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Kurzfassung

Alkylmethoxypyrazine (MPs) stellen eine wichtige Stoffgruppe mit Aromarelevanz fiir
vegetative, sogenannte griine Noten in vielen Lebensmitteln dar. Die Vertreter 2-Iso-
propyl-3-methoxypyrazin (IPMP), 2-Methoxy-3-sec-butylpyrazin (SBMP) und 2-Isobutyl-
3-methoxypyrazin (IBMP) sind auf Grund der niedrigen Geruchsschwellenwerte als
potente Aromastoffe relevant. Sie werden endogen je nach Spezies in variierenden Konzen-
trationen und Relationen zueinander gebildet (ppt-Bereich fir Vitis vinifera Weinbeeren
bis ppb-Bereich fiir Gemiise). Diese und weitere MPs kommen auch in den Korperfliissig-
keiten von Insekten vor, z. B. in Marienkéferspezies wie Coccinella septempunctata und
Harmonia axyridis. Je nach Befallsmenge der Weintrauben mit Marienkafern wahrend
der Lese konnen sie bei der ungewiinschten Mitverarbeitung in der Weinherstellung
Fehlnoten hervorbringen. Weiterhin werden MPs durch einige Mikroorganismen gebildet
und konnen direkt oder indirekt (iiber Kontaktmaterialien) zu einem Eintrag und damit

potentiell zu einem Fehlaroma, z. B. in Wein, fithren.

Die Biogenese der MPs ist bis auf die O-Methylierung der Alkylhydroxypyrazine im
letzten Schritt noch nicht vollstindig aufgeklart. Bisherige Studien deuten an, dass die
proteinogenen Aminosduren als Ausgangsstoffe fungieren. Beim SBMP gibt es eine
chirale Seitenkette, deren Konformation Riickschliisse auf den Einbau der entsprechenden

Aminosiure L-Isoleucin liefern kann.

Im Hinblick auf die Analytik sind die Konzentrationsbereiche von MPs in Gemiisesorten
gut zuganglich mit klassischen Extraktionsverfahren und einfachen chromatographischen
Trenn- sowie Detektionsmethoden. Im Bereich der sensorischen Geruchsschwellenwerte
in Wein von wenigen ng/L und hinsichtlich der komplexen Matrix Wein reichen die

Nachweisgrenzen der meisten, auch modernen, Methoden allerdings nicht aus.

In dieser Arbeit wurde daher eine routinefahige Analysemethode zur Quantifizierung

von MPs im Spurenbereich bis unterhalb der Geruchsschwellenwerte von ca. 1 bis 2ng/L

Vil



in Weiflwein entwickelt. Zur Probenvorbereitung wurde die automatisierte Festphasenmi-
kroextraktion (solid phase micro extraction, SPME) aus dem Dampfraum (headspace, HS)
eingesetzt (HS-SPME). Die Trennung erfolgte mittels heart-cut multidimensionaler oder
umfassender zweidimensionaler GC (H/C MDGC oder GCXGC). Zur Detektion waren die
Massenspektrometrie (MS) fiir den ppb-Bereich und die Tandem-MS (MS/MS), besonders
zur Absicherung gegeniiber Co-Elutionen, zielfithrend. Fiir eine moglichst verlassliche
Quantifizierung, gerade im Spurenbereich, wurde der Stabilisotopenverdiinnungsassay
eingesetzt. Die optimierte HS-SPME H/C MDGC-MS/MS-Methode lieferte Nachweisgren-
zen unterhalb der Geruchsschwellenwerte der MPs in Wein und erfasste neben den klassi-
schen Vertretern IPMP, SBMP und IBMP auch die Isomere des Dimethylmethoxypyrazins
und 2-Ethyl-3-methoxypyrazin (EtMP). Als Kernstiick fur die Enantiodifferenzierung des
SBMPs wurde je eine der Trennsdulen (in MDGC und GCxGC) durch eine Trennséule

mit chiralen Selektoren in der stationaren Phase ersetzt.

