verursacht werden.

Nach 14-t&giger Gefriertrocknung reduziert sich die Hexanalmenge des Mono- wie
auch des Mischkomplexes auf 1,3%. Der Vergleich mit der inkludierten
Hexana menge nach dem Waschen mit Methylenchlorid von 0,9 bis 1,1% (Tab. 12)
bestétigt, dal3 sowohl im Bi- as auch im Mono-Komplex maximal 1,3% Hexanal
eingelagert werden. Die geringflgige Differenz von 0,2 bis 0,4% ist auch hier auf
geringe Verluste an komplexierten Molekilen, aufgrund des Waschprozesses
zurtickzufihren.
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Unabhangig von der Komplexierungsform konnten keine Verluste an inkludierten
Aromastoffmolekiilen bedingt durch die Gefriertrocknung verzeichnet werden.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dal3 ene langfrisige Anwendung der
Gefriertrocknung Komplexe liefert, die frel von adsorbierten Aromastoffen sind.

3,5

- - # - - Bi-Komplex
3 % —o— Mono-Komplex [

1,5

Hexanalgehalt [%]

[N

o
ol

o

35
i\ - - & - - Bi-Komplex
3 . t\j\ —O— Mono-Komplex |
25+

Guajacolgehalt [%]

O T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tage nach Gefriertrocknung

Abb. 10 : Hexanal- sowie Guajacolmengen im Mono- und Bi-Komplex
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Prifungen zur Lagerungsstabilitat der Aromastoff-Amylosekomplexe

Ein Hauptzweck der Inklusion von Aromastoffverbindungen besteht in dem Schutz
vor Veflichtigung und oxidativem, thermischem Zerfall sowie anderen
chemischen Veranderungen. Bekannt ist zum Beispiel aus der Literatur, dal3 ein
Decana-AmyloseKomplex  enen  100%-igen  Oxidationsschutz ~ der
Aldehydgruppe gewéhrleistet, selbst wenn der Komplex bei 45°C in einer téglich
erneuerten Sauerstoffatmossphére gelagert wird.”

Uber einen Zeitraum von einem Jahr soll die Lagerungsstabilitét einiger der
hergestellten Mono- und Bi-Komplexe tberprift werden. Die Lagerung erfolgte in
einem geschlossenen Glasgefdl? mit Polyethylen-Deckel bei Raumtemperatur. Die
Komplexstochiometrie einiger Mono- und Bi-Komplexe wurde nach einem halben
sowie enem ganzem Jahr nochmals Uberprift. Abb. 11 verdeutlicht, dai3
unabhéngig von den ausgewdhlten Aromastoffen samtliche mit Methylenchlorid
gewaschene Mono-Komplexe auch nach ganzjdhriger Lagerung die gleiche
Aromastoffkonzentration beinhalten. Die geringflgigen Abweichungen bewegen
sich unterhalb von 1%. Dagegen verlieren, aufgrund des hohen Antells

Onach Herstellung

80 1 Enach 1/2 Jahr
64,5 67,8
70 - 68,2 682 67,7 629 Enach 1 Jahr
48 631 625
601 552 49,9
2 547 53
42,9 46,8

>

£

<

2 501

g) 431 425

— 40

N

c

< 30-

S

g 20 -

£

© 10 A

<

0 T T

Hexanal Hexana E-2-Nonenal 1-Octen-3-ol  Guajacol Guajacol
(gew.) (ungew.) (gew.) (gew.) (gew.) (ungew.)

Amylosekomplexe mit einzelnen Aromastoffen

Abb. 11: Sudien zur Lagerungsstabilitat verschiedener Mono-Komplexe
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an anhaftenden Aromastoffmolekilen, die ungewaschenen Amylosekomplexe bis
zu 10% ihrer Aromastoffmenge. Dies ist auf die Desorption der Aromastoffe, die
lediglich an der Helixoberflachliche durch Adsorption nur schwach gebunden sind,
zurtickzufihren.

Auch die beiden untersuchten Bi-Komplexe weisen unveranderte Inklusionsraten
der eingesetzten flichtigen Gaste auf (sehe Abb. 12). Dies beweist, dal3 durch die
Inkludierung ein vollkommener Schutz vor Verfliichtigung erreicht wird.

40 - Hexana-Nonenal - Hexanal-Guajacol-K omplex
28,7
30 . 29,1 28!7
19,8 21,1

Aromasroffkonz. [mg/ g Amylose]
N
o

10 -
O nach Herstellung
0 B nach 1/2 Jahr
B nach 1 Jahr

Hexanal  E-2-Nonenal Hexana Guajacol

Amylosekomplexe mit Aromastoffgemischen

Abb. 12: Sudien zur Lagerungsstabilitat zweier unterschiedlicher Bi-Komplexe
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2.3 Bestimmung der Freisetzungskinetik der Aromastoffe aus den
Amylosekomplexen

In der Nahrungsmittelindustrie finden bel der Herstellung von stabilen
Aromazubereitungen einige weit verbreitete und hochentwickelte Techniken der
Mikroverkapselung wie z.B. die Sprihtrocknung, die Gefriertrocknung und in
geringem Umfang die Extruson Anwendung. Durch die Auswahl geeigneter
Tragermaterialien findet dabei eine Verkapselung der fllchtigen Aromastoffe statt,
sodal? Uber langere Zeitrdume eine Aromaretension der anfallenden trockenen,
rieselfahigen Aromapulver erzielt wird. Welterhin ist bekannt, dal3 sich beim
Vermischen mit Wasser das Kapselmateria 16st und die Aromastoffe freigesetzt
werden. Das ERverhaten des Verbrauchers wird mal3geblich durch die
Wahrnehmung des Aromas ener Speise gesteuert. Insbesondere bel
Instantprodukten, wie Fertigsuppen, zeigt sich eine hohere Akzeptanz, wenn sich
das charakteristische Aroma schon wahrend der Zubereitung entfaltet, und
darlberhinaus Uber die gesamte Zeitspanne des Konsums andauert. Eine
kontrollierte Freisetzung der Aromastoffe Uber einen langeren Zeitraum ist daher
flr die Bewertung der Nahrung von grof3er Bedeutung.

Die engeschlossenen Aromastoffe sollen nun unter definierten Bedingungen
(Temperatur und Wassergehdt) aus den hergestellten  Aromastoff-
Amylosekomplexen wieder freigesetzt werden. Dabel bietet sich zur Bestimmung
der Freisetzungskinetik der Aromastoffe die Headspace-Gaschromatographie
(HS-GC) an.
Ba der HS-GC handelt es sich um ene gaschromatographische
Dampfraumanalyse, mit der die Zusammensetzung des Gasraumes Uber einer
Probe analysiert wird, so dal3 prinzipiell nur flichtige Komponenten erfaldt
werden.®
Besonders erfolgreich wird die HS-GC aul3er bel der Aromaanalyse von
L ebensmitteln und Getrénken noch zur Bestimmung von

Restl6semitteln in Lebensmitteln, Pharmaka, Verpackungsmateriaien

Monomeren in Polymeren

flichtigen Schadstoffen in Luft, Wasser und Béden

Blutalkoholanalyse

MAK-Werten bel der Arbeitsplatziiberwachung

Physikochemischen Daten: Dampfdriicke, Vertellungskoeffizienten,

Aktivitatskoeffizienten uvm. eingesetzt.
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Die deutsche Bezeichnung Dampfraumanalyse bezeichnet ein Gleichgewichts-
system in einem geschlossenen Probenbehélter, bei dem sich die fllchtigen Stoffe
zwischen einer festen oder flissigen Probe und dem Gasraum in enem
thermodynamisch  kontrollierten  Vertellungsgleichgewicht  befinden. Im
Englischen spricht man hierbel von einer statischen Headspacemethode. Neben
ihr existiert noch die sog. dynamische Headspacetechnik, bei der die flichtigen
Stoffe kontinuierlich in einem Inertgasstrom ausgetrieben werden, der in der Regel
Uber eine Adsorptionssaule oder eine Kihlifalle aufgefangen wird. Hierbei kann
sich aufgrund der kontinuierlichen Gasextraktion kein Gleichgewicht zwischen
Dampfraum und Probe einstellen. Die Adsorptionssdule (trap) mul3 mit einem
geeigneten Adsorbermaterial gefiillt sein. Es soll eine grof3e aktive Oberflache
besitzen, die in der Lage sein mul3, grofere Mengen verschiedener organischer
Substanzen zu binden.®*

Zur Bestimmung der Freisetzungskinetik der inkludierten Aromastoffe eignet sich
die statische Headspace-Analyse, weil mit ihrer Hilfe die Geschwindigkeit der
Gleichgewichtsaeinstellung ermittelt werden kann. Durch die Entnahme eines
aliquoten Teils aus dem Gasraum einer thermostatisierten Probe in einem
geschlossenen Probengeféld gelangen die flichtigen Aromakomponenten ohne
Verfdschung direkt auf die Kapillarsdule.

Verfahren der Dampfraumdosierung:

Heutzutage sind verschiedene Techniken der Gasentnahme bekannt.

Die héaufigste und dlereinfachste stellt die Entnahme eines bestimmten
Gasvolumens aus dem Gasraum eines Probengefél3es mittels einer gasdichten
Spritze dar. Dabel muld beachtet werden, dal3 eine manuellen Handhabung mit
verschiedenen Fehlerquellen behaftet sein kann, so dal3 der Reproduzierbarkeit
Grenzen gesetzt sind. %

Als erstes mul3 man darauf achten, dal3 keine Kondensation des Dampfes innerhalb
des Spritzkolbens stattfindet. Daher sollte die Dos erspritze temperiert werden. Am
sichersten vermeidet man die Kondensation am Spritzenkolben, wenn dieser
mindestens auf die Temperatur der Probe gebracht wird. Dies wiederum schrankt
die Variation der Temperatur bel solchen Messungen ein.

Aul¥erdem treten oft Adsorptionserscheinungen am Spritzenkolben auf. Die Spritze
sollte daher sorgfdtig durch Ausdampfen bei hoéherer Temperatur oder unter
Vakuum gereinigt werden, um Memoryeffekte bei der darauffolgenden Messung
auszuschlief3en.
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Eine weitere Fehlerquelle, die die Genauigkeit der Analyse beeintrachtigen kann,
besteht in der Absorption von Probenkomponenten an den VerschluRkappen des
Dampfraumgeféides. Sie ist abhangig vom Molekulargewicht und der Struktur der
zu untersuchenden Verbindung. Besonders im Spurenbereich kann deren Sorption
zB. an Gummistopfen zu einem betréchtlichen Verlust fihren. Mit
teflonbeschichteten Septen &3t sich die Sorption zwar nicht ganz, aber betréchlich
vemindern.®

Zuletzt stellt die Gasspritze wahrend der Uberfiihrung der Probe aus der
Probenflasche ein offenes System dar. Der Druck im Probenglas erstreckt sich
namlich bis in den Spritzenzylinder und beim Herausziehen der Spritzennadel mit
der abgefillten Probe kann ein Teil der Gasprobe gegen die Atmosphére
entweichen. Die manuelle Handhabung dieser Art der Dosierung ist a'so nicht ganz
unproblematisch und erfordet enige Erfahrung bis zufriedenstellende,
reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden kénnen.

In der Lebensmitte sowie pharmazeutischen Industrie wird durch ene
Automatiserung der Probenhandhabung durch einen Headspace-Probensampler
der Probendurchsatz erhéht. Damit sind Serienanalyen durchfthrbar, mit deren
Hilfe sich die Préazision und Richtigkeit eines Mef3ergebnisses durch Anwendung
von statistischen Beurteilungskriterien gut abschétzen [&03t.

Eine reproduzierbare Dosierung aus de Gasphase von geschlossenen
Probenglasern gelingt besser, wenn nicht nur das V olumen sondern auch der Druck
derselbeidt.

Nach dem Prinzip einer Gleichdruck-Dosierung® wird die Probenflasche mit
einem Inertgas z.B. dem Trégergas auf einen htheren Druck aufgefllt, als sich bei
der Thermostatisierung der Proben von selbst eingestellt hétte. Es fliefdt solange
Trégergasin die Flasche, bis dort der gleiche Druck wie am Saulenanfang herrscht.
Nach erfolgtem Druckausgleich kann das komprimierte Gas in der Flasche, das
sich mit den fluchtigen Stoffen vermischt hat, umgekehrt zur Trennsaule
zuruckflief3en. Dadurch, dal3 alle Probenflaschen auf den gleichen Enddruck
aufgeflllt werden, ist gewéhrleistet, dal3 unabhdngig von der Art und
Zusammensetzung der Probe immer das gleiche Probevolumen dosiert wird.
Basierend auf diesem Prinzip sind bis heute eine Fille automatischer Dampfraum-
Dos ersysteme entwickelt worden. Der einzige Nachteil gegeniiber der manuellen
Einspritzmethode, besteht darin, dald fur einige Sekunden das Gleichgewicht
zwischen Probe und Dampfraum gestort wird.

Fur das Analyseproblem der Bestimmung der Freisetzung der Aromastoffe aus den
hergestellten Amylosekomplexen unter definierten Bedingungen sollte durch
manuelles Einspritzen eines definierten Gasvolumens versucht werden,
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reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Aus den vorher erwahnten Griinden, kann
dies bis zu einem gewissen Grad zufriedenstellend erfullt werden.

Zur Probenvor bereitung:

Um Adsorptionserscheinungen der Aromastoffe an den Glaswénden zu vermeiden,
werden ale Probenflaschen (Volumen: 11,3 ml) sowie der Glaszylinder der 500 pl
gasdichten Spritze silyliert. Unter Verwendung eines teflonbeschichteten Septums
kann das Probengeféld mit einem Schraubdeckel dicht verschlossen werden. In
einer temperierten Zelle wird das Probenglas bel konstanter Temperatur fUr eine
definierte Zeit aufbewahrt, bevor 500 pl Gasvolumen aus dem HeadspaceUber der
Probe entnommen wird. Die Injektionsspritze wurde immer auf 40°C
vortemperiert, so dad Kondensationserscheinungen weitgehend vermieden
werden konnen. Eine hohere Temperierung erscheint wenig sinnvoll, well
dann die Gasdichte der Spritze nicht mehr gewahrleistet ist. Zwel weitere Punkte
sind zu optimieren, um madglichst reproduzierbare Peakfldchen von gleichen
Proben zu ereichen: Die Anwendung einer Kryofokussierung und die
Einspritztechnik.

