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Einleitung

Die Rolle der Carbonylkomponenten fiir das Aroma von Milchprodukten ist
Thema zahlreicher wissenschaftlicher Versffentlichungen (1—7). Die Bedeutung
dieser Klasse von Stoffen liegt darin, dass sie als Stoffwechselprodukte der mei-
sten in der Milchwirtschaft verwendeten Mikroorganismen aufgrund ihrer hohen
Aromaintensitit entscheidenden Einfluss auf das Aroma nehmen.

Es existieren mehrere Methoden, um Carbonylkomponenten mittels DC,
GC, GC-MS, HPLC qualitativ und quantitativ zu analysieren. Dennoch bietet
die klassische Photometrie immer noch einige Vorteile gegeniiber diesen Metho-
den. So entfillt beispielsweise der Aufwand fiir teure und komplizierte Messgeri-
te, und die Methode ist einfacher in der Durchfiihrung.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Optimierung der photometrischen Me-
thode zur Bestimmung von «Gesamt»-Carbonylkomponenten durch Derivatisie-
rung mit Vanillin.

Besprechung einiger photometrischer Methoden

Verschiedene photometrische Methoden wurden in der vorliegenden Arbeit
unter den Gesichtspunkten zeitlicher und apparativer Aufwand sowie Durchfiih-
rung in biologischen Medien gepriift.

Die quantitative Bestimmung von Carbonylkomponenten durch Salicylalde-
hyd (8) ist sehr arbeitsaufwendig. Salicylaldehyd sollte immer frisch destilliert
verwendet werden, und der fiir das Reagens als Losungsmittel verwendete Alko-
hol muss zuerst von Carbonylkomponenten befreit werden. Das Reagens zersetzt



sich sehr rasch und dunkelt dabei stark nach (9). Zuletzt ist auch der zeitliche
Aufwand der Durchfiihrung der Analyse ziemlich gross. Gegen die Anwendung
der Methode mit Natriumnitroprussid spricht, dass die «Legal-Reaktion» (8) so-
wohl fiir Methylketone als auch fiir Aldehyde nicht spezifisch ist und auch die
Nachweisgrenze in der Gréssenordnung von einigen mmol/l liegt (8).

Die Reaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (10) ist zwar sehr genau und
auch einfach, aber nur in wasserfreier Essigsiure durchfiihrbar. Damit scheiden
die meisten biologischen Medien aus. Verschiedene Hydrazonderivate werden
fiir Bestimmungen von Aldehyden und Ketonen mittels DC, GC, GC-MS$ und
HPLC verwendet (6, 7, 11). Der Nachteil dieser sehr genauen und zuverlissigen
Bestimmungen liegt einzig darin, dass sie apparativ und auch zeitlich sehr auf-
wendig sind. Zur schnellen und einfachen, quantitativen Bestimmung von Me-
thylketonen und Aldehyden in verschiedenen biologischen Medien, wie z. B. Ki-
se oder Kulturiiberstinden von Bakterienkulturen, wird deshalb die photometri-
sche Bestimmung von Carbonylkomponenten in alkalischem Milieu durch Deri-
vatisierung mit Vanillin (8, 9) vorgeschlagen und niher spezifiziert.

Die Vanillinmethode besitzt gegeniiber den oben erwihnten Nachweismetho-
den zahlreiche Vorteile. Vanillin ist wasserloslich, als Losung iiber einige Wo-
chen stabil, farblos und dunkelt wihrend der Lagerung nicht nach. Der Nachweis
ist zudem weder zeitlich noch apparativ sehr aufwendig.

Experimenteller Teil

Probenmaterial

— Greyerzerkise, 6 Monate bei 12—15 °C und 90—95% relativer Luftfeuchtigkeit
gelagert (Lagerkeller).

— Kaulturiiberstinde von Milchsiurebakterien, MRS-Medium 0,3% beimpft mit
Vorkultur, 22 h bei 38 °C unter mikroaeroben Bedingungen bebriitet.