Die Quantifizierung von MPs in Gemiisesorten ergab, in Ubereinstimmung mit Werten
aus der Literatur, Gehalte von wenigen ng/kg bis pg/kg. Quantitative Ergebnisse in Wein
(Sauvignon blanc und Cabernet blanc) zeigten Einfliisse von oenologischen und weinbau-
lichen Verfahren auf die MP-Konzentrationen. Die Enantiodifferenzierung des SBMPs
ergab, dass in allen bisher analysierten Gemiise-, Wein- und Marienkéfer-Proben nur
das (S)-SBMP detektiert wurde, die Seitenkette also wie im L-Isoleucin (S)-Konfiguration
aufweist. Dieses Ergebnis kann zur Hypothese, dass MPs aus den natiirlichen Aminosau-
ren gebildet werden, beitragen. Die Erweiterung der Analysemethode auf weitere MPs
ermoglichte die zweifelsfreie Zuordnung der Isomere 3-Methoxy-2,5-dimethylpyrazin
(DMMP) und 2-Methoxy-3,5-dimethylpyrazin (MDMP) von denen lediglich das MDMP
in Korkextrakten und Wein mit untypischen Korkfehlton detektiert und erstmals in
den Marienkéferspezies Harmonia axyridis und Coccinella septempunctata nachgewiesen

wurde.

Die in dieser Arbeit entwickelten Spurenanalysemethoden ermoglichen die Erfassung der
MPs im Bereich weniger ng/L und somit auch weitere Studien zu Einfliissen auf endogene
MP-Gehalte in Vitis vinifera oder zu Einfliissen auf Wein durch oenologische Verfahren
oder Kontamination aus anderen Quellen. Zur weiteren Abklarung der Biogenese ist die
Entwicklung geeigneter Markierungsstudien nétig. Fiir die Analyse solcher Versuche
sind die gezeigten Methoden zur Quantifizierung (und Enantiodifferenzierung) von MPs

im Spurenbereich notwendig.
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Abstract

Alkyl methoxypyrazines (MPs) have been identified in foodstuffs of plant origin as
potent flavor compounds, contributing significantly to the characteristic vegetative, so-
called green sensory impression of products made thereof. Of particular interest are
2-isopropyl-3-methoxypyrazin (IPMP), 2-methoxy-3-sec-butylpyrazin (SBMP) and 2-iso-
butyl-3-methoxypyrazin (IBMP) as they are often dominating in flavor due to their low
odor thresholds. Biogenesis of MPs takes place in various species, resulting in variing
concentration levels and distributions (ppt levels in Vitis vinifera wine berries, ppb levels
in vegetables). The before mentioned and further MPs are also found in body fluids of
insects such as ladybugs, e. g. in the species Coccinella septempunctata and Harmonia
axyridis. Ladybugs may play a role in the generation of off-flavors in wine in case of their
incorporation during harvest and wine making. Furthermore, MPs are products from the
metabolism of certain microorganisms and could lead to off-flavors indirectly via contact

materials like cork stoppers for wine.

The last step in the proposed biosynthetic pathway(s) was clarified als O-methylation of
alykl hydroxypyrazines, whereas the initial steps considering naturally occurring amino
acids as starting materials are not yet fully explored. In case of SBMP, the alkyl side chain
may thus derive from L-isoleucine, resulting in the same, namely (S)-configuration of the

stereo center in SBMP.

Considering analytical approaches, MPs in high concentration levels as in vegetables
are accessible using classical extraction techniques, simple separation and detection
techniques. On the other hand, for lower concentration ranges near the odor thresholds
of MPs in wine and for the highly complex matrix of wine most analytical methods do

not yield the necessary levels of detections.

In this work a trace-level method for routine analysis and quantitation of MPs in the

concentration range of the odor thresholds in white wine of 1 to 2 ng/L was developed.