[—

. gasdichic und silylierte Spritze

Schraubwverschlull mit
___.-r’”"ﬁ teflonbeschichieter Dichtung

I'hermometer —--}

. silyliertes und geschlossenes
|"1|:n'|'||.'|'|11']_ih

| — Probe

| —— Thermostatisierblock

Abb. 13: Probenhandhabung bei der statischen Headspace-GC
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Verwendung einer Kryofokussierung:

Um die in geringeren Konzentrationen vorhandenen flichtigen Substanzen noch
detektieren zu konnen, sind oft gréfere Gasvolumina zu entnehmen. Wird eine
500 ul Gasprobe direkt in den Injektor gegeben, so fuhrt dies zu ener
Peakverbreiterung bei der chromatogaphischen Trennung, die keine zuverlassige
guantitative Auswertung zuldd. Schmae Signade konnen jedoch durch die
Ingtalation einer Kryofokussierung am Kapillarsdulenanfang, wie in Abb. 14
skizziert, erhalten werden.

Bel dieser Methode wird durch die Kiihlung eines kurzen Abschnittes der Saule die
Wanderungsgeschwindigkeit der Komponenten im Gasraum in diesem Bereich
relativ zu der des Tragergases bzw. der Luft stark vermindert und somit die
Eindringtiefe in den Saulenanfang verkleinert®. Es resultiet ein schmales
Startprofil der Probenkomponenten. Als Kuhlungsmittel wird Stickstoff
verwendet, der mit 2 bar durch eine Kupferspirale geleitet wird, die in einem
Dewar mit flissigem Stickstoff eintaucht. Uber eine isolierte Leitung flie® dann
der abgekihlte Stickstoffstrom zu einer Stelle der Kapillarsaule im auf 100°C
geheizten GC-Ofen, welche sich 4 cm vom Séulenanfang entfernt befindet. Die
KUhlungszone ist etwa 3 cm lang. Dort werden dann nach Einspritzen der
Gasmenge, die zu untersuchenden Komponenten der gasformigen Probe
zuriickgehalten. Nach Abstellen des Stickstoffstroms, wird der tiefgekihlte
Saulenabschnitt im Ofen langsam aufgeheizt. Der komprimierte Substanztropfen
wird nun durch das Tragergas weitergetragen, und das Probengemisch wird

4 o
|ﬂ—5
1 it 1]
5 1 é f:[ Li" mT—*m
- 3 [
—|_| 8 w'.
3 7 o

Abb. 14:  Aufbau einer Kryofokussierung am Kapillarsdulenanfang
(1 = Stickstoffstrom, 2 = fllssiger Sickstoff, 3 = Kupferspirale,
4 = Gaseinleitungsrohr, 5= Isolierung, 6 = GC-Ofen, 7 = Injektor,
8 = Flit, 9= Kapillarsaule, 10 = Detektor)
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getrennt. Nach elnigen Tests zeigt sich, dal3 ein 6-minltiges Einstromen des
gekihlten Stickstoffs vor dem Einspritzen und eine darauffolgende 4 minltige
Anwendung der Kryofokussierung der Probenkomponenten nach deren
Uberfihrung in den Gaschromatographen ausreicht, um schmale Peaks zu
detektieren.

Probenaufgabetechnik:

Als néchstes wird die Probenaufgabetechnik optimiert, um bei gleich préparierten
Proben zufriedendstellend reproduzierbare Peakfl&chen zu erhalten.

Dafiir werden die Dampfraume zweler Hexanal-Amylosekomplex-Proben (einmal
eine definierte Menge des trockenen pulverformigen Komplexes und zum anderen
der gleiche Komplex unter Zugabe einer definierten Menge an Wasser) nach deren
ein- sowie zweistundigen Temperierung auf 50°C mehrmals gaschromatographisch
anaysiert. Hierbei soll eine Einspritztechnik ausgearbeitet werden, mit der man in
der Lage ist, reproduzierbare Peakflachen mit einer mdglichst kleinen Abweichung
zu erhalten. Nur dann ist eine Quantifizierung der Freisetzung der Aromastoffe
snnvall.

Nach Austesten diverser Einspritzprozeduren kénnen mit folgender Methode
reproduzierbare Peakflachen mit einer maximalen Abweichung von bis zu +5%
detektiert werden:

Vor dem Einstechen der Injektionsnadel, die auf 40°C vortemperiert ist, wird der
Spritzkolben ganz aufgezogen, sodald3 nach dem gleichmélligen Zugeben dieses
Luftvolumens von 500 pl ein zweimaiges gleichmélliges Aufziehen des
Headspacevolumens folgt, bevor dann die Gasprobe dem Injektor zugefihrt wird.
Beim Zugeben des Zusatzvolumens entsteht fr kurze Zeit ein Uberdruck und das
Gleichgewicht zwischen Dampfraum und Probe wird beeinflufd. Allerdings wird
durch das zweimalige Hintereinanderaufziehen von 500 pl aus dem Dampfraum
der Probe auf der einen Seite die Durchmischung des zugesetzten Luftvolumens
mit dem Uberstehenden Headspacevolumen gewéhrleistet. Auf der anderen Seite
falt der Antell an eventuell kondensierten Aromastoffen kaum ins Gewicht, da
durch das zweite Aufziehen ein gewisser Ausgleich stattfinden kann.

Um en Verdampfen von flichtigen Bestandtellen der Probe aus der
Injektionsspritze moglichst gering zu halten, erfolgt innerhalb von 3 Sekunden ein
rasches und gleichmaRiges Uberfiihren in den Injektorblock. AuRerdem betragt das
entnommene Gasvolumen durch die Verwendung einer Repetierhaterung fur jede
Anayse konstant 500 pl, sodal® die mdglichen Fehlerquellen sich immer im
gleichen Umfang auswirken.
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Nach Benutzen der Spritzen werden diese mit Ethanol und Aceton gereinigt und
im Vakuum ein Viertelstunde getrocknet, sodal? bei der ndchsten Probenentnahme
Fehlerquellen wie Probenverschleppung und Anwesenheit von Losemittel spuren
ausgeschlossen werden kénnen.

Vor der chromatographischen Analyse werden ale Mel3parameter wie z.B. Flow,
Split, Stromung des Wasserstoffgases sowie des Make-up Gases am FID tberprift
und immer auf den gleichen Wert eingestellt, somit stimmen die resultierenden
Peakflachen zweier Proben mit einer maximalen Abweichung von bis zu 5% auch
an aufeinanderfolgenden Mefdtagen Uberein.

Quantitative Analyse der Gasproben

Die quantitative Auswertung eines Chromatogramms erfolgt wie tblich Uber die
Integration der Fléche jedes einzelnen Peaks. Bel der HS-GC hangen die
Peakfl&chen von folgendenen Faktoren ab:
- Substanzmenge,
apparative Parameter (dosiertes Probevolumen, Verstérkereinstellung usw.),
stoffspezifische Detektorempfindlichkeit,
Vertellungskoeffizient (er ergibt sch aus den stoffspezifischen
Eigenschaften, wie dem Dampfdruck bel der vorliegenden Temperatur
sowie der chemischen Wechselwirkung zwischen der Probematrix und dem
flichtigen Stoff, die im Aktivitatskoeffizienten zusammengefaldt wird).

Wegen der Vidfat der Parameter ist eine Eichung notwendig, die unter den
gleichen apparativen Bedingungen wie die Analyse vorgenommen wird. Dabel
werden je nach Problemstellung verschiedene Eichverfahren angewendet. Sie
unterscheiden sich von den Ublichen quantitativen Verfahren der Gaschroma-
tographie dadurch, dal? der Verteillungskoeffizient im Eichfaktor miterfaldt werden
muR.®

Die Notwendigkeit, kleine Konzentrationen von flichtigen Anteilen in festen
Proben zu anaysieren, ist insofern schwierig, well es hier unmdglich ist, eine
definierte Menge von einem leicht flichtigen Stoff in ener festen Matrix
zuzumischen.

Da dlerdings die Konzentration der fliichtigen Aromastoffe im Amylosepulver
von vornherein bekannt ist, reicht es vollkommen aus, eine Eichung durch
Verwendung von Kalibrierstandards in  Hexan vorzunehmen: Es wird
angenommen, dal 2 pl verschiedener Kalibrierstandards aus der Aromastoff-
komponente in Hexan unter gleichen apparativen Bedingungen, mit der Menge an
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Aromastoffkomponente in 500 pl HeadspaceVolumen korrelieren. Dies ist
zuléssig, da beim Injizieren die Hexan-L6sung sofort verdampft und angendhert
ein Volumen von 500ul ennimmt. Somit kann unter Verwendung des
resultierenden Eichfaktors auf die Konzentration des Aromastoffes im Gasraum
des Probenglases zuriickgeschlossen werden. Des welteren |d3 sich die
Freisetzung der Aromaverbindung bezogen auf den Gesamtgehalt im trockenen
Komplexpulver prozentual angeben.

Ergebnisse der Headspace-M essungen:

I. Vergleich der Freisetzung der einzeln inkludierten Aromastoffe unter
ver schiedenen Bedingungen

Zuerst wird die Freisetzung des Hexanals aus 20 mg enes trocknen,
pulverformigen Hexana-Amylosekomplexes in Abhéngigkeit von der Temperatur
untersucht. Hierbei wird so vorgegangen, dal3 zu bestimmten Zeiten innerhalb der
ersten 21 Stunden 500 ul aus einem Gasvolumen von 11,3 ml enthommen werden.
In Abb. 15 kann man erkennen, dal3 allein eine hohere Temperatur ausreicht, um
Hexana aus dem Inneren der Helix entweichen zu lassen.

Der ausgewdhlte Hexanal-Amylosekomplex besitzt eine hohe Komplex-
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Abb. 15:  Freisetzungscharakteristik von Hexanal aus einem pulverformigen
Hexanal-Amylosekomplex in Abhéngigkeit von der Temperatur
(Gastgehalt: 75 mg/g Amylose nach Waschen mit CH,ClI,)
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stochiometrie mit einem Gastanteil von 7,5% und ist frei von adsorbierten
Aromastoffmolekilen, da er vor Beginn der Untersuchungen zweima mit
Methylenchlorid gewaschen wird. Bei Temperaturen unterhalb von 40°C
verliertder Komplex kaum an Gastgehalt. Dies stimmt mit den vorherigen
Ergebnissen der Lagerstabilitdt der Amylosekomplexe bei Raumtemperatur
Uberein. Wird die Temperatur Uber die Komplexbildungstemperatur angehoben, so
wird eine vermehrte Freigabe der inkludierten Molekile registriert, die nnerhab
der ersten 21 Stunden bel 50°C noch bel 2%, bel 60°C bel 4%, bei 80°C Uber 8%
und bel 100°C um die 20% liegt. In den ersten 2 Stunden findet dabei der Groftell
der Uberfiihrung des Hexands in die Gasphase statt. Bemerkenswert ist auch, dal3
das System nach 21 Stunden noch nicht das Gleichgewicht erreicht hat, d.h. es
handelt sich um eine recht langsame Gleichgewichtseinstellung, wie sie bei
Systemen in fester Matrix oft vorgefunden wird.

Anschlief3end soll unter Zusatz einer definierten Menge an Wasser zu dem
gleichen Hexana-Amylosekomplex ermittelt werden, wie die Freigabe des
Aromastoffes in den Gasraum bei unterschiedlichen Temperaturen beeinflufdt wird.
Um homogene Gemische zu erzeugen, wird dabel ein Metdlzylinder in das
Probengeféld gegeben, mit dessen Hilfe ene Durchmischung erméglicht
wird (siehe Abb. 16). Das HeadspaceVolumen des Probengefalies reduziert sich
dabel auf 9,8 ml. Auf¥erdem kdnnen aufgrund des steigenden Wasserdampfdruckes
die resultierenden Peakfldchen nur bis zu max. 80°C verlddich quantifiziert
werden.

geschlossenes Probenglas

Metallstah

Abb. 16: Verfahren zur Homogenisierung®™
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Abb. 17: Freisetzungscharakteristik von Hexanal aus elner 9%-igen walirigen
Suspension eines Hexanal-Amyl osekomplexes
(Gastgehalt: 75 mg/g Amylose nach Waschen mit Methylenchlorid)

Durch Herstellen einer 9%-igen Suspension (2 ml Wasser werden zu 20 mg
Komplex hinzugefiigt) liegt das Amylosepulver in einem vollstandig gequollenem
Zustand vor. Seine Freisetzungskinetik demonstriert Abb. 17.

Im wéal¥igen Milieu findet schon bei niedrigen Temperaturen eine schlagartige
Freisetzung des fliichtigen Hexanals aus dem Komplex statt. Verglichen mit den
Freisetzungsraten aus dem gleichen trockenen Komplexpulver passert dies in
erheblich hdherem Umfang. Innerhab der ersten halben Stunde werden im
Gasraum bei 30°C 10%, bei 50°C 30% und bei 80°C sogar 44% des inkludierten
Aromastoffs detektiert. Die Zeitspanne, die benétigt wird, um ein Gleichgewicht
Im geschlossenen System zu erreichen, variiert in Abhangigkeit von der
Temperatur. Die Menge des Aldehyds im Headspace andert sich bel 50°C erst
nach sechs, bei 60°C nach vier und bei 80°C nach zwel Stunden nicht mehr. Dies
deutet darauf hin, dal3 erwartungsgemda? mit zunehmender Temperatur der
Komplex in Wasser schneller dissoziert und den Aromastoff freisetzt.