Probenvorbereitung

~ Kise: Die tiefgefrorenen Kiseproben wurden ohne aufzutauen mit einer Kise-
reibmaschine feingerieben und das geriebene Probenmaterial (fiir Doppelpro-
be 2X 100 g) noch méglichst gut mit einem Spatel durchgemischt. Nach Zu-
gabe von 150 ml bidestilliertern Wasser wurde die Probe mit dem Ultra-Turax-
Turbomixer auf Stufe 3 wihrend 2 min dispergiert.

— Bakterienkulturen: Die Kulturen wurden nach der Bebriitung auf 4 °C abge-
kithlt und zentrifugiert (Beckmann RC-2B, Rotor GS-3, 9000 rpm, 4 °C,
20 min). Die Uberstinde wurden sorgfiltig abdekantiert und davon rund
200 ml weiterverarbeitet.



Probenaufarbeitung

Die fliichtigen Aromastoffe der vorbereiteten Proben wurden im Rotations-
verdampfer wihrend 60 min unter Wasserstrahlvakuum abdestilliert (12).

Die Apparatur wird in Abbildung 1 gezeigt: Pos. 1: Wasserbad 60 °C
(£ 1,0 °C). Pos. 2: Rundkolben mit Kisemasse. Pos. 3: Pfropfen aus silanisierter
Glaswatte (Spritzschutz). Pos. 4: Rotavapor, Drehgeschwindigkeit Stufe 5. Pos. 5:
Vorlage. Pos. 6: Eis/Wasser-Kiihlung. Pos. 7: Beliiftungshahn. Pos. 8: Intensiv-
kiihler, Kithlertemperatur 30 min bei -15 °C, dann innert 30 min auf +3 °C an-
steigen lassen, um die Kiihlspirale abtauen zu lassen (ausschliessen des Kiihlfal-
leneffektes). Pos. 9: Komplexierfalle. Pos. 10: Komplexierfliissigkeit. Pos. 11: Va-
kuumhahn.

Abb. 1. Schema der Apparatur zur Extraktion der leichtfliichtigen Aromakomponenten

Die leichtfliichtigen Carbonylkomponenten wurden quantitativ in Pos. 9 in
100 ml Natriumhydrogensulfit 10 g/l als Komplex gebunden (13). Die Ausbeute
betrug dabei in wisserigen Acetonlésungen als Standard mehr als 99%. Bei Kise-
proben sinkt die Ausbeute infolge von Matrixeffekten auf ca. 29% ab. Destillat in
Pos. 5 und Pos. 9 wurden zusammengegossen, gut gemischt und bei 4 °C gelagert
(bis 2 Wochen problemlos ohne Verluste).

Chemikalien

Reagens A: Vanillin puriss. p. A., Fluka Chemie AG, Art. Nr. 94750, 7,2 g/l in
destilliertem Wasser.
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Reagens B: Natriumhydroxid p. A., Merck, Art. Nr. 6498, 400 g/l in destillier-
tem Wasser.

Standard: Aceton p. A., Merck, Art. Nr. 14, Stammlésung 20 mmol/] in destil-
litertem Wasser, welche direkt vor Gebrauch mit destilliertem Wasser
auf die benétigten Konzentrationen (10—200 umol/1) verdiinnt wur-
den.

Geridte

Spektralphotometer PMQ _II (mit Spaltautomatik), Carl Zeiss AG, Jena; Kii-
vetten von Hellma aus optischem Spezialglas, 5 cm Schichtdicke: fiir die Routine-
messungen.

Diode Aftray Spectrophotometer HP 8452A (automatischer, elektrischer
Abgleich jeder Diode); Kiivetten aus optischem Spezialglas (Hellma, 1cm
Schichtdicke): fiir die Messung der Kinetik der Farbreaktion.

UV/VIS Spectrophotometer Lambda 5, Perkin Elmer (mit Spaltautomatik);
Kiivetten aus optischem Spezialglas (Hellma, 1 cm Schichtdicke): fiir die Wabl der
Wellenlinge.

Modifizierte Methode

Prinzip: Vanillin kondensiert mit Aceton in stark alkalischem Milieu zu Vani-
lalaceton (9). Dieses wird photometrisch durch Messung der Extinktion bei
414 nm bestimmt.

