AROMASTOFFE IN DER REIFENDEN ROHWURST -~ C 10

DAS AUFTRETEN VON NEUTRALEN MONOCARBONYLVERBINDUNGEN
IN DER REIFENDEN ROHWURST

H.J.Langner, U.Heckel, E.Malek

“ensmittel k8nnen sehr komplex zusammengesetzte Produkte sein.
fioherart sind z.B. unsere Flelschwaren, die aus chemisch sehr
*terschledlichen Komponenten bestehen. Dlese Kompopenten um-
wezen bel den Flelschwaren eine grofe Skala von Sustanzen- Fett,
sser, BlwelB, Vitamine, Farbstoffe, flilchtige, nicht flilchtige

4 viele weltere Stoffe-, die bel der technologilschen Gewinnung,
ger Verarbeltung und bel der Lagerung vielfdltige Verinder-
woen, erwinschter oder nicht erwtinschter Art, erfahren kdnnen.
tpse Verdnderungen wéhrend des Fabrikations- und Lagerungs-
aresses milssen technologlsch so gefllhrt werden, daBR das her-
stellende Produkt, ohne QualititseinbuBe fiir den Verbraucher
wfertipt werden kann. Insbesondere sind es dabel Geruchs- und
sphmacksabwelchungen, die den Verkaufswert elner Ware beein-
gsen. In der Regel filhren diese Ver#nderungen daneben zu einer
minderung des blologischen Wertes der Produkte. Die Auffindung
p Ursachen dleser Qualitltseinbufen ist meistens mit sehr .
ppen Schwlerigkelten verbunden, da man heute vielfach noch nicht,
s in solchen komplexen Gemlschen ablaufenden physikalischen

mi chemlschen Vorglnge erfassen kann.Empirié und handwerkliches
timen milssen heute Immer noch an die Stelle von wissenschaft-

Hich fundiertem Wissen treten. Erst in neuérer Zeit versucht man
fn zunehmendem MafRBe Einblick 1n die physikalischen und chemischen
setzungen zZu erhalten, dle zu den QualititseinbuBen nach der
fratellung elnes Lebensmittels fihren. Dafiir verantwortliche
rbindungen und ihre mdgliche Wechseidwlrkungen zu identifizieren
, Aufgabe der in der Qualitétsforschung tdtigen Wissenschaftler.
jleses Problem zu l8sen ist heute durch den Einsatz modernster
elysenverfahren wesentlich leilchter geworden, und so sind gerade
letzter Zelt vlele neue Verbilndungen gefunden worden, die zu
plichs= und Geschmacksabwelchungen in den Lebensmitteln beltra-

I k8nnen. Kennt man diese Stoffe exakter und welB um lhre Ent-
Bhung, kann man durch Varlation in der Tdéchnologie bel der

gerung usw. lhre Entstehung in gewilnschter Weise verhindern,

ier im positiven Falle vermehren. -

Ene am Geschmacks~ und Geruchssystem intensiv betelligte &ruppe
fmischer Substanzen sind die Carbonylverbindungen mit denen
0'uns in dleser Arbelt insbesondere besch#iftigen. :Einzelne
li'treter dleser Stoffklasse sind sensorisch noch in Ver-
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dllnnungen von 1:1511 feststellbar und liegen damit gerade noch -
im Nachwelsbereich der chemischen Analyse.

In dieser Arbelt werden die Umsetzungen, die bel den neutralen
Monocarbonylverbindungen wi#hrend der -Rohwurstrelfung auftreten
verfolgt. Um den Einflu® der an der Reifung betellligten Mlkro-
organismen kennenzulernen, wurden 8 verschiedene Chargen Salamj
aus 2 verschledenen Ausgangsmaterialien mlt 3 unterschiedlichep
Reinkulturen von Mikroorganlsmen (Starterkulturen) hergestellg,
Es interessierte dabel insbesondere der Einfluf, den dilese ver.
schledenen Starterkulturen auf den Carbonylgehalt haben. Dazu
muBten dle Monocarbonylverbindungen quantitativ isollert und
identifiziert werden. Es sollte ferner festgestellt werden, op
und wle sich dlese Verbindungen wihrend der Relfungs- und Lager.
zelt verdndern. !