The extraction of the analytes was based on automated headspace solid phase micro
extraction (HS-SPME). The separation was done either by heart-cut multidimensional
GC (H/C MDGC) or comprehensive two-dimensional GC (GCxGC). MPs were detected
using mass spectrometry (MS) in the selected ion monitoring (SIM) mode, especially for
higher concentrations. To better clarify co-elution situations and for lower MP concen-
trations, tandem MS (MS/MS) was used in the selected reaction monitoring (SRM) mode.
For a more reliable quatitation of trace levels, the stable isotope dilution assay (SIDA)
was applied. The optimized method using HS-SPME H/C MDGC-MS/MS had levels of
detection at concentrations below the odor thresholds of MPs in wine and allowed for
the analysis of further MPs (isomers of dimethyl methoxypyrazine). As the core piece of
enantiodifferentiation, one of the analytical columns in MDGC or GCXGC was replaced
by a column with chiral selectors on the stationary phase, enabling the evaluation of the

enantiomeric composition of SBMP in various samples.

The quantitation of MPs in vegetable samples in this work revealed levels in the range of
a few ng/kg up to pg/kg, which is in accordance with results from literature. Quantitative
studies of wine (Sauvignon blanc and Cabernet blanc) indicated influences of oenological
and viticultural processes on MP levels. The evaluation of the enantiomeric composition
of SBMP resulted in the exclusive detection of (S)-SBMP in all analyzed samples, various
vegetables, wine and ladybug species. The congruency of the configuration of the stereo
center in the side chain of (S)-SBMP and the side chain of L-Isoleucin supports the
hypothesis that natural amino acids serve as starting material in the biosynthesis of MPs.
Extending the optimized H/C MDGC method, a successful separation of the isomers
3-methoxy-2,5-dimethylpyrazin (DMMP) und 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazin (MDMP)
was achieved. Of these isomers only MDMP was detected in cork and wine with an
atypical cork off-flavor and it was identified for the first time in two ladybug species,

Harmonia axyridis and Coccinella septempunctata.

The methods developed in this work allowed for the quantitation of MPs in the range
of a few ng/L. This can be used for further studies on influences on endogenic MP
levels in Vitis vinifera or on influences on MP levels in wine by oenological processes
or by contamination from different sources. For further clarification on the biogenesis
of MPs, studies using labeled precursors or intermediates have to be developed. For the
analysis of the resulting compounds from these fundamental studies, the quantitative

(and enantioselective) analytical methods described here are essential.
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1 Einleitung und Literaturiibersicht

1.1 Einfithrung zu Alkylmethoxypyrazinen

Alkylmethoxypyrazine (MPs) leiten sich von der Grundstruktur des Pyrazins ab, ei-
nem Sechsring mit zwei gegeniiber angeordneten Stickstoff-Heteroatomen (1,4-Diazin, s.
Abb. 1.1). Die iibrigen vier aromatischen Kohlenstoffatome kénnen mit Alkyl-, Alkoxy-,
Acetyl-, Aldehyd- und weiteren Seitengruppen substituiert sein. Aromatische Amine sind
sehr schwache Basen’, die erst in stark saurem Milieu protoniert werden. Substituierte
Pyrazine sind in der Natur weit verbreitet und auf Grund ihres charakteristischen Ge-
ruchs als Aromastoffe in einer Vielzahl von frischen oder prozessierten Lebensmitteln
bekannt. Je nach Substitutionsmuster rufen sie bei uns Menschen verschieden starke und

charakteristische Geriiche hervor [1-3].

C

Abbildung 1.1: Strukturformel von Pyrazin (1,4-Diazin)

1.1.1 Bedeutung fiir Lebensmittel

Bei Lebensmitteln kann man zwei Entstehungsarten der substituierten Pyrazine unter-
scheiden. In der Natur selbst wird eine grofie Bandbreite an Pyrazinen iiber die Biogenese

in den entsprechenden Organismen wie etwa Mikroorganismen, Pflanzen und Insekten

'pKs-Werte um 1 je nach Substituenten; Pyrazin: 1,22 + 0,10 bei 25 °C; Methoxypyrazin: 0,53 + 0,10
bei 25 °C; Berechnungen mittels Advanced Chemistry Development Software V 11.02 (©1994-2016
ACD/Labs) geméf SciFinder (©2016 American Chemical Society)



1 Einleitung und Literaturiibersicht

gebildet [4]. Hier kommen vor allem enzymatisch katalysierte Bildungswege in Frage,
die in Abschnitt 1.1.6, S. 16 kurz behandelt werden.