Eine Uberfiihrung des geschlossenen Systems in ein offenes konnte weiterhin das
bestehende Gleichgewicht zur vollstdndigen Dissoziation hin verschieben, sodal3
letztendlich ale Aromstoffmolektile aus der Helix entweichen konnen. Um dies zu
belegen wird eine suksessiven Entnahme der HeadspaceVolumina aus ein und
derselben Probe bel 50°C durchgeftihrt. Nach sechsmaliger aufeinanderfolgender
sttindlicher Entnahme von 500 ul aus dem Headspace-V olumen tritt verglichen mit
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der einmaligen Entnahme nach sechs Stunden 5% mehr Hexanal in den Gasraum

Uber, wenn die vorherig enthommenen Hexanamengen in der Berechnung
mitberlicksichtigt werden.

Erhoht man nun die Wassermenge der Probe, sodal3 eine 2%-ige Suspension
vorliegt, so beobachtet man eine qualitativ dhnliche Freisetzungscharakteristik
(sehe Abb. 18) wie im Falle der 9%-igen Suspension. Allerdings fihrt die erhdhte
Wassermenge zu einer Reduktion der detektierten Headspace-K onzentration des
Hexanals. Unter Gleichgewichtsbedingungen gehen z.B. bei 40°C satt 26% nur
8% Hexanal in die Gasphase Uber, d.h. die 5fache Erhéhung der Wassermenge
reduziert die Freigabe in die Gasphase auf ein Drittel. Bei 60°C verringert sich die
freigesetzte Hexanalmenge um circa die Hélfte von 45% auf 25%. Auch bel 80°C
macht sich eine Reduktion um ein Viertel von 50% auf 36% bemerkbar.
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Abb. 18: Freisetzungscharakteristik von Hexanal aus einer 2%-igen waldigen
uspension eines Hexanal-Amyl osekomplexes mit einer Wasser aktivitat
ayw=1,0und ay,= 0,8
(Gastgehalt: Komplex a) 75 mg/g Amylose nach Waschen mit CH,Cl,
Komplex b) 58 mg/g Stérke nach Waschen mit CH,Cl, )
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Ursachlich fur die etwas unterschiedliche Abschwéchung der freigesetzten
Hexanamengen in Abhangigkeit von der Temperatur sind sowohl die
temperaturabhéngige Dissoziation des Komplexes als auch die temperatur-
abhangige Lodichkeit des Gastes in Wasser. Bedenkt man, da die
Wasserl6dichkeit von Hexana bel 80°C 3,4 mg Hexanal pro g Wasser betragt, so
liegt die Hexanadmenge in der 2%-igen wal¥igen Suspension mit nur 1,5 mg/g
Wasser erheblich unter der maximalen Lodichkeit, wogegen bel der 9%-igen
Suspension die Gesamtmenge an Hexana (1,5 mg pro 200 mg Wasser) tber der
maximalen Lodichkeit enzuordnen ist. Damit koénnen die hoheren
Freisetzungsraten im letzteren Fall begriindet werden.

Fir die Qualitdt von Lebensmitteln spielt die sogenannte Wasseraktivitét ay eine
grofl’e Rolle, da se den Ablauf verschiedener Prozesse in der Lebensmittel-
technologie steuert. Sie beschreibt das Verhdtnis von Wasserdampfpartialdruck
des Lebensmittels zu dem Séttigungsdampfdruck des Wassers. Reines Wasser
entspricht dabel einer Wasseraktivitét von Eins, wasserfreie Produkte weisen eine
Wasseraktivitat von Null auf.

Unter Verwendung von Glucose bzw. Matose und Zusatiz einer definierten
Wassermenge kann ein Medium mit einer bestimmten Wasseraktivitdt zwischen
1 und O erstellt werden. Um eine Wasseraktivitdt von gy = 0,8 zu erreichen, wird
71,25% wasserfreie Glucose mit 28,75% Wasser zu einem GlucoseSirup
vermengt. Gibt man nun 20 mg des Hexanal-Amylosekomplexes in 1 g dieses
Mediums, so findet man eine abweichende Freisetzungscharakteristik als im Falle
von ay = 1, wie man in Abb. 18 erkennen kann. In dem zugesetzten Glucosesirup
diffundieren aufgrund seiner hoheren Viskositét die dissoziierten Gastmolekiile
vid langsamer als im reinen Wasser in den Gasraum, daher wird sogar bei
Temperaturen von 80°C selbst nach 8 Stunden kein Gleichgewicht erreicht.Eine
20%-ige Hexanalabgabe in den Headspace bei 80°C wird bei g, = 1,0 in einer
halben Stunde erreicht, wahrend bel a,, = 0,8 daflir sechs Stunden bendétigt werden.
Die Auswirkungen des zdhflissgen Mediums auf die Freisetzungs-
geschwindigkeiten bei tieferen Temperaturen sind dhnlich. Von 40°C bis 80°C
wird bel Zusatz von reinem Wasser z.B. nach zwei Stunden ca. die dreifache
Aromastoffkonzentration im Headspace im Vergeich zu a, = 0,8 gefunden.

Neben der Komplexierung von Hexana mit der entfetteten und fraktionierten
Amylose wird die entfettete Amylomais-70-Stérke als ein dternativer Wirt
eingesetzt. Der Gastgehalt dieses Starke-Komplexes, dessen Freisetzungs-
charakteristik verglichen zum Amylosekomplex in Abb. 18 skizziert i, ist mit
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5,8% etwas geringer. Beide Komplexe weisen die gleiche Freisetzungskinetik auf,
mit dem einzigen Unterschied, dal3 beim Stéarkekomplex unter gleichen
Bedingungen bis zu 5% niedrigere Freisetzungsraten detektiert werden. Dies |a3
darauf schlief¥en, dald die Dissoziation des Hexanals in Abhéngigkeit von der
Wirtsquelle in unterschiedlichem Malde dattfindet. Aufgrund dessen wird im
Kapitel 2.4 dieser Aspekt genauer untersucht, indem die Assoziationskonstanten
mehrerer Hexanal-Komplexe mit verschiedenen Amylosequellen bestimmt
werden.

ay = 1,0 40°C 172 263 |
9%-ige 1
60°C 32,3 45,2 |
80°C 444 [ 503]
ay =10 40°C 115
2%-ige Suspension 1
60°C 85 | 24,6 |
80°C 21,1 [ 35,6
10,4
ay =08 40°C 741
2%-ige Suspension T
60°C [4.1] 16,3 |
80°C | 54 | 20.1 |
ay =0,0 40°C [10,9
1.5 00,5 Std.
60°C [ [44 ’
] 06,0 Std.
80°C (28 92 |
0 10 20 30 40 50

freigesetztes Hexanal [%)]
Abb. 19: Schematische Auflistung der Freisetzungsraten des Hexanals aus einem

Hexanal-Amylosekomplex (Gastgehalt: 75 mg/g Amylose)
in Abhangigkeit von Medium, Temperatur und Zeit
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Zusammenfassend 8% sich fir den Hexana-Amylosekomplex festhalten, dal3
durch Anfeuchten mit Wasser (ay = 1,0) ein schlagartiges Entweichen des Aroma-
stoffes bewirkt wird, das mit zunehmender Temperatur deutlicher ausgepragt ist.
Im geschlossenen System wird nach wenigen Stunden abhéangig von der
Temperatur eine Séttigungskonzentration des Aromastoffes im Gasraum erreicht.
Aus der graphischen Gegenlberstellung der Werte in Abb. 19 erkennt man
beispielsweise, dal’ im Falle der 9%-igen Suspension in der ersten halben Stunde
bei 40°C 65%, bel 60°C 71% und bel 80°C 89% der maximalen Freisetzungsrate
Im Headspace des geschlossenen System ermittelt werden. Das gleiche Phdnomen
findet sich ebenso bel der 2%-igen Suspension in Wasser wieder, wobel die
prozentualen Verhdtnisse sich von 22% (40°C) bis hin zu 59% (80°C) erhéhen.
Bel niedrigerer Wasseraktivitét von (ay = 0,8) wird eine langsamere Freisetzung
registriert, sodald nach 6 Stunden kein Gleichgewichtszustand erreicht wird. Hier
wird eher eine stetige Zunahme der Aromastoffkonzentration im Headspace mit
der Zeit detektiert, wobel bei 60°C und 80°C die Freisetzungsrate der ersten halben
Stunde verglichen mit der nach 6 Stunden nur 4% ausmacht. Im Falle des
trockenen Komplexpulvers (ay =0,0) konnen nur bei erhdhten Temperaturen die
innerhalb der Helix eingeschlossenen Aromastoffe recht langsam freigegeben
werden.
Durch die Erflllung folgender Vorraussetzungen wird der Einsatz der einzeln
komplexierten Aromastoffe mittels Amylose in der Aromatisierung der Instant-
Trockenprodukte ermdglicht:
1. die Stabiliserung der Aromastoffe in trockenem Zustand bel niedrigen
Temperaturen
2. die einfache Dosierung der pulverférmigen Komplexe
3. die anfanglich spontane aber auch Uber enen langeren Zeitraum
andauernde Freisetzung (besonders bel Wasseraktivitaten um a, = 1,0, wie
se be den meisten Speisen angetroffen werden).
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II. Vergleich desFreisetzungsver haltens von adsor bierten und inkludierten
Aromastoffmolekilen

Des weliteren ist von besonderem Interesse die Frage, inwieweit die Freisetzung
der adsorbierten fllchtigen Molekile sich von der Entfernung der inkludierten
Aromastoffe aus dem Helixinneren unterscheidet. Hierfir wird eine grof3ere
Menge eines Hexana-Amylosekomplexes hergestellt, der nach dem Gefrier-
trocknungsschritt in  zwel  Portionen unterteilt wird. Die erste Hélfte
(ungewaschener Komplex) enthélt neben den inkludierten noch oberflachlich
adsorbierte Aldehydmolekiile, wahrend die zweite Halfte (gewaschener Komplex)
nach darauffolgendem Waschen mit Methylenchlorid vollstdndig vom
oberflachlich adsorbietem Aromastoffanteil befreit ist. Geht man davon aus, daf3
wahrend des Waschprozesses keine komplexierten Gastmolekile verloren gehen,
weist der ungewaschene Komplex mit einem Gesamtgastgehat von 8,4%
verglichen mit dem gewaschenen Komplex noch zusétzlich 0,9% an adsorbiertem
Hexana auf.

18
16 1 [@=00
< 141 80°C shade
g 12
g
T 107 80°C A 50°C
® A
8 -
N
g o
D 44 50°C | 30°C
2 50°C
230°C
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit [Std.] Zet [Std.]
—0— —.—
—— Komplex | (gewaschen) —— Komplex Il (ungewaschen)
—— —A—

Abb. 20: Freisetzungscharakteristik bel den Wasseraktivitaten a,y= 0,0 und 1,0
2weier unterschiedlicher Hexanal-Amylosekomplexe :
Komplex | : 7,5 % inkludiertes Hexanal nach Waschen mit CH,Cl,
Komplex Il : 8,4% inkludiertes + adsorbiertes Hexanal
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Vergleicht man die Freisetzungsraten der beiden Komplexe bel a,=0 und a,=1, so
zeigt der ungewaschene Komplex von 30°C his 80°C eine erhéhte Konzentration
des Aromastoffes im Headspace, die offensichtlich auf die leichte Desorption der
schwach gebundenen adsorbierten Aromastoffmolekile beruht. Betrachtet man die
Freisetzungsgeschwindigkeit des Hexanals, so fallt auf, dal3 in den ersten beiden
Stunden beim ungewaschenen Komplex eine verstérkte Freigabe in den Gasraum
erfolgt. Besonders deutlich féllt dieses Verhaten bel 80°C auf, womit gezeigt wird,
dai3 das Abldsen des Aromastoffes von der Helixoberflache recht rasch vonstatten
geht. Die Freisetzungsgraphen fur beide Komplexarten sind nach zwel Stunden
paralel verschoben, was das Beenden der Desorption des fllichtigen Hexanals von
der Helixoberflache indiziert.

Die folgende tabellarische Ubersicht gibt Auskunft Uber den Anteil der
desorbierten Molekile, der im Headspace nach 21 Stunden registriert wird. Der
Berechnung wird zugrundegelegt, dal’ in 20 mg jeder Probe 0,18 mg adsorbiertes
Hexanal enthalten sind.

Temperatur ay=0,0 ay =10
30°C 7% 28%
50°C 22% 3%
80°C 59% 49%

Tab. 13: Prozentuale Verteilung der adsorbierten Hexanalmoleklile im
Gasraum be unter schiedlichen Bedingungen

Erwartungsgemdd gehen mit steigender Temperatur aus dem trockenen
Komplexpulver zunehmend mehr adsorbierte Aromastoffmolekiile direkt in den
Gasraum Uber, sodald bei 80°C eine 59%-ige Desorption ermittelt wird.
Normalerweise diurften bei solch hohen Temperaturen nach 21 Stunden keine
flichtigen Hexanalmolekile mehr an der Helixoberflache haften bleiben.
Deswegen kann angenommen werden, da3 der rechnerisch festgesetzte
Gesamtantell an adsorbierten Aromastoffmolekilen in Wirklichkeit etwas geringer
ausfallt. Dies l&a3t wiederum auf en wahrend des Waschprozesses geringfligiges
Mitentfernen der komplexierten Hexanalmolekiile folgern.

Waschversuche zeigten mit zunehmender Dauer und Haufigkeit des
Waschvorganges einen Anstieg des Verlustes an urspringlich inkludierten
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Molekilen. Bel der spateren Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten (Kap.2.4)
wird dies ausgenutzt, um ausgehend von einer definierten Komplexstdchiometrie
Aromastoff-Komplexe mit unterschiedlichen Gastgehalten zu erzeugen.

Im wal¥rigen Medium registriert man ebenfalls eine Erhdhung der desorbierten
Verbindungen im Headspace von 28% be 30°C bis zu 49% be 80°C.
Bemerkenswert ist hierbel, dal3 bis zu 50°C bei g,=1 eine grof3erere freigesetzte
Hexanalkonzentration as bel aw=0 festgestellt wird, wadhrend bei 80°C die
Verhdltnisse sch umkehren. Das wa¥ige Medium fuhrt auf der einen Seite zur
spontanen Freigabe des Aromastoffes, aber auf der anderen Seite bleibt ein Teil der
flichtigen Verbindungen in Wasser gelost, so dal3 hier bei 80°C weniger
desorbiertes Hexana as im Falle des trockenen Komplexpulvers im Headspace
angetroffen wird.