Die Untersuchengen von Hornstein et al.(1-7) iUber das charakterig.
tische Aroma von Lammfleisch zelgten,-daf insbesondere die in '
Spuren vorkommenden Carbonylverbindungen fir dleses Aroma veranty
wortlich zu machen sind. Dle von ihnen 1solierten und z.T. ilden-
tifizierten Carbonyle waren Uberwlegend Abbauprodukte der Fett-
komponenten. Zu ihnlichen Ergebnissen kamen dieselben Autoren
(1-7) bel ihren Untersuchungen des Aromas von Rind-,  Schwelne-
und Schaffleisch. Sle fanden dabel wiederum, daf Carbonylver-
bindungen entscheidend am.Aufbau des Fleilscharomas betelligt sinpg,
In welteren Untersuchungen konnten dlese Autoren (1-7) zeigen,
dap alle dtése Verbindungen aus wasserl®Bslichen "precursors"
entstehen, und 1n engem Zusammenhang &amlt Reaktlonen von
Aminosiuren und reduzierenden Zuckern (Maillard-Produkte) ab-
laufen. Eser et al.(8) gelangten bel der Untersuchung des Aromas
der Rohwurst zu #Zhnlichen Ergebnissen. Bel diesem Fleischfolge-
produkt erfolgen dle Hauptumsetzungen und Verinderungen wihrend
der ersten ' Reifungsltage, wobel in dleser Zeit besonders die
leichtflfichtigen Substanzen eine deutliche Zunahme erfahren.

Im weliteren Verlaufe der Reifung treten nach ca. 3 Wochen schwer-
er flichtige Substanzen mengenmiflg 1n den Verdergrund. Lea et
al. (9) untersuchten mit elgenen Methoden die Verdnderungen der
flilchtifgen Carhonylverbindungen im gekochten GefliigelTleisch i
und fanden, daR je nach Behandlungsart dle Antelle. der Carbonyle
aus den wasserldslichen oder fettlSslichen Tellen des Flelsches
in unterschledlichen Mengen auftraten. Daneben splelt dle Fleilsch-
farbe der elnzelnen Tlerteile eine grofe Rolle bel der Freilgabe
von Carbonylverbindungen. Untersuchungen, von Zalka et al.(10)
zelgten, daf "precursors" wie Stickstoffverbindungen, Zucker-
komponenten und aromatlsche Kohlenwasserstoffe Ausgangssubstrate
filr die flilchtigen Verbindungen im Rindfleisch sind. Ockerman

et al.(11-12) fanden im gekochten Schinken 3 Aldehyde und Y
Ketone, die ihrer Melnung nach entscheidend am Aufbau des
typischen Schinkenaromas beteiligt sind. Lillard et al.(13)
konnten bel #hnlichen Untersuchungen 17 weltere Carbonylver-
bindungen in dlesem Produkt nachwelsen, dle lnsbesondere aus
der Lipidfraktion i1soliert werden konnten. Ungesittigte Fettslu-
ren sind dabei entscheildend bel der Bilosynthese von Carbonyl-
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dungen betelllgt. piese Autoren fanden Meben Alk-2-enalen
erhehliche Mengen an Alk-2-dienalen.

d bel anderen Lebensmitteln z.T. schon bekannt 1lst welche
glverbindungen unter anderem zu Geschmacksabwelchungen

P ist das bel der reifenden Rohwurst nicht der Fall.