Ein anderer Weg der Entstehung beruht auf nicht-enzymatischen Prozessen, die bei der
Erhitzung von Lebensmitteln (beispielsweise beim Rosten von Niissen, Kakao und Kaffee,
beim Grillen von Fleisch, beim Kochen oder Backen von Kartoffeln [5]) ablaufen. Im Zuge
der Maillard-Reaktion (nicht-enzymatische Braunungsreaktion) entstehen durch Kon-
densationsreaktionen aus Zuckern und Aminoséuren zahlreiche substituierte Pyrazine,

die sich durch Rostaromen auszeichnen [4, 5].

Anzahl, Position und Art der Substituenten wirken sich direkt auf Qualitat und Potenz
der Aromaeigenschaft aus. Sind beispielsweise zwei Methylgruppen in den Positionen
2 und 5 angeordnet (2,5-Dimethylpyrazin) wird ein erdiger, an rohe Kartoffeln erin-
nernder Geruch hervorgerufen. Der Geruchsschwellenwert dieser Verbindung ist mit
ca. 2 parts per million, 107¢ (ppm) in Wasser relativ hoch. Liegen eine Ethyl- und eine
Methoxygruppe benachbart am Pyrazinring vor (2-Ethyl-3-methoxypyrazin) wird zwar
eine dhnliche, erdige Geruchsqualitit hervorgerufen aber diese Verbindung besitzt einen
wesentlich niedrigeren Geruchsschwellenwert von ca. 400 parts per trillion, 10712 (ppt), in
Wasser [3, 5]. Der Geruchsschwellenwert gibt an, ab welcher Konzentration eine Verbin-
dung olfaktorisch wahrgenommen wird und ist neben den chemischen und raumlichen
Substanzeigenschaften abhéingig von der Matrix, in der die Bestimmung vorgenommen

wird.

Stehen eine Methoxy- und eine Alkylgruppe benachbart an der selben Seite der Pyrazin-
Struktur, hat dies eine deutliche Minderung der Geruchsschwelle in den ppt-Bereich
zur Folge [3]. Drei wichtige Vertreter dieser MPs sind 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin
(2-(2-Methylpropyl)-3-methoxypyrazin) (IBMP), 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin (2-(1-
methylethyl)-3-methoxypyrazin) (IPMP) und 2-Methoxy-3-sec-butylpyrazin (2-Methoxy-
3-(1-methylpropyl)pyrazin) (SBMP) (s. Abb. 1.2), welche u.a. in verschiedenen rohen
und gekochten pflanzlichen Lebensmitteln identifiziert worden sind. Sie konnen mit
den Attributen griine Paprika, Erbse und rohe Kartoffel beschrieben werden [6] und
werden als potente Aromastoffe eingestuft, da sie in vielen Matrices in Konzentrationen
oberhalb ihrer duflerst niedrigen Geruchsschwellenwerte von 1 bis 2 ppt in Wasser [3,
7, 8] vorliegen. Auf Grund der Vielzahl an Veréffentlichungen zum Vorkommen und
zur Relevanz von Methoxypyrazinen in Lebensmitteln sei auf Ubersichtsartikel [5, 9]

verwiesen.
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Abbildung 1.2: Struktur- und Summenformeln der drei Alkylmethoxypyrazine IPMP,
IBMP und SBMP