[11. Vergleich der Freisetzungschar akteristik von Aromastoffen, die einer seits
als Einzelnkomponenten und ander seitsim Gemisch komplexiert werden

Im Folgenden soll das Freisetzungsverhaten eines Misch-Komplexes untersucht
und mit dem der entsprechenden beiden Mono-Komplexe verglichen werden.
Hierfir wird ein Hexanal-Nonenal-Amylosekomplex ausgewéhlt, dessen Mol-
verhdtnis von Hexana zu Nonenal 1 : 4,2 entspricht. Das Freisetzungsverhalten
beider Aldehyde unter Zusatz von 400 mg Wasser zu 40 mg Komplexpulver wird
in Abb. 21 dargestellt.

Man erkennt unabhdngig von der Temperatur einen rapiden Ansteig der
freigesetzten Aldehydmengen innerhalb der ersten Stunde und nach einiger Zeit
das Erreichen einer Séttigungskonzentration im Headspace (zumindest fUr das
Hexanal, dhnlich wie bei seiner vorherigen Freisetzung aus dem Mono-Komplex).
Der Kurvenverlauf dieser Freisetzungsgraphen weicht vom bisherig festgestellten
idealen Verlauf der Freisetzungskinetik der Mono-Komplexe insbesondere fir das
Nonenal etwas ab.

Der Grund hierfir liegt einerseits in den resultierenden kleinen Peakflachen des
Nonenas, deren Auswertung mit einer grofleren Ungenauigkeit behaftet ist.
Andererseits konnen kleinere Schwankungen der Komplexstéchiometrien der
untersuchten Mischkomplex-Proben nicht ausgeschlossen werden. Die damit
fehlerbehaftete Berechnug der Freisetzungsmengen tragt zu den obig erwdhnten
Abweichungen vom idealen Kurvenverlauf bel. Der langerkettige Aldehyd besitzt
einen niedrigeren Dampfdruck als Hexanal und wird daher selbst bei 80°C nur bis
zu maximal 7% im Gasraum angetroffen. Aul3erdem weist die sechsfach
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80 10
80°C _ 9-
70 S
S = 8-
— ©
= s 71 80°C
S 5 64
9 z
I N i
g b
N 8 44
g N o,
T %, 5 | 60°C
o E
17 40°C
O T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [Std ] Zeit [Std ]

Abb. 21:Freisetzungscharakteristik von Hexanal und Nonenal aus einer 9%-igen
walrigen Suspension eines Hexanal-E-2-Nonenal-Amyl osekomplexes
(Hexanal-Gastgehalt: 0,4% und Nonena-Gastgehalt : 1,1%)

hohere Assoziationskonstante des Nonenal s-Amylosekomplexes (mit K= 240 [/mol
sehe Kap. 2.4) auf einen deutlich niedrige Dissoziation und damit auf ene
geringere Freigabe in Losung hin. Offensichtlich spielt die geringere
Wasserl6dlichkeit des Nonenals bel seiner Freisetzung aus dem Komplex eine
untergeordnete Rolle, denn diese wirde eher eine Zunahme des Aromastoffes in
den Gasraum bewirken.

Um die Freisetzungscharakteristiken verschiedener Komplexierungsformen
miteinander zu vergleichen, werden auf der einen Seite ein Bi-Komplex und auf
der anderen Seite die Mischung zweler Mono-Komlexe der beiden Aldehyde, mit
jeweils den gleichen Mengen an inkludierten Gasten nach Zusatz von 400 mg
Wasser gaschromatographisch analysiert. Die genauen Angaben sind inin Abb. 22
aufgelistet. In alen Proben befinden sich 0,16 mg Hexana und 0,44 mg
E-2-Nonenal. Der Amylosegehalt ist anndhernd gleich. Die Freisetzungsraten
beider Aldehyde weisen auf en verstérktes Entweichen beider
Aromastoffkomponenten im Falle der Mischkomplexierung hin. Nach sechs
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Abb. 22: Vergleich der Freisetzungskinetik obiger Komplexsystemein
Abhangigkeit von der Komplexierungsform:

2 Mono-Amylosekomplexe Bi-Amylosekomplex
[Gastgehalte in %] [Gastgehaltein %]
2,2 mg Hexana-Komplex [ 7,5 %]

+ 40 mg Hexanal-Nonenal-Komplex
36,0 mg Nonenal-Komplex [1,12%] | [0:4% Hexanal & 1,1% Nonenal]

Stunden beléuft sich die Freisetzung des Hexanals zwischen 20% (bel 40°C) und
70% (bel 80°C), wogegen der Mono-Komplex zwischen 16% (bei 40°C) und 35%
(be 80°C) saines Hexanas freisetzt. Nach sechs Stunden variieren die
verflichtigten Nonenalmengen im Mono-Komplex zwischen 0,9% und 2,3% und
im Bi-Komplex zwischen 1,2% und 6,3%. Bei 80°C wird nach 6 Stunden im Bi-
Komplex doppelt soviel Hexanal im Headspace registriert als im Fale
Einzelkomplexierung. Bel niedrigeren Temperaturen ist dieser Effekt
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abgeschwécht, da bei 60°C etwa die Hélfte und bei 40°C etwa ein Viertel mehr an
Hexana im Gasraum vorliegt.

Diese Resultate implizieren, dald bei der Inkluson mehrerer Aromastoff-
komponenten ein datistischer EinschluR beider Géste innerhalb einer
Amylosehelix sattgefunden haben mulR. Beim Anfeuchten des erhaltenen
Komplexpulvers bedingt das Nebeneinandervorliegen zweler unterschiedlicher
Gaste die leichtere Abldsung aus dem Helixinneren.

Des weiteren stellt sich die Frage, ob eine Mischung zweler Gastmolekile, die
aufgrund ihrer Struktur unterschiedliche Helixdiameter induzieren kdnnen
(Bsp.: Hexanal und Gugacol), einen ebenso grof3en Einfluld auf das Freisetzungs-
verhaten ausiiben. Zusdtzlich soll getestet werden, ob unterschiedliche
Komplexstéchiometrien sich hinsichtlich der Freisetzungsraten unterschiedlich
auswirken kénnen. Daher werden Headspace-Messungen mit den folgenden beiden
Systemen, in denen EinschluRverbindungen mit Hexanal und Guajacol \ertreten
sind, ausgewahit.

Aufgetragen wird nur die Freisetzung des leichtflichtigeren Hexandls, da die
detektierten Guajacolmengen im Headspace selbst bei 80°C unterhalb von 1%
liegen, sodal’ auf die Erstellung der Freisetzungscharakteristiken des Aromaten
verzichtet wird. Ausgewdhlt werden die oben aufgefihrten Systeme, deren
Hexanal-Konzentration im Gasraum nach Zugabe von 400 mg Wasser in
bestimmten Zeitabstanden quantifiziert wird.

Vergleichbar mit den Ergebnissen des Hexanal-Nonenal-Amylosekomlexes findet
auch hier im Fale der Mischkomplexierung eine verstéarkte Freisetzung des
leichtfltchtigeren Hexanals statt (Abb. 23). Allerdings verhaten sich je nach
Gastkombination die prozentualen Zuwéachse der verflichtigten Hexanamengen in
Abhéngigkeit von der Temperatur etwas anders. Schon bei niedrigen Temperaturen
wie 40°C und 60°C verdoppelt sich nach 6 Stunden im Hexanal-Guajacol-
Komplex die Hexanal-Konzentration in der Gasphase, wahrend im Hexana-
Nonenal-Komplex die Hexanalmenge um ein Viertel (bel 40°C) bzw.um die Halfte
(bel 60°C) steigt. Bei 80°C kehren sich die Verhéltnisse etwas um, daim letzteren
Komplex eine Verdoppelung der verflichtigten Hexanalmenge von 35% auf 70%
detektiert wird, aber der Bi-Komplex mit den strukturell unterschiedlichen Gasten
weist eine Zunahme um 70% bezogen auf den entsprechenden Mono-Komplex auf.
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Abb. 23: Vergleich der Freisetzungskinetik des Hexanal s aus zwel unter schied-
lichen Komplexsystemen in Abhangigkeit von der Komplexstochiometrie

2 Mono-Amylosekomplexe
[Gastgehaltein %]

Bi-Amylosekomplex
[Gastgehalte in %]

4,8 mg Hexana-Komplex [7,5 %]
+

8,2 mg Gugjacol-Komplex [4,4% ]

40 mg Hexanal-Guaj acol-K omplex
[0,9% Hexanal + 0,9%Guajacol]

System |1 |System |

1,6 mg Hexanal-Komplex [7,5 %]
+

15,5 mg Guajacol-Komplex [ 4,4%]

40 mg Hexanal-Gugj acol-K omplex
[0,3% Hexanal + 1,7%Guajacol]

Betrachtet man die Systeme | und Il des Hexanal-Guajacol-K omplexes, so bt der
unterschiedliche Gastgehalt keinen wesentlichen Einfluf3 auf die Freisetzungsraten

aus.
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Am Schlul3 wird das Freisetzungsverhalten des im folgenden beschriebenen
Trikomplexes in 400 mg Wasser ermittelt, wenn Hexanal, Nonena und Guajacol
als Gastkomponenten eingesetzt werden. Aus Abb. 24 wird ersichtlich, dal3 ein
Frei setzungsverhalten analog zum vorherigen Bi-Komplex resultiert.

freigesetztes Hexanal [%)]

80°C

60°C

80°C
40°C
60°C
40°C

freigesetztes E-2-Nonenal [%]

80°C
80°C

60°C
60°C

7R

1 2 3 4 5 6 7
Zeit [Std.]

T T T T T T T O

0O 1 2 3 4 5 6 7 0
Zeit [Std.]

-0 -

——Mono-Komplex —&— Tri-Komplex
—0— ——

Abb. 24. Vergleich der Freisetzungskinetik folgender Komplexsystemein
Abhangigkeit von der Komplexierungsform:

3 Mono-Amylosekomplexe
[Gastgehalte in %]

Tri-Amylosekomplex
[Gastgehaltein %]

4,3 mg Hexana-Komplex [7,5%]

+

8,3 mg Nonenal-Komplex [2,9%]

+

13,6 mg Guagjacol-Komplex [4,4%]

40 mg Hexanal-Nonenal-Guajacol-

Komplex

[0,8% Hexanal + 0,6% Nonenal +

1,5% Guajacal ]
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Letztendlich 18/% sich zusammenfassen, dal3 verglichen mit dem Mono-Komplex
von 40°C bis 80°C die Zugabe von Wasser zu einem Mischkomplex mit einer
Erhdhung der Freisetzung der flichtigen Verbindungen verbunden ist. Dabel tritt
unabhangig von der zugrundegelegten Komplexstéchiometrie eine gleich hohe
Freisetzungszunahme auf. Sie ist bel niedrigen Temperaturen signifikanter, wenn
die Gastmolekile unterschiedliche Helixdiameter induzieren. Der Einflul3 der
Komplexierungsform auf das Freisetzungsverhalten kann so interpretiert werden,
dal’3 beim Komplexieren im Gemisch die beiden Géste innerhab einer gleichen
Helix satistisch verteilt sind. Denn nur dadurch wird eine helikale Umgebung
erzeugt, die fir einige Gastmolekile anders as im Mono-Komplex ausgepragt it,
welche die bessere Abldsung des Gastes von dem Helixinnenraum bei der Zugabe
von Wasser zur Folge hat.
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2.4 Bestimmung der Assoziationskonstanten der Amylosekomplexe
in Abhangigkeit von der Gastverbindung und der Amylosequelle

Um Aussagen Uber die Wechselwirkungen zwischen Gast- und Wirtmolekdil
machen zu koénnen, werden die Stabilitdtskonstanten der entstehenden Komplexe
herangezogen. Zu ihrer Bestimmung wurden eine Reihe spektroskopischer
Methoden wie UV-, NMR- und Fluorenzspektroskopie®® und analytischer
Vefahren wie Gaschromatographie und amperometrische Titration, die
untenstehend naher erlautert wird, entwickelt.®

Bel der lodtitration wird die Fahigkeit des lods, sich quantitativ in helikale
Bereiche der Amylose (bzw. Stérke) einzulagern, ausgenutzt. Dabei wird durch
Zugabe eines Komplexbildners erreicht, dal3 das lod aus dem Stérkekomplex
teilweise durch den neuen Komplexbildner verdrangt wird, sodal? auf diese Weise
eine Konkurrenzreaktion zwischen lod und dem zugesetzten Gast um die
Starkekomplexierungsplétze stattfindet. In diesem Zusammenhang ist es moglich,
Uber den in dieser Methode erfassten lodbindungsgrad das Komplexierungs-
vermbgen de Starke in Abhangigkeit von der zugesetzten Gastmenge
amperometrisch zu bestimmen. Bel einem Komplexierungsgrad von 50 % gilt in
erster Naherung nach dem Massenwirkungsgesetz fiir die Assoziationskonstante K:

G+S > GS mit G: Gast
S: Substrat
GS:. Gast-Substrat-K omplex

(4) K :é wenn [GS] =[]

Eine weitere Methode zur Bestimmung derAssoziationskonstanten stellt das von
M. A. Rutschmann und J. Solms™® entwickelte quantitative Verfahren zur
Bestimmung der Komplexpartner im Gleichgewichtszustand dar. Hierbei wird ein
Bindungsmodell zugrunde gelegt, bei dem ein Makromolekil mehrere voneinander
abhéangige und gleichwertige Bindungsstellen besitzt. Zur Auswertung der
Methode werden die Bindungsisothermen herangezogen: Unter isothermen
Bedingungen wird dabei das Verhdtnis der Konzentration an gebundenem Gast zu
der Gesamtkonzentration an Stérke gegen die Konzentration an freiem Gast bel
unveradndert bleibender Starkekonzentration aufgetragen. Um diese zur Erstellung
der Isothermen bendtigten Daten zu ehdten, werden die im
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Gleichgewichtszustand befindlichen Komplexlésungen mit unterschiedlichen
Wirt/Gast-K onzentrationsverhaltnissen rasch eingefroren. Eine selektive Verfluch
tigung adsorbierter Gastmolekile kann durch eine langere Gefriertrocknung der
eingefrorenen Losungen gewahrleistet werden. Zur Bestimmung der Konzentration
der inkludierten Gastmolekile werden diese aus den Komplexen extrahiert und
gaschromatographisch quantifiziert.