g1 aber scheint sicher zu sein, daB die Verbindungen mit ab-
07> endem Geruch und Geschmack ganz bestimmten Verbindungsklassen
, Z.B. den n-Alkanalen, Alk-2-enalen und Alk-2.4.-d1i-

en. Ihre zusammengesetzte Elnhelt bedingt sicher auch 1in den
gchwaren mehr oder weniger das typische Aroma. :

ne_Untersuchungen:

rsgghungsmaterial:

ygestellt wurden Versuchschargen (Salaml) & 4 kg bestehend aus:

ber Nacht gepdkelt mit Nitritplkelsalz 1,5 kg
1,5 kg

nweineflelsch, mager
1,0 kg

8

{g oben, nur unter Verwendung von tlef efrorenem, argentinischem
;ﬁienfleisch anstelle des frischen Rinaflelsches.

glese Ausgangsmateriallen wurden jewells getrennt einmal mit der
s mm Schelbe vorgeschrotet.

wlirze/ kg Fleisch- u. Fettmenge:

Pfeffer, wels, gemahlen
pfeffer, ganze Kbrner
Paprika, edelsilh
Kardamon
Muskatnub, gemahlen
Knoblauch, frisch
Glutalin
‘Kristallpur
Nitritpdkelsalz

Hitteldarm, Kaliber 5/6 cm

Dle AbfUllung erfelgte im Mitteldarm zu 500g Gewlcht.
1le) reifte mit der vorhandenen Spohtan-

Eine Charge (Kentre
Chargen wurden felgende Kulturen zugesetzt.

flora, den anderen




mengen beil der Isollerung auszugehen. Die quantitative Isoliepudj

i~ form im Rotationsverdampfer bel 35 C und 20 Torr abgezogen.

1. Xontrolle (Spontanflora) % .
2, Lactobacillus plant. 1,2 x 107/g Wurst i

6/g Wurst E

6

3. iy nov. spec. 4,5 x 10

F i
I, Atypisches Streptobacterium Rv2fla 6,0 x 10" /g Wurst

Die Serie, unter Verwendung von Gefrierfleisch hergestellt,
wurde mit rémischen Z1ffern I-IV gekennzelchnet, die anGere Seni.
mit arabischen Zahlen. Die Wilrste wurden U8 Std. bel 227C ung Tle
95%iger Luftfeuchtigkelt geschwitzt, danach unter fliefendem
kaltem Wasser abgewaschen und 2 Tage bel 18°C und B5%iger Lupt.
feuchtigkelit gerfduchert. Die Lagerung erfolgte dann bel 15%¢ ;..
70%iger Luftfeuchtigkelt. ' ik
Die Probeentnahme erfolgte direkt nach der Abfidllung, und wej.
ter am 5. - 12. - 21, - 42. Tag nach der Herstellung.

Diese Proben tragen den Index a,b,c,d.

\
Isolierung der Carbonylverbindungen aus der Rohwurst

Wie schon elngsngs erwihnt, kommen die Carbonylverbiindungen
in unseren Lebensmitteln nur in sehr geringen Konzentratlonen
vor. Es 1st deshalb erforderlich von griferen Ausgangsmaterial-

der Carbonylverbindungen, insbesondere aus einem so komplex
zusammengesetzten Materlal, wie es dle Rohwilrste darstellen,
18t ausgesprochen problematisch.

500 g Salami werden 3 mal unter Verwendung der 2 mm Scheibe
dureh den Flelschwolf gegeben und diese Masse anschliefend
im Mixer homogenisiert. '

200 g der homogenen Probe werden mit 800 ml 5%iger Perchlor- :
s#ure im Mixep ca. 5 Min. homogenislert. Das Homogenisat bleibt
ol Std. bei 4°C stehen. Danach wird mit 8000 U/Min. zentri-
fligiert.,Der klare tlberstand wird mit ca. 10 g Kileselgur versetzt
und iUber einen Faltenfilter abfiltriert. 600 ml Filtrat werden
mit 100 ml einer ifigen Lisung von 2.4.-Dinitrophenylhydrazin
in 35%iger Perchlorsdure versetzt. Diese. L8sung bleibt 24 Std.
im Kihischrank stehen und wird danach 4 mal mit 100 ml Chloro-.
form ausgeschilttelt. Die vereinlgten Chloroformphasen werden
iber wasserfrelem Natriumsulfat getrocknet. Nach dem guanti- o
tativen Abflltrieren von dem Natrigmsulratkuchen wird das Chloro=