1.1.2 Bedeutung fiir Wein

Wein ist nicht nur ein traditionell hoch geschitztes Genussmittel, sondern er stellt auf
Grund seiner Komplexizitat und seinem stetigen Wandel immer wieder neue Herausfor-
derungen an Weinbauer, Winzer, Oenologen und chemische Analytiker und lasst auch die
Verbraucher und Genief3er stetig neue Entdeckungen machen. Wein wird durch vollstin-
dige oder teilweise alkoholische Garung von frischen, auch eingemaischten Weintrauben
(Friichte der Weinrebe Vitis vinifera (V. vinifera)) oder von Traubenmost hergestellt. Die
iiblichen Verfahrensschritte bei der Weinherstellung sind in Abb. 1.3 gezeigt. Fir die
sensorische Beurteilung von Wein, und damit auch die Entscheidung des Verbrauchers
iiber Akzeptanz oder Ablehnung, spielt vor allem das Aroma eine Rolle. Das fliichtige, ge-
ruchlich wahrnehmbare Profil wird am eindriicklichsten durch die mengenméfig kleinste,
aber dennoch vielfiltigste Gruppe von Inhaltsstoffen gepragt — die Aromastoffe. Gerade
die Mischung und das Zusammenspiel mehrerer hundert dieser fliichtigen Verbindungen
aus diversen chemischen Stoffgruppen machen das Weinaroma aus [10-13]. Dabei haben
Rebsorte, Lage und Klima, weinbauliche Mainahmen, Garungsprozesse und oenologische

Behandlungsverfahren, Lagerung und Alterung ihren jeweiligen Einfluss.

Neben qualitativ dhnlichen Geruchsbeitrdgen innerhalb bestimmter chemischer Stoff-
gruppen im Wein (z. B. Monoterpene, die florale Attribute ausmachen, oder Ester, die
fruchtige Noten pragen) kommen auch einzelne fliichtige Verbindungen mit hoher aro-
magebender Potenz vor, zu denen die MPs zahlen. Von besonderer Relevanz ist das IBMP,
welches als Hauptkomponente der MPs in Weinen wie Sauvignon blanc und Cabernet
sauvignon vorkommt [15-17]. Das IBMP vermag es einen vegetativen, ,griinen‘ Geruch,

auch im komplexen Gemisch mit den tibrigen Aromastoffen in Wein, hervor zu rufen
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Abbildung 1.4: Konzentration verschiedener Alkylmethoxypyrazine in Cabernet sauvi-
gnon Most (CS Most) und Sauvignon blanc Wein (SB Wein), reproduziert
nach [19]

[18]. IPMP kommt in Cabernet sauvignon und Sauvignon blanc mit ca. einem Zehntel der

Konzentration von IBMP vor, SBMP mit noch niedrigeren Anteilen (s. Abb. 1.4) [19].

In trockenem Weiflwein wurden niedrige Geruchsschwellenwerte von 1 bis 2 ng/L be-
stimmt (fiir IBMP und IPMP) und eine erkennbare Griinnote ab 8 ng/L IBMP festgestellt
[18]. In Rotwein liegt die Geruchsschwelle des IBMP mit ca. 15 ng/L etwas hoher [20].
Die erste quantitative Bestimmung von IBMP in Wein der Sorte Sauvignon blanc ergab
eine Konzentration von 35 ppt [21], welche deutlich tiber der Geruchs- und Erkennungs-
schwelle liegt. Dieses Beispiel macht deutlich, dass die natiirlich vorkommenden Gehalte
von bis zu 50 ng/L MPs in bestimmten Weinsorten das Weinaroma entscheidend pragen
koénnen. Die durch MPs hervorgerufene Griinnote ist besonders in neuseelandischen
oder den sogenannten cool-climate Sauvignon blanc Weinen ausgepragt, was sich durch
hohere IBMP-Gehalte erklart [17, 22, 23]. In diesen Weinen wird — im Gegensatz zu
hot-climate Sauvignon blanc Weinen mit exotisch fruchtigen Attributen — gerade dieses

stark vegetative, an griine Paprika erinnernde Aroma geschatzt.