Die erhatenen Bindungsisothermen zeigen einen sigmoidalen Verlauf, der den
Einflul3 der Ligandenkonzentration auf den Bindungsvorgang darstellt. Aufgrund
der Interaktionen zwischen den Bindungsstellen werden die Bindungsisothermen
mittels der empirisch ermittelten Hill-Gleichung ausgewertet. Es resultiert ein
Datensatz, der den Hill-Koeffizienten, die maximale Anzahl an Bindungsstellen
sowie die Assoziationskonstante K enthdt. Auf diese Weise wurde fir den
langkettigen Aldehyd Decana eine Assoziationskonstante von K = 2618 |/mol
ermittelt, wobel eine Komplexstdchiometrie von 72 AHG pro Decanamolekdl
angesetzt wird® Bei nadherer Betrachtung der erhatenen Werte der
Komplexstéchiometrien, sollte die Methode allerdings nur as eine Abschétzung
betrachtet werden, da nach den molekularen Dimensionen ca.10 AHG zu erwarten
wéren. Die Praxis bestétigt diese Daten, da bei untersuchten Decalkomplexen der
Gastgehalt von 7,4 % 12 AHG entspricht.

Be fluchtigen Gésten kdonnen zur Bestimmung von Assoziationskonstanten
Headspace-Messungen herangezogen werden, die nach einem von Saito® auf
Cyclodextrin-Komplexe angewandtes und spater von Guzmann®  auf
Amylosekomplexe erweitertes Verfahren durchgeftihrt wurden.
Die Grundlage bildet dabel die Kopplung des Komplexierungsglei chgewicht mit
dem Verteilungsgleichgewicht.
In einem geschlossenen System existieren bel der Bildung eines Aromastoff-
Amylosekomplexes nach Erreichen des Gleichgewichtes 3 Arten von Aromastoff-
mol ekilen nebeneinander:

- innerhab der Helix komplexierte Gastmolekile,

- in Losung unkomplexierte d. h. freie Aromaverbindungen und

- im Headspace befindliche Aromastoffmol ekdile.
Durch die Komplexierung andern sich die physikalischen Eigenschaften der
Gastmolekiile, so dal3 die Vereinfachung, dal? die komplexierten Molekiile keinen
Dampfdruck aufweisen, zulassig ist. Geht man davon aus, da3 alein die
unkomplexierten Aromastoffmolekile Uber einen Dampfdruck verfigen, so kann
das Komplexierungsgleichgewicht mit dem Verteilungsgleichgewicht gekoppelt
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werden. Dabel wird zwischen den komplexierten und den freien gelGsten
Gastmolekilen aufgrund des dynamischen Gleichgewichtes nicht unterschieden.

Fur das Verteilungsgleichgewicht gilt, dal3 sich der Dampfdruck einer gelosten
Substanz gemdald dem Raoultschen Gesetz proportional zu ihrem Molenbruch

verhdlt. Quantitativ |&t sich dieser Sachverhalt mit dem Verteilungskoeffizienten
D beschreiben:

[Ghs] [GHs] = Konzentration des Gastesim Headspace
[GL] [GL] = Konzentration des Gastesim Wasser

(5) D=

Zur Ermittlung von D werden Kalibrierlosungen des Gastes in reinem Wasser
angesetzt, und nach Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes die Headspace-
Konzentration wie in der untenstehenden Abbildung ermittelt.

Headspace- J
GC /,'

-

Hn:uxispuc.c
Wasser E
Gleichgewichtszustand.: Zusatz von Amylose — Gleichgewichtszustand:
Bestimmung des Verteilungs- Einstellung des Bestimmung des neuen
koeffizienten D zwischen neuen Gleichgewichtes Verteilungskoeffizienten
Wasser und Headspace nach Komplexierung

Abb. 25: Vorgénge zur Ermittlung der Verteilungskoeffizienten:*
N - Wirtmoleks/; ™ : Gastmolelkiil
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Gibt man nun zu dieser Gastlésung eine bestimmte Menge an Amylose hinzu, so
setzt folgende Komplexbildung ein:

G+A 4_’ GA mit G: Gast
A: Amylosesegment
GS: Gast-Amylosekomplex

__[GA]
[GI*[A]

Zur Vereinfachung der Berechnung wird das Wirtmolekil Amylose, welches
mehrere Bindungsstellen besitzt, theoretisch in Segmenten so unterteilt, dal3 einem
Gastmolekil konform seiner molekularen Dimension genau ein Amylosesegment
zugeordnet wird.

Nach Erreichen des neuen Gleichgewichtszustandes, der durch die
Komplexbildungskonstante K beschrieben wird, kann die verminderte Headspace-
Konzentration des Gastes bestimmt werden. Mit dieser neuen Information kann die
Assoziationskonstante K in Gleichung (7) umgewandelt werden:

(6)

_ [Go - GL - GHs]
[Ao- (Go- GL- Ghs)] *[GL]

(7)

mit  [Gy-G_-Gpg = Konzentration der inkludierten Aromastoffe
[Go] = Gesamtkonzentration des Aromastoffes
[Ag] = Gesamtkonzentration der Amylose

Die Gesamtkonzentrationen an Gast G, und an Amylose A, sind von Beginn an
bekannt, die Konzentration G5 wird gaschromatographisch bestimmt, und die
verbliebene Gastkonzentration in Lésung G_ kann mittels Gleichung (5) errechnet
werden.

Das Verfahren wurde bereits von Guzmann® fiir 16sliche Amylosekomplexe unter
Verwendung von  hydroxypropylierter  Kartoffelamylose mit  einem
Substitutionsgrad von DS = 0,1 angewendet. Die auf diesen Weise erhaltene
Assoziationskonstante eines 2-Hexanon-Komplexes (K = 18,5 I/mol) zeigt eine
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gute Korrelation mit dem iterativ errechneten Wert (K = 25,5 |/mol) aus CD-
spektroskopischen Messungen.

Im wassrigem Medium liegen die in dieser Arbeit hergestellten Amylosekomplexe
alerdings aufgrund der Schwerlddlichkeit in einem heterogenen System vor. Daher
konnten maoglicherweise Adsorptionserscheinungen der Aromastoffe an der
Oberflache der Amylose das Dissoziationsgleichgewicht beeinflussen. Allerdings
lieferten Vergleichsmessungen des Verteilungskoeffizienten von Hexana in An
sowie in Abwesenheit von Cellulose, die keine Einlagerungskomplexe zu bilden
vermag, gleiche Werte. Bedingt durch das Rihren der Mischung kann ein
Auftreten der Adsorption ausgeschlossen werden. Setzt man nun gleiche
Adsorptionseigenschaften von Cellulose und Amylose vorraus, kann der Effekt der
Oberflachenadsorption bel der Bestimmung von K vernachldssigt werden.

Um ene Auswetung der Assoziationskonstanten nach Gleichung (7) zu
ermoglichen, mussen unterschiedliche Konzentrationen der Aromastoffe im
Komplex eingesetzt werden. Die Variation des Gastgehaltes einzelner Komplexe
wird erreicht, indem die aus der gleichen Charge stammenden Aromastoff-
komplexe nach Gefriertrocknung unterschiedlich lange mit Methylenchlorid
gewaschen werden. Anschliefend wird der Gastgehalt *H-NMR-spektroskopisch
ermittelt. Zur Bestimmung der Stabilitétskonstanten werden 1%-ige Suspensionen
eingesetzt. Fir ale Analysen wird eine konstante Menge an pulverformigem
Komplex in einem Probeglas genau eingewogen und mit einer konstanten Menge
an destilliertem Wasser versetzt. Nach mindesten 15 stiindigem Ruhren sind die
Proben &quilibriert, und es werden 500 m aus dem Headspace enthommen.

Zwe  Untersuchungreihen werden durchgefiihrt: Ausgehend von der gleichen
Amylosequelle (aus AM-70-Stérke entfettet und mit Cyclohexanon fraktioniert)
werden die Assoziationskonstanten fir die veschiedenen eingesetzten Aromastoffe
emittelt (Tab. 14). In ener zweten Reihe wird durch Variation der
Amyloseherkunft der Einfluld der Amylosesorte auf das Komplexierungs-
gleichgewicht unter Verwendung des gleichen Gastmolekils (Hexanal)
herausgestellt (Tab. 15).

Die zur Inklusion eines Gastmolekils bendtigten AHG-Einheiten werden gemal}
seiner Dimensionen errechnet und flief3en in die Ermittlung der Konstanten ein.

Erwartungsgema? weisen die Komplexe der vier unterschiedlichen
Aromastoffverbindungen verschiedene Stabilitéten auf. Der lineare kurzkettige
Aldehyd Hexanal hat die kleinste Assoziationskonstante von 40 mol/l. Wegen der
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langeren G-Kette des ungeséttigten Aldehyds Nonenal resultierte in diesem Falle
eine sechfach hohere Konstante. Dazwischen liegt die Stabilitdt des Octenol-
Komplexes, wobel hierbel neben der C-Kettenldnge des Alkohols noch die
Funktionalitét eine Rolle spielt. Sie beeinfluld die Polaritdt des Gastes und somit
seine Wasserl6dlichkeit, die einen grof3en Einflul® auf die Stabilitét der gebildeten
Komplexe ausiibt. Es zeigt sich, dal3 die stabilsten Komplexe mit dem geometrisch
anspruchvollen und unpolaren Aromaten Gugacol erzielt werden. In diesem Falle
resultiert eine 12-fach hohere Assoziationskonstante als beim Hexanal-K omplex.
Generell wird mit zunehmender Raumerfillung des Komplexanden eine erhdhte
Stabilitdt beobachtet. Dies lat sch auf die groRere Anzahl an
Anhydroglucoseeinheiten zurtickfuhren, die beim Ubergang von der 6-er zur 7-er
Helix pro Helixwindung als aktive Bindungsstellen zur Verfligung stehen.
Die Bandbreite der ermittelten Assoziationskonstanten bei den untersuchten
Aromastoffen ist relativ grod. Diese Tatsache beruht auf den viden
unterschiedlichen Faktoren, die die Komplexbildungsféhigkeit beeinflul3en, wie
zum Beispid:

- sterischer Anspruch und Raumerfiillung des Gastmol ekiils

- Polaritét und Wasserl6dichkeit

- Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen

- Huchtigkeit.
Somit sind Vorhersagen zum Ausmal der Komplexierungsfahigkeit
unterschiedlicher Aromastoffsverbindungen nur begrenzt moglich. Lediglich
Tendenzen zu ihrer Komplexierbarkeit kénnen unter Berticksichtigung von
Informationen Uber dhnlich strukturierte Gastmol ekl e aufgezeigt werden.

Gast Stochiometrie Assoziationskonst. | Spanne der Gastgehalte
[AHG/Gastmolekiil] | K [I/mol] Im Komplex

Hexanal 9,0 40+ 8 63-37 mg/g

1-Octen-3-ol 12,4 120+ 16 58-45 mg/g

E-2-Nonenal 13,5 240 £ 22 64-54 mg/g

Guajacol 11,0 502 £ 70 56-48 mg/g

Tab. 14: Assoziationskonstanten schwer |6dlicher Aromastoffkomplexe mit
Amylose aus entfetteter und fraktionierter AM -70-Stérke

Das eingesetzte Wirtmolekul, die fraktionierte Amylose, stellt keine einheitliche
Vehbindung dar, sondern besitzt aufgrund seiner Herkunft eine breite
Molmassenverteilung. Aus mikrokalorimetrischen Messungen ist bekannt, dal3
eine Abhangigkeit der Komplexstabilitdét von der Molmasse der verwendeten
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Amylosen besteht. Mit zunehmender Kettenlange erhdht sich bei der Bildung des
Natriumdodecylsulfat- Amylosekomplexes die Reaktionsenthal pie (und somit seine
Stabilitét) bis zu einem Polymerisationsgrad Pn von 200. Bei gréf3eren Molmassen
wird keine Molmassenabhangigkeit mehr registriert.”®*

In den weiteren Untersuchungen werden fraktionierte Amylosen, die aus drei
unterschiedlichen Stérkequellen isoliert werden, sowie fUnf enzymatisch
hergestellte Amylosen verwendet, um Hexanal-Komplexe zu synthetisieren.

Aus Tab. 15 kann man entnehmen, dal3 im Falle der Amylosen mit definiertem
Polymerisationsgrad die  Komplexbildungskonstante  bis zu  einem
Polymerisationsgrad von Pn=270 auf ca. 90 I/mol ansteigt. Hingegen bel htheren
Polymeristionsgraden bleibt sie annghernd konstant. Dieses Ergebnis entspricht
obigem Sachverhalt.

Tab. 15 verdeutlicht ebenfals, dald die Stabilitdéc der untersuchten
Hexanalkomplexe von der eingesetzten Wirtsquelle abhéngt. Benutzt man
ausgehend von Amylomais-70-Stérke bei der Komplexherstellung fraktionierte
Amylose aus, so resultieren mit 40 I/mol die niedrigsten Komplexbildungs-
konstanten. Stammt die verwendete Amylose von der Kartoffelstérke oder
Markerbsenstérke ab, so entstehen die stabilsten Hexanal-K omplexe mit doppelt so
hohen Assoziationskonstanten.

Herkunft der BV | Assoziationskonst.
Amylose K [I/mal]

B 3 Amylomais-70-Starke 10,2 40+ 8
5 O )
g § Kartoffelstarke 12,1 80+ 15
EX
W = Markerbsenstarke (WPS) | 11,3 83+ 16
- P.= 55 14,0 30+ 10
% O p=103 14,3 55 + 12
% B p=2% 14,5 89+ 13
S5 P=4T5 14,8 93+ 15

P,= 980 14,5 95 + 16

Tab. 15: Assoziationskonstanten der Hexanal-Amylosekomplexein
Abhéngigkeit von der Herkunft der Amylose
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Erste Anhaltspunkte tber die Reinheit der Amylosefraktionen liefert der Blauwert
(BV),der die Fahigkeit zur Bildung des blauen lodkomplexes ausdriickt. Ermittelt
wird der Blauwert durch Messung der Extinktion einer Amylosel 6sung bekannter
Konzentration bei 680 nm, die mit einer 0,2%-igen I,-KI-LAsung versetzt ist.