0
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Analog reagieren andere Methylketone und Aldehyde, wobei die Verlinge-
rung der Alkylkette die Reaktivitit verringert (8).

Durchfithrung: 3 ml Probe mit 3 ml Reagens A und 6 ml Reagens B versetzen,
gut mischen, 15,0 min im Wasserbad bei 50 °C reagieren lassen, 3,0 min im Was-
serbad auf 20 °C abkiihlen lassen und innert 3,0 min Extinktion bei 414 nm ge-
gen destilliertes Wasser messen. Gegeniiber der Methode von Levine und Taterka
(9) werden folgende Verbesserungen vorgeschlagen:

— Keine Verdiinnung des Probenansatzes nach dem Abkiihlen auf 20 °C. Damit
wird die Empfindlichkeit des Nachweises erhéht, die Linearitit bleibt aber ge-
wihrleistet (Abb. 5).

— Die Verwendung von 5-cm-Kiivetten (fiir Konzentrationen bis 200 zmol/1)
anstelle von 1-cm-Kiivetten erbringt auch eine Erh6hung der Empfindlichkeit
um Faktor 5.



— Schliesslich wird die Extinktion gegen destilliertes Wasser — statt gegen einen
Reagenzienblindwert — gemessen, um photometrische Artefakte zu vermei-

den (Abb. 4).

Priifung der Selektivitiit

Zur Uberpriifung der Selektivitit wurden die molaren Extinktionskoeffizien-
ten (&) verschiedener Homologe der Aldehyde und der Methylketone bestimmt.
Dabei wurde von jeder Komponente eine Verdiinnungsreihe angesetzt (200, 100,
50 und 20 umol/l), davon bei Dreifachproben die Extinktion bei 414 nm gemes-
sen und daraus ¢ berechnet.

Priiffung der Kinetik der Farbreaktion

Bet verschiedenen Acetonkonzentrationen wurde in Abstinden von 2 min die
Extinktion bei 414 nm gemessen. Die Proben wurden dabei 15 min im Wasserbad
von 50 °C inkubiert, innert 3 min auf 20 °C abgekiihlt und in den folgenden 10
min, in welchen die Extinktion in Minutenabstinden gemessen wurde, bei
Raumtemperatur gehalten.

Resultate und Diskussion

Spezifitiit

Die vorgeschlagene Methode wurde gegeniiber verschiedenen Klassen von
Verbindungen auf mégliche Interferenzen iiberpriift. Die folgenden fliichtigen
Komponenten ergaben keine Farbreaktion:

— Carbonsiduren (Essigsdure, Propionsiure)
— Carbonsiureester (Propion-, Essigsiuremethylester)
~ Primire Alkohole (Ethano}, Octanol-1)

Interferenzen bestehen zu Polyalkoholen, wie z. B. Saccharose und Glucose.
Diese Zucker werden durch die Wasserdampfdestillation (Stripping) ausgeschlos-
sen.

Selektivitit innerhalb der Carbonylkomponenten

Die Reaktionsprodukte von Vanillin mit verschiedenen Vertretern der homo-
logen Reihen von Methylketonen und Aldehyden weisen verschiedene Extink-
tionskoeffizienten auf. Aus Abbildung 2 wird ersichtlich, dass bei lingerer Kette
der C-Atome auch der entsprechende Wert des Extinktionskoeffizienten absinkt.