Dér Rilekstand im Kolben wird 3 mal mit 100 ml heifem n-Hexan A
digeriert. Die vereinigten Hexanextrakte werden {iber Natriumsulfab
getrocknet und anschllefend in einer ersten Stufe sdulen-
chromatographisch gereinigt.
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1enfiillung und Chromatographie

. geasorb und 25 g Celit 545 werden im MSrser intensiv ver-
## > . Dieses Trigermaterial wird in eine mit n-Hexan gefiillte
i giule elngefillt. Der gewonnene Hexanextrakt wird auf dle
uqorbereitete SHule gegeben und anschliefiend mit 100 ml n-Hexan
¥ cesplilt. Alle Umsetzungsprodukte, einschlleflich des nicht-
v setzten 2.4.-Dinitrophenylhydrazins werden am Kopf der Siule
¢ fixlert. Die Monocarbonylderivate werden von den Begleit-
lgtanzen mit Nitromethan - Chloroform 1:3 (v/v) getrennt.
sind etwa 250 ml ELUlergemisch erforderlich. Bel dieser
ionerten Elulerung treten mehrere intensiv gefdrbte Zonen
der S8ule auf. Dle angegebene Menge Nlitromethan - Chloroform
{ert von der S#ule aber nur dle Mono-2.4.-Dinitrophenylhydra-
e und dle Ketoglyzerld-2.4.-Dinitrophenylhydrazone.
'Nigromethan und das Chloroform werden im Rotatlonsverdampfer
30 C und 25 Torr abgezogen.

f‘gﬁﬂpng der Ketoglyzerid-2.l.-Dinitrophenylhydragone .

g g Aluminiumoxyd neutral der Aktlvitidtsstufe 1 werden mit )

ew.? Wasser desakeiltert. Das desaktivierte Aluminiumoxyd wird
n-Hexan in ein Chromatographierohr von 2 em Durchmesser ein-
chwemmt .

Nitromethan~-Chloroform-Riickstand wird in mdglichst wenig

exan aufgenommen und vorsichtig auf die Aluminlumoxydsdule
eben. Dle SHule wurde zunschst mit 100 ml n-Hexan gewaschen
dann mit elner Mischung Benzol - n-Hexan 1:1 (v/v) ent- .
kelt. Ca. 250~350 ml dieser Mischung waren erforderlich um die
tralen 2.4.-Dinitrophenylhydrazonne zu eluieren. Vorhandene
oglyzerid-2.4.-Dinltrophenylhydrazone bilden elne kriftig

pange pefdrbte Zone 1n der .oberen Schicht der S4ule, aus.

gse Zone wandert nur sehr langsam und trennt sich dabel in mehr-
pe Fraktlionen auf. Deg Benzol -~ n-Hexanextrakt wird im Vakuum

ca. 20 Torr und 40°C im Rotatlonsverdampfer zur Trockne ein-
adamp{t.Der Rilckstand wird mit wenigen®Milliliter Essigslure-
hylester quantitativ in einen 10 ml Mefkolben Uberfilthrt und

nt zur welteren Fraktlonierung mit Hilfe der DiUnnschight-
omatographie. Die Trennung gestaltet sich im allgemelnen

onders schwlerlg, wenn die Konzentrationen der ersten 2 An-~
ingsglleder z.B. Formaldehyd und Acetaldehyd verhdltnisméfig

h sind, was sehr hiuflg der Fall ist; es trifft flr geriucherte
lschwaren besonders zu.
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Préparative Vorfrationlerung der 2.4,-Dinitrophenyl-

hytdrazone auf Kieselgelschichten

Die Herstellung der Kieselgel-G-Schichten auf den Glasplatten v
erfolgte in iblicher Welse, mlt dem Unterschieéd; dah die Schig
dicke je Platte auf 0,75 mm erh8ht wurde. “Hg