Nach der folgenden Formel 183 er sich berechnen:

40>E
C

BV =

E = Extinktion der L6sung bei 680 nm

¢ = Konzentration der Lésung in mg Amylose/ 100 ml Ldsung

Er stelt ein Mal3 fir das Vorhandensein von langen helikalen unverzweigten
Bereichen dar, und liefert damit einen Hinweis auf die Komplexbildungs-
eigenschaften von verschiedenen Stéarkefraktionen. Bei sehr reinen Amylosen,
nimmt der Blauwert Werte von etwas Uber 14 an.® Diese werden erwartungs-
gemal3 von dlen enzymatisch hergestellten Amylosen erreicht. Es hat sich gezeigt,
da3 nach der Fraktionierung der Starken mit Cyclohexanon ein recht hoher
Blauwert von 12,1 fir die Kartoffel- und von 11,3 fur Markerbsenamylose
resultiert. Die Maisamylose erreicht dagegen nur einen Blauwert von 10,2.
Ursachlich fir die unterschiedliche Reinheit der fraktionierten Amylosen kann die
Mitfallung von gewissen Teilen des in unterschiedlichem Malke enthatenen
Amylopektins sein. Um zu testen, inwieweit Amylopektinanteile wahrend der
Fraktionierung mitausgefalen sind, werden GPC-Chromatogramme der
Amyloseproben aufgenommen. Hierfir missen diese unter Druck und starkem
Rihren beal 140°C innerhalb einer fir ale Proben exakt eingehaltenen Zeit in
Wasser aufgel6st werden. Dabel kann wegen der Spaltung einzelner Vaenzketten
(Fragmentierung) die Kettenstruktur der Proben etwas von der tatsachlich
vorliegenden abweichen. Vernachlassigt man dies, so lassen sich zumindest durch
einen Vergleich der GPC-Kurven qualitative Aussagen treffen. Fur die Messungen
werden zwei Shodex-Saulen hintereinandergeschaltet. Durch Kalibrierung mittels
Pullulanen 183 sich eine obere Ausschlussgrenze bei einer Retensionszeit von 10,5
min feststellen. Somit sind quantitative Aussagen erst bei einer Retensionszeit
grofder als 10,5 min (dies entspricht Mw=250.000) zulassig.

Betrachtet man die GPC-Chromatogramme der fraktionierten Amylosen, so liegt
bei den drei fraktionierten Amylosen eine bimodale Verteilung vor. Wie erwartet
weisen dagegen ale enzymatisch hergestellten Amylosen eine enge unimodale
Verteillung auf. Die angegebenen Molekulargewichte sind den lokalen
Peakmaxima zugeordnet (Abb. 26).
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Abb. 26: GPC Untersuchungen der verwendeten Amylose

Es zeigt sich, dal3 durch die Komplexierung mit Cyclohexanon bei alen drei
Starkesorten keine vollsténdige Trennung des Amylopektins stattgefunden hat.
Vidmehr werden gewisse Anteile mitgefdlt. Aus Strukturaufkldrungen ist
bekannt, dal’ je nach botanischer Herkunft die Molekulargewichte von Amylose
zwischen 40.000 und 160.000 liegen, wahrend das Amylopektinmolekil, welches
ein mehrfach verzweigtes Molekil mit kirzeren und langeren Kettensegmenten
darstellt, ein Molekulargewicht von 1.000.000 bis 20.000.000 besitzen kann. %"
Eine klare Abgrenzung, ab welchem Molekulargewicht es sich gréftenteils um
Amylopektinanteile handelt, ist allerdings aus den aufgezeichneten
Chromatogrammen nicht moglich.

Verglichen mit Amylomais-Amylose sind mit den beiden fraktionierten Amylosen
aus Kartoffel- und Markerbsenstéarke, die hohere Blauwerte besitzen, stabilere
Hexanal-Komplexe erhdtlich. Aus den GPC-Chromatogrammen wird ersichtlich
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dai3, die letzten beiden Amylosesorten mehr héhermolekulare Anteile besitzen.
Diese konnen den Komplexbildungsvorgang beginstigen. Aus den GPC-
Chromatogrammen lassen sich aber keine weiteren Aussagen ber Anzahl und Art
der Verzweigungen der fraktionierten Amylosen treffen.

/-
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3 Zusammenfassung

Mit Amylose as Wirtsmolekil konnten im Rahmen dieser Arbeit dle vier
Aromastoffe Hexanal, E-2-Nonenal, 1-Octen-3-ol und Gugacol sowohl as
Einzelkomponenten a's auch im Gemisch komplexiert werden. Die Synthese der
Amylosekomplexe setzt sich dabei aus folgenden Schritten zusammen:
1. Mischen definierter Gastmengen und Zugabe zu einer 1%-igen heil3en
Amylosel 6sung
2. Abkthlen und Isolieren der schwerldslichen Komplexe durch Zentrifugation
und Gefriertrocknung
3. Anschlieffende Reinigung durch Waschen der pulverformigen Komplexe mit
Methylenchlorid. Dies dient der Entfernung adsorbierter Aromastoffe.
Die Ausbeuten bezogen auf die eingesetzte Amylose beliefen sich zwischen 68%
und 80 %.

Geht man von einer vollstandig ausgefillten Amylosehelix aus, so kann ene
maximale Einlagerung der flichtigen Verbindungen von knapp 8% errechnet
werden. Bel den Mono-Komplexen konnten unter Zugabe von sehr hohen
Uberschiissen (6 bis 10-fach je nach Gastart) hohe Gastgehalte von tber 5% und
bis zu 7% redisiert werden. Mit abnehmender Zugabe reduzierten sich
erwartungsgemald die Gastgehalte.

Bel ener gleichzeitigen Zugabe zweier unterschiedlicher aromawirksamer
Komponenten wurden auch bei sehr hohen Uberschiissen von Aromastoffen
Gastgehalte von knapp unter 5% erzielt. Denkbar wére es, dald der
Gefriertrocknungsschritt zu Verlusten von inkludierten Aromastoffen fihrt. Im
Fale der Mischkomplexierung, insbesondere wenn die beiden Gastmolekile
unterschiedliche Helixdurchmesser induzieren (wie beim Hexana und Gugacol),
treten Knicke und Ubergangsstellen der helicalen Struktur in erhthtem Male auf.
Diese Tatsache konnte Ursache fir das Entweichen inkludierter Aromastoffe sein.
Durch die Anwendung der Gefriertrocknung Uber einen zweiwochigen Zeitraum
zeigte sich adlerdings, daf3 lediglich die an der Oberflache adsorbierten
Aromamolekile entfernt werden. Die inkludierten Anteile verbleiben unabhangig
von der Komplexierungsform in der Amylosehelix.

Die in der Lebensmitteltechnologie verwendeten Aromaextrakte mit ihrer
vorgegebenen K omponentenzusammensetzung konnen  aromawirksame
Verbindungen in geringer Konzentration aufweisen. Daher ist von Bedeutung, ob
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unter diesen Bedingungen ein zufriedenstellender Einschlul® mit Hilfe der Amylose
mit anndhernd gleichem Aromaprofil moglich ist. Durch die Variation der
Zugabeverhditnisse wie auch der Konzentration der unterschiedlichen
Aromamolekile kann demonstriert werden, dald die entstehenden
Mischkomplexstéchiometrien nur selten die Molverhdltnisse der zugegebenen
Aromastoffmischungen widerspiegeln.

Treten fllichtige Gastverbindungen in einem Gemisch auf, so konkurrieren sie bei
der Inklusion offenbar um die Bindungsstellen im Inneren der Amylosehelix. In
Abhéngigkeit von der chemischen Struktur und Molekilgeometrie weisen die
flichtigen Gastmolekile eine unterschiedlich hohe Komplexbildungsneigung mit
Amylose auf. Im Fale der Mono-Komplexierung konnten Uber Headspace
Messungen die Assoziationskonstanten der vier Aromastoffe ermittelt werden. Das
angewendete Vefahren beruhte auf der Kopplung des Komplexierungs-
gleichgewichtes mit dem Verteilungsgle chgewicht. Es zeigte sich, dal3 das lineare
kurzkettige Hexanal mit 40 I/mol die niedrigste Assoziationskonstante, das
aromatische Gugjacol mit 502 I/mol die héchste aufwies. Dazwischen lagen mit
129 I/mol die Stabilitdtskonstante des 1Octen-3-ol-Amylosekomplexes und mit
240 I/mol die Konstante des E-2-Nonenal-Amylosekomplexes.

Die Kenntnis der GroRenordnung der Komplexierungsfahigkeit jeder einzelnen
Aromaverbindung reicht aber nicht aus, um in einer Mischung Vorhersagen Uber
deren Komplexierungsverhaten machen zu kdnnen. In Bereichen geringfiigiger
UberschulRzugaben konnte zum Beispiel beim Hexanal-E-2-Nonenal-Komplex ein
synergistischer Effekt beobachtet werden. In diesem Konzentrationsbereich wird
mehr Nonena (aus dem Nonenal-Hexanal-Gemisch) eingelagert als Nonena bei
der Einzelkomplexierung.

Andererseits traten in Bereichen extremer Uberschiisse beider Gaste kompetitive
Effekte auf, d.h. in Anwesenheit von grof¥en Mengen Hexana wurde verglichen
zur Nonenal-Einzelkomplexierung viel weniger Nonenal inkludiert.

In allen Mischkomplexierungsfdlen fand eine gegenseitige Beeinflussung der
Gastkomponenten wahrend des Inkludierungsvorganges statt, deren Ausmal? und
Richtung sowohl vom Konzentrationsbereich as auch vom Molverhdtnis der
zugesetzten Gaste abhing. Diese Tatsache belegt die gleichzeitige Inklusion
verschiedener Aromastoffmolekiile innerhalb des gleichen Helixstranges.

Die hergestellten pulverformigen Komplexe bieten eine gute Dosiermdglichkeit an.
Mochte man durch Aromatiserung von Speisen ein definiertes Aromaprofil

erzeugen oder verbessern, ist es aledings schwierig die gewlnschte
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Zusammensetzung der Komponenten aus dem Aromaextrakt in die molekular
verkapselten Form zu Uberfihren. Vielmehr mufd man die Aromastoffe erst einzeln
komplexieren, und nach Erhalt der pulverférmigen Mono-Komplexe
zusammenmischen. Dies |&3 sich alerdings nur fur die Félle realisieren, in denen
einige wenige Aromastoffverbindungen das charakteristische Aroma eines
Lebensmittels pragen. Andernfalls wére dieser Verkapseungsprozess zu
aufwendig und kostenintensiv.

Bel der Untersuchung der Lagerstabilitéten wiesen samtliche Amylosekomplexe
mit auschliefdich komplexierten Aromamolekilen konstante Inklusionsraten Uber
einen Zeitraum von 1 Jahr auf. Damit ist der durch die Einlagerung erreichte
Schutz vor Verflichtigung belegt. Wurde dagegen bel den gleichen Komplexen der
Waschvorgang mit  Methylenchlorid  unterlassen, hafteten an  der
Amyloseoberflache adsorbierte Aromastoffe. Diese sind im Vergleich zu den
inkludierten Aromastoffmolekilen schwéacher gebunden, dal3 nach einjahriger
Lagerung etwa 10% der gesamten Aromastoffmenge verloren gehen.

Um das Entfalten des Aromas aus der hergestellten Amylosematrix zu erfassen,
wurde ein Headspace-gaschromatographisches Verfahren neu entwickelt. Unter
Verwendung einer Kryofokussierung und Optimierung der Einspritztechnik sowie
geeigneter Einstellung der Mef3parameter war es moglich eine reproduzierbare
Quantifizierung des Kopfraumes Uber einer Probe im geschlossenen und
temperierten System zu bewerkstelligen. Somit konnte die Freisetzungskinetik der
Aromastoffkomplexe unter definierten Bedingungen mit einer Abweichung von
max. 5% bestimmt werden.

Im wél¥igen Medium wurde unabhéngig von der Temperatur ein rapider Anstieg
der freigesetzten Aromastoffmengen innerhalb der ersten Stunde beobachtet. Nach
einem weiteren Zeitraum konnte das Erreichen einer Séttigungskonzentration im
Headspace festgestellt werden. Dabei stieg mit zunehmender Temperatur die in
den Gasraum freigesetzte Menge an Aromastoff, und die Séttigungskonzentration
konnte schneller erreicht werden. Ausgehend von enem Hexanad-
Amylosekomplex, der in einer 9%-igen Suspension vorliegt, werden in der ersten
halben Stunde bei 40°C 65%, bei 60°C 71% und bei 80°C 89% der maximalen
Freisetzungsrate im Headspace ermittelt. Das gleiche Phdnomen findet sich ebenso
bei der 2%-igen Suspension in Wasser wieder, wobei die prozentualen
Verhdltnisse sich von 22% (40°C) bis hin zu 59% (80°C) erhéhen. Damit wurde
demonstriert, dal3 eine kontrollierte Freisetzung aus der Helix Uber die Zeit
moglich ist. Eine Uberfilhrung des geschlossenen Systems in ein offenes konnte
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weiterhin das bestehende Gleichgewicht zur vollstandigen Dissoziation hin
verschieben, so dal3 letztendlich alle Aromastoffmolekile aus der Helix
entwei chen konnen.

Geht man von Hexanal-Mischkomplexen aus, so erfolgte bel allen Temperaturen
nach Zusatz von Wasser eine deutlich hdhere Freisetzung des flichtigen Aldehyds
in den Headspace als bel der Einzelkomplexierung. Auch im Falle des Nonenals
wurde ein analoges Phanomen beobachtet. Aufgrund der Schwerfllchtigkeit dieser
Verbindung beliefen sich Freisetzungsraten des Nonenas auf ein Zehntel der
Freisetzungsraten des Hexanals. Beim Guajacol waren die gaschromatographisch
registrierten Mengen sogar so gering, dal? die Erstellung einer Freisetzungskinetik
nicht moglich war.