Die extrem tiefen Werte von 2-Butanon und 2-Butanal wurden nachtriglich
tiberpriift. Die Reaktion mit Formaldehyd ergab keinen Farbkomplex.
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Abb. 2. Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten (g) verschiedener Homologe
der Aldehyde (C2—C4) und der Methylketone (C3—C8). Dargestellt sind Mittel-

wert und Standardabweichung

Da die Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Reaktionsprodukte deut-
lich variieren, wird in der vorliegenden Arbeit das Resultat der Bestimmung ein-
fachheitshalber in Acetoniquivalenten (umol/l) angegeben.
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Abb. 3. Bestimmung der Kinetik der Farbreaktion. Gerasterter Bereich: Abkiihlung auf
20 °C (absolute Extinktionswerte, nicht korrigiert gegen Blindwert)



Kinetik der Farbreaktion

Die Kinetik der Farbreaktion ist in Abbildung 3 dargestellt. Dabei wird er-
sichtlich, dass die Extinktion auch temperaturabhingig (thermolabil) und die De-
rivatisierungsreaktion innerhalb der vorgeschlagenen Zeit nicht beendet ist. Die
Bedingungen der Reaktion (Temperatur, Zeit) sind also strikte zu standardisieren
und einzuhalten, um reproduzierbare Resultate zu erreichen.

Wahbl der Wellenlinge

Nach Levine und Taterka (9) wird die Extinktion auf einem Absorptionsmaxi-
mum gemessen. Wie aus Abbildung 4 ersichtlich, sind aber Absolutmessungen

Extinktion[ ]

Abb. 4. Spektren von Vanilalaceton.
Legende: grosses Bild: Abso-
lutmessung (gegen dest. Was-
ser gemessen), kleines Bild:
Relativmessung (gegen Rea-
genzienblindwert gemessen).
Gerasterte Fliche: Bereich des
«cut-off». a = 0,1 mmol/l, b =
0,2 mmol/l, ¢ = 0,4 mmol/l-

500

Wellenlinge [
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gegen destilliertes Wasser den Refativmessungen gegen einen Blindwert vorzuzie-
hen: die Restlichtmenge dieser Relativmessungen betrigt weniger als 1%, die Ex-
tinktionswerte der entsprechenden Absolutmessungen (gegen destilliertes Was-
ser) liegen iiber 2,0. Das heisst, die oben erwihnten Maxima liegen im Bereich
des «cut-off» und sind folglich als Artefakte des Photomultipliers zu interpretie-
ren.

Der Bereich des «cut-off» muss fiir das jeweils verwendete Photometer indivi-
duell bestimmt und die Wellenlinge so gewihlt werden, dass sie ausserhalb des
Bereiches des «cut-off» liegt.

Linearitit und Kalibrierung

Die Farbreaktion mit Aceton ist im Bereich von ca. 10—1000 umol/I linear.
Abbildung 5 zeigt die Linearitit der um den Reagenzienblindwert korrigierten
Extinktion in Funktion der Konzentration im Bereich bis 200 zmol/l. Die Kali-
brierungsgerade (N = 62 Datenpaare) ist durch folgende Regressionsgerade cha-
rakterisiert:

— Achsenabschnitt « = 0,00769 (Extinktionseinheiten)
— Steigung 8 = 0,00313 (Extinktionseinheiten - 1- umol™)
-~ Regressionskoeffizient » = 0,999
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Abb. 5. Kalibrierungsgerade mit Aceton (Parameter der Regressionsgerade siehe Text)



Mit einem F-Test (14) wurde die Signifikanz des Achsenabschnittes [Fg=q)
untersucht. F,—¢=25,6. Der Tabellenwert fiir Fy 45 (1:60) betrigt 4,00. Der kleine
aber hochsignifikante Achsenabschnitt (£ = 0,008) der Kalibrierungsgerade
konnte nicht erklirt werden. Darum wird empfohlen, anstelle des iiblich gemes-
senen Reagenzienblindwertes, in der Praxis die errechnete Nullpunktordinate zu
verwenden.

Nachweisgrenze
Die Nachweisgrenze liegt tiefer als 10 umol/l. Die Probenwerte der Kalibrie-

rungsgeraden (Abb. 5) streuen bei dieser Konzentration um ca. 20% (Variations-

koeffizient der Wiederholbarkeit der Methode).

Reproduzierbarkeit der Methode

Die Standardabweichung der Wiederholbarkeit der Methode wurde anhand
von Bakterieniiberstinden nach der Formel

bestimmt. Da bet wachsendem Mittelwert auch die Streuung zunimmt, ist es an-
schaulicher, ein relatives Streuungsmass, den Variationskoeffizienten (VK), anzu-
geben.