Weltweit gehort Sauvignon blanc zu den zehn wichtigsten Rebsorten [24]. In Deutschland
ist Sauvignon blanc nicht weit verbreitet (0,8 % der bestockten Rebflache in 2014, 1,1 % in
2017), aber die Anbaufliche stieg iiber die letzten Jahre hinweg stetig an (von 581 ha im
Jahr 2010 iiber 849 ha in 2014 auf 1117 ha in 2017) [25, 26]. Im Vergleich dazu betrug im
Jahr 2014 die mit Riesling bestockte Rebflache (die am haufigsten angebaute Rebsorte in
Deutschland) ca. 23 400 ha. Der grofite Teil der mit Sauvignon blanc bestockten Rebflache
(366 ha in 2014, 457 ha in 2017) befindet sich im Weinanbaugebiet Pfalz [25-27]. Der

zunehmende Anbau, der wachsende Bekanntheitsgrad der Sorte und die auf sie gerichtete
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sensorische Erwartung (gerade im Vergleich mit ausldndischen Weinen) sind Griinde,
die Einflussfaktoren auf MP-Gehalte und die Griinnoten auch im hiesigen Klima besser

verstehen zu wollen [28-31].

Im Gegensatz zu dem gewtiinschten, positiv bewerteten Einfluss des IBMP auf das ve-
getative Aroma kann das Vorhandensein von anderen MPs in dhnlichen Konzentrati-
onsbereichen im Wein zu einem unangenehmen Geruchseindruck fithren. In diesem
Zusammenhang ist der sogenannte Marienkaferton (engl. ladybug taint) zu nennen, der
mit verstiarktem vegetativen und in Richtung Erdnuss, griine Paprika, Spargel gehenden
Geruch beschrieben wird [32]. Die Ursache dieses Fehltons (engl. off-flavor) liegt in der

Mitverarbeitung von Marienkafern bei der Weinherstellung.

Als Hauptursache fiir den Marienkéferton wird IPMP angesehen [32, 33], welches die
Hauptkomponente fliichtiger MPs in den Marienkaferspezies Harmonia axyridis (asia-
tischer Marienkafer, multicolored asian lady beetle) (H. axyridis) und Coccinella septem-
punctata (Siebenpunkt Marienkéfer) (C. septempunctata) darstellt [34-36]. Neben IPMP,
SBMP und IBMP wurde weiterhin ein Dimethylmethoxypyrazin als Fehlton hervorrufende
Verbindung aus Marienkiafern diskutiert, das massenspektrometrisch dem 3-Methoxy-
2,5-dimethylpyrazin (DMMP) zugeordnet wurde [36, 37] (s. Abb. 1.5). An dieser Stelle
soll nicht unerwéhnt bleiben, dass IPMP, IBMP und das 2-Methoxy-3,5-dimethylpyra-
zin (MDMP) (s. Abb. 1.5) auch in Korken vorkommen konnen (s. Abschnitt 1.1.4.2, S. 13).
Uber die Verkorkung von Weinflaschen gelangen sie in den Wein und kénnen dort zu

einem Fehlton fithren (Griinnote; griine Paprika; staubig/muffig) [38—42].

Ein weiteres, in Trauben und Wein beschriebenes MP ist das 2-Ethyl-3-methoxypyra-
zin (EtMP) (s. Abb. 1.5). In vielen Studien wurde es meist unterhalb der Bestimmungsgren-
zen detektiert (wenige ng/L) [43—45]. Solche geringen Konzentrationen weit unter der
Geruchsschwelle von 425 ng/L in Wasser [3] sind organoleptisch nicht ausschlaggebend.
In nur wenigen Proben konnten die EtMP-Gehalte iberhaupt quantifiziert werden. Hierzu
zéhlen Beerensifte unterschiedlicher Sorten mit bis zu 20 ng/L EtMP [46]. In vereinzelten
Proben wie in einem Cabernet sauvignon Wein wurden Gehalte von tiber 1000 ng/L

EtMP berichtet, ein Konzentrationsbereich in dem ein Aromaeinfluss zu erwarten ist