Obiges Resultat bestétigt, dal3 bei der Inkluson mehrerer Aromastoff-
komponenten die unterschiedlichen Gaste innnerhalb einer Amylosehelix
statistisch vertelt sind. Beim Anfeuchten des erhaltenen Komplexpulvers bedingt
der Einschluf3 zweier unterschiedlicher Gaste innerhalb dergleichen Amylosehelix
eine leichtere Abldsung aus dem Helixinneren.

Bel der Untersuchung der Freisetzung der Aromastoffe aus den pulverférmigen
Komplexen geht hervor, dal bis zu 30°C keine Aromastoffe aus der Helix in den
Gasraum Ubergehen. Erst durch einem ernormen Temperaturanstieg auf 80°C
findet eine merkliche Freisetzung (von ca. 10%) statt. Liegen adsorbierte neben
inkludierten  Aromastoffanteilen vor, so befinden sich deutlich mehr
Aromastoffmolekile im Gasraum, da die Desorption von der Helixoberflache
leichter stattfindet.

Durch Variation der Komplexstochiometrien, der Temperatur sowie des
Wassergehalt konnten unterschiedliche Freisetzungsraten der Aromastoffe im
Headspace detektiert werden. Die anfanglich spontane und Uber einen langeren
Zeitraum andauernde Aromaentfaltung bei Wasseraktivitéten um 1 (wie sie bei den
meisten Speisen angetroffen wird) bietet aulRerdem die ideale Vorrausetzung, um
ein Aromavon der Zubereitung bis hin zum Verzehr der Speisen zu simulieren.

Ausgehend von funf enzymatisch hergestellten Amylosen konnten Hexanal-
komplexe synthetisert und ihre Komplexstabilitét untersucht werden. Mit
zunehmenden Polymeristionsgraden  steigt  die  Assoziationskonstante — auf
ca. 90 I/mol, und bleibt ab einem Polymerisationsgrad von tber 300 nahezu
konstant. Unter Verwendung fraktionierter Amylosen, die aus drel
unterschiedlichen Stérkequellen isoliert wurden, konnten in Abhéngigkeit von der
Wirtsquelle die Komplexstabilitdten der Hexanal-Komplexe eingeordnet werden.
Stammt die verwendete Amylose von der Kartoffel- oder der Markerbsenstérke ab,
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so entstehen die stabilsten Hexanal-Komplexe mit Assoziationskonstanten um
80 I/moal. I1st die Quelle dagegen die Amylomais-70-Stérke, deren fraktionierte
Amylose den kleinsten Blauwert besitzt, so sinkt die Stabilitétskonstante um die
Halfte. Uber GPC-Messungen der eigesetzten fraktionierten Amylosen wurde eine
bimodale Verteilung der Molmassen beobachtet, d.h. es fallen Amylopektinanteile
nach der Fraktionierung in alen drei Falen mit aus. Diese haben ebenso einen
Einflu? auf den Komplexbildungsvorgang. Die Amylomais-Amylose weist im
Vergleich zu den anderen beiden Amylosesorten etwas weniger hthermolekulare
Anteille auf, womit die geringere Stabilitdt des Hexana-Komplexes
zusammenhangen konnte. Allerdings darf man dabel nicht aul3er acht lassen, dal3
nicht nur die Kettenlange sondern auch die Anzahl und Art der Verzwegungen,
die zu den hohermolekularen Anteilen beitragen, eine Rolle spielen. Hierzu
konnten aus den GPC-Chromatogrammen keine weiteren Aussagen abgeletet
werden.,

-82-



4. Experimentdler Teall

4 Experimenteller Teil

4.1 Apparatives

UV-Spektroskopie PERKIN- ELMER Spektral photometer 554
Kuvetten Quarzglas (1 cm)

CD-Spektroskopie JASCO J600 Spektralpolarimeter mit
elektronischer Datenverarbeitung
Quarzglaskiivetten (Schichtdicke 1cm)

'H-NMR-Spektroskopie Bruker DRX (500 Mhz)
Gaschromatographie  Carlo Erba HRGC 4160
Kryofocussierung SGE
Saule: HT8, 50m 0,2mm ID(SGE)
Integration: Watrex data Monitor 2000 v.1.5

GPC Saule: Shodex
Detektor: RI-Detektor

Autoklav Berghof Autoklav 400ml mit Teflon Becher,
INnenriihrerBRS856 + Helzmantel BTR841

Gefriertrocknung Leybold Heraeus L S20

4.2 Chemikalien

Cerestar native Amylomais-70-Stérke sowie
native Kartoffelstdrke und native Erbsenstérken
Wacker Chemie native Cyclodextrine
Fluka Hexanal, Deuteriumchlorid
Aldrich E-2-Nonenal ,d*-Dimethylsulfoxid, 4 tert-Bytylphenal,
Cyclohexanon, Glucose-1-phosphat, Guajacol
Merck Propylenoxid, lod, Deuteriumoxid, 1-Octen-3-ol
Caesar & Lorentz Kaiumiodid

SatoriusMembranfilter: Regenerierte Cellulose 0,45mm und 0,8m
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4.3 lIsolierung der Amylose aus diversen Starken

4.3.1 Fraktionierung von nativer Kartoffelstarke

In 1700 ml entgaster 1IN NaOH wird unter RUhren im Stickstoffgegenstrom eine
Suspension von 45g nativer Kartoffelstdrke in 80 ml Wasser gegeben. Die
hochviskose leicht gelbliche Lésung wird bis zum vollsténdigem Auflésen der
Starke noch 1 bis 2 Stunden geriihrt und anschlief3end filtriert. Nach Verdinnen
mit 2,5 | Wasser wird die Losung mit konzentrierter Salzsdure neutralisiert und
anschlief3end zum Sieden erhitzt. Nachdem man den pH-Wert gegebenenfalls auf 7
eingestellt hat, flgt man 60 ml Cyclohexanon hinzu und kocht weitere 20 Minuten.
Man &3 den Ansatz Gber Nacht im Helzpilz langsam abkihlen. Der ausgefallene
Cyclohexanon-Amylose-Komplex kann anschlief3end abzentrifugiert werden (20
min bel 5000 U/min) und wird zweimal je 30 min in 500 ml Ethanol sowie 30 min
in 300ml Diethylether geriinrt. Nach Abfiltrieren der Amylose wird sie im Vakuum
uber P,O49 getrocknet.

Ausbeute: 9,4 g (20,9%)
Blauwert: 10,4

4.3.2 Fraktionierung der Markerbsenstarke und der Amylomais-70-Starke

80g native Amylomais-70-Stérke bzw. Markerbsenstéarke werden in 200 ml Wasser
suspendiert und anschlief3end zu 1700 ml einer entgasten NaOH gegeben. Die
gelb/grinlich gefarbte Losung wird noch eine halbe Stunde geriihrt. Anschlief3end
verfahrt man analog zu Vorschrift 4.3.1, wobel zur Fallung des Amyloseanteils 80
ml Cyclohexanon verwendet wird.
Bel der fraktionierung der nativen Palerbsenstérke werden 50g eingesetzt.
Ausbeuten: 52g Amylomais-70-Amylose( 65%)

559 Markerbsen-Amylose (69%)
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4.3.3 Nochmaliges Umféllen der fraktionierten Amylosen

Um die einmalig umgefallte Amylose von den Resten an Amylopektin zu reinigen
wird sie nochmals nach obigen Verfahren as Cyclohexanon-Komplex ausgefallt
und nach der gleichen Methode aufgearbeitet. Dabel setzt man 459 fraktionierte
Amylose ein und falt mit 80 ml Cyclohexanon um.

Ausbeute Blauwert
Kartoffelamylose 3999 121
Amylomais-70-Amylose | 42,1 ¢ 10,0
M ar ker bsenamylose 38,59 11,3

Tab. 16:Ergebnisse der Fallung ver schiedener Amylosen

4.3.4 Vorschrift zum Entfetten der fraktionierten Amylomais-70-Amylose

Die zweimalige umgeféllte Amylomais-70-Amylose besitzt noch einen geringen
Anteil an Lipiden, die aus dem Helixinneren der Amylose entfernt werden muissen.
40 g der zweimalig umgeféllten Amylomais-70-Amylose werden zweimd fir je 2
Stunden in 640 ml enes Propanol/Wasser Gemisches (im Verhdtnis 3:1)
aufgekocht und hell3 filtriert. Nach Ruhren in 200 ml Diethylether wird der
abfiltrierte Niederschlag im Vakuum tber P,O,4 getrocknet.

Blauwert: 10,2
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4.4 Enzymatische Amylosesynthese mit Phosphorylase

4.4.1 Isolierung von Kartoffelphosphorylase

Der Saft von 5 kg Kartoffeln wird mit konz. Ammoniak auf pH 7 eingestellt und
zum vollstandigen Desaktivieren der a-Amylase 45min. auf 55,5°C erwarmt. Nun
wird  soviel Ammoniumsulfatpulver  zu  der Mischung hinzu-
gegeben bis ene Dichte von 1,080g/ml erreicht ist. Der dabe gebildete
Niederschlag kann durch  anschlieffendes  Abzentriefugieren  (30min,
5000 U/min) abgetrennt werden. Die klare darliberstehende Losung enthdlt noch
die Phosphorylase, die aus der Lo6sung durch weteren Zusatiz von
Ammoniumsulfat beim Erreichen der Dichte von 1,150 ausgefallt wird. Nach dem
Abzentrifugieren des phosphorylasehaltige Niederschlages, wird er in einem 0,05
m 2,2",2""-Nitriloethanol-HCI Puffer (pH 7,75 ml) suspendiert und unter Toluol im
KUhlschrank aufbewahrt.

4.4.2 Enzymatische Amylosesynthese mit Phosphorylase

Um Amylosen mit Polymerisationsgraden zwischen 1000 und 50 zu synthetisieren
werden Maltoheptaose (als Starter) und Glucose-1-phosphat  (G-1-P  ds
Monomerbaustein) in den Mengen die aus folgender Tabelle zu enthnehmen sind
eingesetzt:

G-1-P Maltoheptaose Ausbeute P,
" | imgl | 20°mol)| gl | 0% mol | [g] | 2 |(Mitiels GRO)
50 | 3990,6 10,609 | 284,5 246,71 | 0,6 30 55
100 | 4318,8 11,481 | 142,3 12345 | 0,8 40 105
300 | 4534,4 12,054 47,4 4114 | 0,7 35 290
500 | 4575,1 12,162 28,4 2467 | 0,8 40 475
1000| 2301,0 6,120 7,1 6,16 | 0,6 60 980

Tab. 17: Ansatze der enzymatisch her gestellten Amylosen
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Synthesevor schrift fur P, 50 bis 500:

Zuerst wird das Glucose-1-Phosphat in wenig Wasser gel6st und durch Zutropfen
von verdinnter Essigsaure ein pH-Wert vom 6.0 eingestellt. Nach Auffullen mit
Wasser auf insgesamt 100ml L6ésung und temperieren in einem Wasserbad auf
45°C, gibt man 10ml Citratpuffer (pH = 6) sowie Matoheptaose in 4ml Wasser
gel6st hinzu.

5 ml der im Kuhlschrank aufbewahrten Phosphorylaseldsung (aus Kartoffeln
isoliert) werden ebenfalls auf 45°C temperiert und unter Riuhren zu dem obigen
Reaktionsgemisch gegeben. Nach 2 Stunden kann die Reaktion durch Aufkochen
beendet werden, da hierbel das Enzym koaguliert. Nachdem das denaturierte
Enzym CUber Cdite abfiltriert wird, versetzt man die Losung mit 20mi
Cyclohexanon, kocht erneut auf und lésst sie Uber Nacht langsam abkihlen. Der
ausgefalene Amylosekomplex wird abzentrifugiert (20min. bel 5000 U/min),
anschlieffend zweima grandlich mit je 200 ml Ethanol sowie Diethylether
gewaschen. Die somit synthetisch hergestellte Amylose kann nun im Vakuum tber
P,O,4 getrocknet werden.

Bei R,=50 fallt der Amylosekomplex erst aus nach Aufbewahren der Losung im
Kuhlschrank. Hierbel findet eine tellweise Retrogradation der Amylose statt.

Synthesevor schrift far P,, 1000:

Analoges Vorgehen wie bei den Ubrigen enzymatisch hergestellten Amylosen.
Allerdings kann hierfir das halbe Losungsmittel eingesetzt werden und die
Reaktion wird bel 37°C durchgefihrt.

4.5 Hydroxypropylierung von Kartoffelamylose

4 g umgefdlte Kartoffelamylose werden unter Stickstoffatmosphéare in 200 ml
1 N NaOH geost. Nach Zugeben von 2,5 ml Propylenoxid 1&3 man die
Reaktionsmischung Uber Nacht riihren. Anschlief3end neutralisiert man die Ldsung
mit konzentrierter Salzsdure und unter kraftigem Rihren gibt man 500 ml Ethanol
hinzu. Nach 15 Min. wird der gebildete Niederschlag dfiltriert und mit Ethanol
gewaschen. Unter leichtem Erwarmen wird er wieder in 200 ml Wasser gel6st und
die Losung filtriert (Filterpore 4). Die hydroxypropylierte Amylose wird erneut
durch Zugabe von 400 ml Ethanol ausgeféllt, abgesaugt und mit etwas Ethanol und
Diethylether gewaschen. Zum Schluf3 wird sie tber P,O; im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,7 g
DS(*H-NMR): 0,072
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4.6 Synthese vom Aromastoff-Amylose-Komplexen

4.6.1 Behandlung der Amylosen im Autoklaven

12 g umgefélite Amylose werden in ca. 80 ml Ethanol suspendiert und in 500 ml
kochendes dest. Wasser unter Rihren gegeben. Das Ethanol wird dann azeotrop
mit Wasser abdestilliert (insgesamt 200 ml des Wasser-Ethanol Gemisches). Die
heil3e AmyloselGsung, die eine leichte Tribung aufweist, wird daraufhin in den auf
120°C vorgeheizten Autoklaven Uberfihrt. Man 16st die Amylose unter Rihrem
(30 U/min) und unter Druck, indem man die Heizung des Autoklaven auf 190°C
eingtellt. Nach 1,5 stindigem Autoklavieren hat die Amyloselésung eine
Temperatur von 140°C ereicht. Der Autoklav wird anschliefiend in einem
Wasserbad innerhalb von 30 Minuten auf 90°C abgekihlt. Die heif3e Losung wird
uber eine Gladfritte (Pore 4) abfiltriert. Die erhaltene klare Losung wird zur
Amylosekomplexbildung elngesetzt.