5 ml des Essigsiure-lithylesterextraktes werden unter vermindepi,.
Druck zur Trockne eingedampft und der Rilckstand in ca. 0,5 m) o
Methylenchlorid geldst, und als Punktreihe ca. 1 cm oberhalp

der Startlinie auf dle Kieselgelschicht aufgetragen. Entwicksajy
wurden die Platten 3 mal mit Benzol - neHexan 60:40 (v/v) (14)

Laufstrecke: 2 mal 10 cm, 1 mal 12 cm.

Das Chromatogramm wurde anschliefend Je nach Trennstrecke depr
Platten in 2 - U Zonen untertelilt, die Trigerschicht jeder

%one sorgfiltig von der Platte abgeschabt und die 2.4.-Dinitro-
phenylhydrazone mit Chloroform aus dem Trigermaterial elulert,

Quantitative Bestimmung dexr ne tralen Gesamtearbon lverbindungen.

1 ml Essigsiurelithylesterextrakt wird:im Vakuum zur Trockne ein-
gedampft undcder Rilckstand mit Chloroform in 10 ml MeRkolben
{iberflihrt, Von dieser Chloroformldsung. wird beil 360 nm die
Extinktion ermittelt und mit einem durchschnittlichen molaren 1
Extinktionskoeffizienten von 22 200 der Gehalt an neutralen Monos
carbonylverbindungen, mit einem mittleren Molekulargewicht von
72, berechnet. '

=836 =~




nachfolgenden Tabelle sind dle gefundenen Mengen

ezelt als

6,77
5,03
1,04
5,71
5,58

9,90
2,45
5,43
3,97
6,31

9,90
2,71
.9,8%
7,71
6,27

X

X

p 4

Mol/100 g aufgefihrt.

T
1074
1073
1074

1073
-y
-y
-4
-4
-4

10
10
10
10

10
101“
1074

10™4
-4

4

10
10”
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1,02
5,44
3,86
7,67
3,59

1,08

7,94
9,94
9,83

6,57 x

1,02
6,27
1,13
8,67

5,33

3,38
6,21
1,13
7575
5,33

: 10
. 10

in der

10”3
-y

-4
-4

10

-4



" Die so grob vorgetrennten Carbon
weiteren s#ulenchromatographisch
in Verbindungsklassen aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen

mit Hilfe einer Inversph
graphisch, an mit 2-Phenoxy
schichten, in die Einqelverbindungen_zerlegt.
( Die exakte Arbeitsanwelsung wird in der spitere

lichung angegeben.)

Von den isol

spektrum in Chloroform
Die Konzentrationen lassen sich

asenchromatographle diinnschichtchromatg.
Hthanol imprégnierten Kieselgur-

Wellenlinge des Maximums berechnen.

Folgende neutralen Monocarbonylverbindungen konnten in der

ylverbindungen werden in einer
en Stufe, an Seasorb-Cellt,

jerten Einzelverbindungen wurde -das Absorptlions-
zwischen 330 und 440 nm aufgenommen.
aus der Extinktion bel der

relfenden Rohwurst qualitativ nachgewlesen werden: -

Methanal
Kthanal
Propanal
p—Butanal
iso-Butanal
n-Pentanal
n-Hexanal .
n-Heptanal
n-0ctanal -
n-Nonanal

n-Decanal

Diacethyl

Die Platten zelgten 3 we
stehenden Verglelchssubs

Carbonylen.

Propanon

Butanon

Pentan-2-on

Hexan-2-on

Undecan-2-on
Tridecan-2-on

Pentdecan-2-on

But-2-enal

Pent-2-enal
Hex-2-enal
Hept-2-enal
Oct-2-enal
Non-2-enal

Dec-2-enal

1tere, mit den uns Zur Verfigung
tanzen aber nicht identlschen

- 638 -
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