[19].
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Abbildung 1.5: Strukturformeln der Stellungs- und Strukturisomere DMMP, MDMP und
EtMP, alle mit der Summenformel C;H;,N;O

1.1.3 Entstehung und Beeinflussung von Griinnoten in Wein

Obwohl noch nicht genau entschliisselt, aus welchen Ausgangsverbindungen und in
welchen Schritten Alkylmethoxypyrazine in der Natur entstehen, ist es erwiesen, dass sie
von V. vinifera Spezies selbst gebildet werden. Dabei wird die Endkonzentration von MPs

in der Beere und dann im daraus hergestellten Wein durch etliche Faktoren beeinflusst.

Zunichst ist entscheidend, ob MPs in einer Rebsorte in sensorisch relevanten Mengen
vorkommen. Bisher waren solche MP-Gehalte beispielsweise in den Sorten Cabernet franc,
Cabernet sauvignon, Merlot [16, 47], Sauvignon blanc [21, 47], Sémillon [23, 47, 48] und
Carmenere [49, 50] messbar. In manchen Sorten (Spatburgunder, Riesling, Chardonnay)
wurden in unreifen Beeren Spuren der MPs (vor allem IBMP) gefunden, die im reifen
Stadium aber meist unter den analytischen Nachweisgrenzen lagen [48, 51]. Eine in
den verschiedenen Pflanzenteilen unterschiedliche Genexpression der an der Biogenese
beteiligten Enzyme (s. Abschnitt 1.1.6) bewirkt, dass die Konzentration der MPs in Stielen,
Beerenhaut und Samen wesentlich hoher ist als im Fruchtfleisch der Beeren (s. Abb. 1.6)
[52]. Der Aufbau der Weinbeere und des Stielgeriists der Traube ist in Abb. 1.7 schematisch
dargestellt.

Neben diesen intrinsischen Faktoren spielen vor allem die Beerenreifung (s. Abb. 1.8)
und die klimatischen Einfliisse eine grof3e Rolle. Die MP-Konzentation nimmt im Verlauf
des initialen Beerenwachstums (Phase 1 in Abb. 1.8) zu und erreicht ihr Maximum kurz
vor der einsetzenden Reifung (Veraison, zu erkennen am beginnenden Weichwerden
und der Farbianderung der Beeren, Phase 2 in Abb. 1.8). Wihrend der Beerenreifung
(Phase 3) nimmt die Konzentration der MPs stark ab [17]. Der Konzentrationsverlauf

der 2-Hydroxy-3-alkylpyrazine (HPs), welche nicht nur als Vorldufer, sondern auch als
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Abbildung 1.6: IBMP-Verteilung in Cabernet sauvignon (reproduziert nach [52])
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Abbildung 1.7: Querschnitt der Weinbeere (links) und Stielgeriist der Weintraube (rechts),
schematisch (beide nach [53])

Abbauprodukte der MPs angesehen werden, zeigt im Reifeverlauf erst einen Anstieg [51]

gefolgt von einem Abfall abhingig von der Rebsorte [54].

Es konnte gezeigt werden, dass hohere mittlere Temperaturen sowie Lichteinstrahlung
vor der Veraison zu einer Anhaufung von MPs zum Zeitpunkt der Veraison fithren. Wirken
die beiden gleichen Faktoren nach der Veraison ein, kommt es zu einem stirkeren Abbau

der MPs [48, 55]. Andere Studien zeigen, dass Lichtintensitat vor der Veraison bereits
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Abbildung 1.8: Grofle (Masse) der Weinbeere in Abhéngigkeit der Zeit mit Angabe der
Entwicklungsstadien, B: Bliite; FA: Fruchtansatz; V: Veraison; L: Lese (nach
[53]), sowie ungefahre Konzentrationsverlaufe von IBMP und IBHP am
Beispiel von California Merlot (nach [54])

Einfliisse auf die MP-Konzentration haben und die Weichen fiir die Abnahme der MPs
iiber den Reifeverlauf stellen [56, 57]. Desweiteren sind Einfliisse, die mit der Wiichsigkeit
der Rebe und der Wasserverfiigbarkeit zusammenhéngen, mit hdheren MP-Gehalten

korreliert worden [13, 55, 58].