4.6.2 Darstellung verschiedener Aromastoff-Amylose-Komplexe

Die aus obigem Abschnitt autoklavierte und noch heif3e Amylosel6sung wird mit
heil3em dest. Wasser auf eine 1%ige Losung verdinnt. Bei 80°C konnen nun die
unterschiedlichen Aromastoffe unter Rihren zugesetzt werden. Es werden 3g
Amylose pro Ansaiz eingesetzt. Die molaren Zugaben der Géaste snd im
theoretischen Teil aufgefihrt. Man ruhrt noch weitere 15 Minuten bel dieser
Temperatur und |&3% die Losung im Hezpilz Gber Nacht abkihlen. Die
entstandenen schwerléslichen Komplexe konnen abzentrifugiert werden. Die
Niederschlage werden in wenigen ml der Uber dem Komplex stehende Lésung
aufgeschlammt, um sie dann zu gefriertrocknen. Nach ca. 16 bis 20 Stunden ist das
Wasser vollstandig entfernt und die Komplexe werden zweimal 2 Stunden mit je
30 ml trockenem Methylenchlorid gewaschen, um die oberfl&chlich anhaftenden
Aromastoffe zu entfernen. Anschlief3end kdnnen Spuren des Methylenchlorid im
Exkskator bei 8 mbar entfernt werden.



4. Experimentdler Teall

4.7 Spektroskopische Untersuchungen

4.7.1 Bestimmung des Blauwertes

In eénem 100 ml Mef3kolben werden etwa 100 mg Amylose genau eingewogen und
in 10 ml IN NaOH gel6st. Nach Neutralistion mit 10 ml 1IN Salzséure, puffert man
mit 2ml Phosphatpuffer und fallt mit dest. Wasser bis zur Eichmarke auf. Man
pipetiert 1 ml dieser Losung in einen anderen 100 ml Mef¥kolben, verdinnt mit
dest. Wasser auf etwa 90 ml und gibt 1ml einer 0,2%-igen lodidsung zu. Der
Mef3kolben wird anschliefiend bis zur Marke mit Wasser aufgefillt. Nach 20
Minuten bestimmt man die Extinktion dieser Lésung bei 680 nm. Als Referenz
verwendet man eine reine lodisung (1 ml der 0,2%-igen lodisung in 100 ml
Wassey).

Der Blauwert (BV) errechnet sich dann nach der Formel:

40 xE
Cc

BV =

E = Extinktion der Lésung bel 680 nm
¢ = Konzentration der Losung in mg Amylose / 100 ml Lésung

0,2%-ige lodldsung: 2,000 g lod und 20,0 g KI in 1l dest. H,O

4.7.2 Aufnahme der CD-Spektren

200 mg hydroxypropylierte Kartoffelamylose bzw. 50 mg Cyclodextrin (a, b)
werden exakt eingewogen und in ca. 6 ml Wasser unter leichtem Erwarmen gel0st.
Man gibt 4 Tropfen des wenig in Wasser |6dichen Aldehydes zu, flllt bis zur
Eichmarke auf und &3 die L6sung 5 Stunden riihren und 1 Stunde stehen. Vor der
Aufnahme der UV- undCD-Spektren wird der Uberschiissige Aldehyd, der an den
Oligen Tropfen in der LOsung erkennbar ist, durch Membranfiltration (Pore 0,8 nm
far hydroxypropylierte Amylose und Pore 0,45 nm fur Cyclodextrine) aus der
Losung entfernt. Die klaren Loésungen kbnnen dann im interessierenden
Wellenlangenbereich untersucht werden.
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4.7.3 'H-NMR-spektroskopische Bestimmung des Substitutionsgrades

hydroxypropylierter Amylose

Ungefahr 30 mg hydroxypropylierter Amylose werden in 0,4 ml DO und 0,3 mli
DCl gelost und 30 Minuten bel 60°C im Trockenschrank geldst, um vollstandige

Hydrolyse zu gewéhrleisten. Nach Filtration wird das 'H-NMR-Spektrum

vermessen. Der Substitutions-
grad DS kann aus den Flachenintegralen mittels nachfolgender Formel berechnet

werden:
A3
DS= (B-A) /7

Abb. 27: "H-NMR-Spektrum einer hydroxypropylierten Amylose in D,O/DCl
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4.7.4 Gehaltsbestimmung der Amylose-Aromastoff-Komplexe mittels *H-
NMR-Spektroskopische

4.7.4.1 Stéchiometriebestimmung der Amylose-Aldehyd-Komplexe

In einem Schraubdeckelgefdld werden etwa 25 mg enes Aldehyd-Amylose
Komplexes in 0,7 ml deuterietem d®-DMSO und 0,07 ml DCl gelést. Zur
vollstandigen Hydrolyse wird die Probe 45 min be 60°C im Trockenofen
stehengelassen. Nach Filtration der klaren meist leicht gelblichen Lésung wird das
'H-NMR-Spektrum aufgenommen. Zur Berechnung der stéchiometrischen
Zusammensetzung werden die Integrale der Methylenprotonen des Aldehydes (A)
ins Verhdltnis zu den Integralen der Protonen der Anhydroglucoseeinheiten der
Amylose (B und C) gesetzt.

Prozentuale Gehaltsbestimmung des Aldehydes im Komplex (G) erfolgt nach:

M Gast 1000 7 %A

MAHG x B+ C)

G = prozentualer Gehalt an Aldehyd im Inklusionskomplex

Mgas = Molmasse des Aldehyds

Mane = Molmasse einer AHG : 162,14 g/mol

A = Integra der Methylengruppen der Aldehyde zwischen 1,1 und 1,5 ppm

B und C = Summe der Integrale der Protonen der AHG

X = Anzahl der betrachteten Methylenprotonen des Aldehydsim Bereich
1,1 bis 1,6 ppm

G=

Aldehyd M olmassen X
Hexanal 100,16 6
2-E-Nonenal 140,23 8
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Abb. 29: *H-NMR-Spektrum eines 1-Octen-3-ol-Amylose-Komplexes

-92-



4. Experimentdler Teall

Die gleiche Formel wird fur die Bestimmung der Gastgehdlter G der 1-Octen-3-ol-
Komplexe nach entsprechender Umwandlung bendtigt.
Unter Berticksichtigung der Integrale A und B mit
A = Summe der Integrale der 11 Gastprotonen zwischen 0,7 und 1,5 ppm
B = Summe der Integrale der Protonen der AHG zuzlglich der Integrale der
zwei Protonen des 1-Octen-3-ols
MGast 7-A

-1000 -

MAHG 11-{B~|2]*A)

folest G=

Im Fale des Gugacols lautet die Gleichung zur Bestimmung der
Komplexstéchiometrie:

G= MGt 1099 1B
MAHG

3
4-(B- 4)

A = Summe der Integrale der 4 aromatischen Gastprotonen zwischen 6,7
und 7,1ppm
B = Summe der Integrale der Protonen der AHG zuziiglich des Integrals ssammend
von den 3 Protonen der Methylgruppe

HDO a

Abb. 30; 'H-NMR-Spektrum eines Guajacol-Amyl ose-Komplexes
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4.8 Chromatographische Analytik

4.8.1 Bestimmung der Methodenfaktoren fur die quantitative Analytik der

verschiedenen Aromastoffe

In einem Probengefdld werden 9-10mg Aromastoff (Hexanal, E-2-Nonenal,
Guagjacol, bzw. 1-Octen-3-ol) sowie ebensoviel Octansdureethylester genau
eingewogen und in 2ml absolutem Methanol gelést. Die so hergestellten
Kalibrierl6sungen werden mehrfach gaschromatographisch analysiert.

Betriebsbedingungen:

Sle ‘HT 8, 50m, 0.2mm ID
I njektor :180°C, Split 20:1
Detektor :FID,200°C

Trégergas :Helium, 80kPa

Temperaturprog.  :100°C(14min), 15°C/min, 160°C (iso)

Der Methodenfaktor |&t sich aus den prozentualen Fachenintegraen der
einzelnen Peaks im Chromatogramm und den Einwaagen der verschiedenen
Aromastoffe gemal’ folgender Formel bestimmen:

_ mMAromast. * %int.Stand. * 9
mint.Stand. * %eAromast.

fm

mit  m = Einwaage in mg
% = Prozentuale Fléache im Gaschromatogramm

Aromastoff Methodenfaktor f
Hexanal 1,173

E-2-Nonenal 0,971
Guagjacol 1,120

1-Octen-3-ol 1,381
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4.8.2 Gaschromatographische Bestimmung der Stdochiometrie der

Amylose-Komplexe

200-260 mg des trockenen Komplexes sowie ca. 5-7mg Octansdureethylesters
werden exakt in einem dicht verschlieffbarem Zentrifugenglas (ca. 15ml)
eingewogen und in 5ml absolutem Methanol versetzt. Nach Aufschrauben des
teflonbeschichteten Schraubverschlusses konnen die inkludierten Aromastoffe aus
den Amylosskomplexen extrahiert werden, indem unter Ruhren das
Zentrifugenglas fir 10 Minuten in ein kochendes Wasserbad gestellt wird. Nach
Abkuhlen der Suspension und Zentrifugieren wird 1ml der Uberstehenden Lésung
abpipetiert, filtriert und unter den obig genannten Betriebsbedingungen des
Gaschromatographen analysiert.

Unter Kenntnis des Methodenfaktors f,,, der Einwaage des Komplexes und des
internen Standards &3t sich nach Ermittlung der prozentualen Flachenintegrale aus
den Chromatogramm ein exakter Aromastoffgehalt im Amylosekomplex nach
folgender Formel berechnen:

mint.Stand(ng) * Yoaromest.
Yoint.stand.* Mkomplex (Q)

in mg Aromastoff pro g Komplex

Maromast. = fm =
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4.8.3 Bestimmung der Freisetzung von Aromastoffen aus den Amylose-

Komplexen mittels Headspace-Gaschromatographie

4.8.3.1 Silylierung der Probegefal3e und der gasdichten Spritze

Die Probengefdl’e, die fur die gaschromatographische Untersuchung der
Freisetzungskinetik der Aromastoffe eingesetzt werden, mussen vorher slyliert
werden, um die Adsorption der Aromastoffe an der Glasoberflache wahrend ihrer
Freisetzung zu vermeiden. Hierfir werden die Glasddschen unter Inertgas in eine
2%ige L 6sung von Dichlordimethylsilan in absolutem CH,CI, getaucht. Nach zwei
Stunden werden sie kurz mit absotem CH,Cl, gewaschen und anschlief3end in
absolutem MeOH gegeben, um die bestehenden Chlorgruppierugen zu
methylieren. Die auf diese Weise silylierten Glasgefal3e werden vor deren Einsatz
im Ofen getrocknet.

Zum Silylieren der 500ul gasdichten Spritzen zieht man zwei ma eine 2%ige
Losung von Dichlordimethylsilan in absolutem CH,Cl, auf, wobei der
Glaszylinder der Spritze fur je 10 Minuten mit der Losung benetzt wird.
Anschlief3end wird die Spritze ebenfalls mit CH,ClI, und Methanol gesplilt.

4.8.3.2 Durchfiihrung gaschromatographischer Messungen zur Bestimmung
der Freisetzungskinetik der Aromastoffe aus den Amylosekomplexen

Probenvor ber eitung:

In einem dglylierten, gasdicht verschlief3barem Probengefad (Volumen:11,3 ml)
wird eine bestimmte Menge (20mg bzw. 40mg) eines Aromastoff-Amylose-
Komplexes genau eingewogen.

Soll die Freisetzung des Aromastoffes aus dem trockenem Komplexpulver
untersucht werden, kann das Probengefd? mit einem teflonbeschichteten Septum
dicht verschlossen werden und in einem Temperierbad bel gegebener Temperatur
fir eine definierte Zeit aufbewahrt werden bevor 500ul Gasvolumen aus dem
Headspace Uber dem Pulver entnommen wird.

Im Falle der Zugabe einer bestimmten Menge an Wasser wird zur homogenen
Durchmischung ein V2A-Edelstahl (Volumen 1,5 ml) in das Probengefal
eingefuhrt, das Probengeféd (mit einem Gasvolumen von 9,8ml) zigig
verschlossen. Durch ein Rotieren des Glasgefél3es um seine Langsachse kann nun
das heterogene zahe Gemisch homogen durchmischt werden. Weiterhin wird wie
oben beschrieben verfahren.
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4. Experimentdler Teall

4.8.4 Gelpermeatographische Messungen

4.8.4.1 Bestimmung der Molgewichtsverteillung der eingesetzen Amylosen

10 mg der entfetteten und fraktionierten Amylosen unterschiedlicher Herkunft
sowie die enzymatisch hergestellten Amylosen werden in  enem
Schraubdeckelgeféld das dicht verschlossen wird eingewogen. Nach Zusatz von
5ml dest Wasser werden alle Proben genau 10 Minuten unter starkem Rihren auf
140°C erhitzt. Nach menbranfiltrieren der erkalteten Ldsungen, werden diese
sofort t bel einer Betriebstemperatur von 60°C und elenm Flufd von 1ml pro Minute
andysiert.

Die Kalibrierung des GPC-Systems erfolgt unter Verwendung von Pullulan
Standards mit Molgewichten M,=5400 bis M,=1.400.000. sie liefert folgende
Eichkurve:

log Mn
o
/

y=-0,3215x% + 8, 7671
A% =0,9894 i

9 10 11 12 13 14 18 16 17
Zeit (min)

Abb. 31: Eichkurve des GPC-Systems
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