Tabelle . Wiederholbarkeit der Methode

Proben Methode
” Mittelwert Standard- VK (%) Standard- VK (%)
abweichung abweichung

Kontrollkise 11 55,74 14,02 25,2 4,49 7,80
Variantenkise 22 29,08 14,43 49,6 5,18 17,81
alle Kiseproben 33 38,56 19,59 50,8 4,96 12,72
MRS-Blindwert 11 68,44 7,92 11,6 1,89 2,76
L. fermentum 11 28,24 22,10 78,3 2,58 9,13
L. delbriickii
ssp. lactis 7 688,4 354,49 51,1 16,28 2,36
alle Kulturen
und Blindwerte 29 237,3 346,5 156,3 8,93 3,76

n = Anzahl der Proben; Mittelwerte der Kiseproben in umol/kg, der Kulturiiberstinde in
pumol/l.
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Aus Tabelle 1 wird ersichtlich, dass die Methode bei den Kulturiiberstinden
im unteren Nachweisbereich (VK = 9,13%) naturgemiss stirker streut als im
mittleren und hoheren Bereich (VK < 2,76%). Dasselbe Bild ergibt sich aus den
Resultaten der Kiseproben. Die hohere Streuung hier ist wahrscheinlich auf die
relativ grosse Inhomogenitit der Matrix zuriickzufiihren.
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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Verbesserung und Optimierung einer einfachen,
guantitativen photometrischen Methode zur Bestimmung von «Gesamt»-Carbonylkompo-
nenten in verschiedenen biologischen Medien. Die Methode beruht auf einer Derivatisie-
rung mit Vanillin in stark alkalischem Medium. Vorteile dieser Methode sind der beschei-
dene apparative Aufwand, die Einfachheit der Durchfiihrung, die Empfindlichkeit und ih-
re Spezifitit. Die vorgeschlagene Wellenlinge (414 nm) entspricht nicht einem Maximum,
wie von Levine und Taterka beschrieben, sondern einer Schulter des Absorptionspeaks.
Weiter wurden die Kinetik der Farbreaktion und die molaren Extinktionskoeffizienten von
Homologen von Aldehyden und Methylketonen bestimmt, Aufgrund der Verschiedenheit
dieser Extinktionskoeffizienten wird das Resultat in Acetoniquivalenten ausgedriickt.

Résumé

Le présent travail vise & améliorer et 4 optimiser une méthode quantitative simple de
dosage des composés carbonylés «totaux» dans divers milieux biologiques. A cette fin, on
«dérivatise» ces composés avec de la vanilline en milieu fortement alcalin. Les avantages de
cette méthode sont ses besoins relativement restreints en équipement, la simplicité de son
exécution, sa sensibilité et sa spécificité. La longueur d’onde proposée (414 nm) ne corres-
pond pas i@ un maximum, comme le prétendent Levine et Taterka, mais & une épaule du
pic d’absorption. Cette erreur d’interprétation dans le travail original s’explique probable-
ment par un artefact photométrique di au «cut-off» du milieu en dessous de cette longueur
d’onde. La cinétique de la dérivatisation ainsi que les coefficients d’extinction molaires
d’une série homologue d’aldéhydes et de cétones ont encore été déterminés. En raison des
diftérences d’extinction mesurées, il est proposé d’exprimer les résultats en «équivalents
d’acétone».

Summary
The goal of this study is to improve and to optimize a simple quantitative photometric

method for the determination of «total» carbony! components in biological medias. The
method is based on a derivatisation reaction with vanilline in alkaline medium. The advan-
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tages of this photometric method are the low cost equipment, its simplicity, its sensitivity
and its specifity. It was shown that the extinction is measured on a peak shoulder rather
than on a maximum as described by Levine and Taterka. The best wave-length for this
method was found to be 414 nm. Furthermore the kinetics of the colour reaction and the
molar extinction coefficients of several homologous sequences of aldehydes and methylce-
tones were determined. Because of the differences in these extinction coefficients the result
of the assay is given in equivalents of propanone.
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