Weiterhin fiithrt eine frithe Entblédtterung der Traubenzone (vor der Veraison) zu einer
starkeren Minderung von IBMP als eine Entbléatterung im spateren Reifeverlauf. Auch
ein hoher Grad der Entblatterung begiinstigt den Abbau von IBMP in den Beeren [59].
Kiinstliche Beschattung hat, dhnlich wie die natiirliche durch Belassen der Laubwand in
der Traubenzone, hohere verbleibende IBMP-Gehalte zur Folge [60].

Neben diesen mikroklimatischen Verdnderungen innerhalb von Parzellen ist das Klima
einer gesamten Region ein noch groflerer Einflussfaktor. In kélteren Regionen, die haufig
auch geringere Sonneneinstrahlung aufweisen, verbleiben in den Beeren zum Zeitpunkt
der Lese hohere MP-Gehalte als in warmen Regionen [17, 22, 60]. Auf die h6heren
MP-Gehalte in den Weinen aus kilteren Regionen ist die Namensgebung cool-climate

Aromatik (vor allem im Zusammenhang mit Sauvignon blanc) zurtickzufiihren.

Nicht zuletzt bieten auch weinbauliche und oenologische Mafinahmen einen Gestal-
tungsspielraum fiir die Auspriagung von Griinnoten, allerdings nur so weit, wie es die

MP-Gehalte im gelesenen Traubenmaterial maximal zulassen. Dazu gehort beispiels-
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weise die ,gestaffelte Lese®, durch die bewusst unreifere Trauben in das Gesamtlesegut
integriert werden. Eine Steigerung der MPs im Most kann selbst im Weinkeller noch
durch eine gezielte Extraktion aus den Beerenschalen, realisierbar durch die Variation
der Kontaktzeit des Mostes mit diesen [61], erreicht werden. Auf Grund der Vielzahl an
Veroffentlichungen zum Thema Methoxypyrazine und Griinnoten in Weinbeeren, Wein

und weiteren Lebensmitteln sei auf Ubersichtsartikel [5, 9, 19, 62, 63] verwiesen.

1.1.4 Fehlaromen in Wein durch Alkylmethoxypyrazine

Wihrend IBMP in einem Konzentrationsbereich von 5 bis 10 ng/L eine angenehme
Griinnote in Sauvignon blanc Wein hervorruft [64], kann eine Verschiebung tiber diese
Konzentration hinaus oder die Kombination mit anderen MPs ein unangenehmes Aroma
erzeugen. Eine solche Situation kann durch verschiedene externe Faktoren entstehen

und Weine aller Rebsorten betreffen.

1.1.4.1 Marienkaferton als Fehlton in Wein

Wie in Abschnitt 1.1.2 angedeutet, konnen die beiden Marienkéferspezies H. axyridis und
C. septempunctata (s. Abb. 1.9) bei der Mitverarbeitung wihrend der Weinherstellung
Alkylmethoxypyrazine in solchen Konzentrationen abgeben, dass diese als Fehlaroma,

den Marienkiferton, im Wein erkennbar werden.

Urspriinglich heimisch im asiatischen Raum wurde H. axyridis zur biologischen Schad-
lingsbekampfung bei Nutzpflanzen (z. B. Soja, Pekan, Mais [65, 66]) in den USA eingefiihrt
und ist seit Mitte der 9o er Jahre fast flichendeckend vom mittleren Westen bis in den
Osten der USA sowie in Teilen Kanadas verbreitet [67]. Das Vorkommen dieser Spezies

wurde um 2000 auflerdem in Siidamerika und Europa verzeichnet [65].

Nach der Ernte der Nutzpflanzen und bei fallenden Temperaturen suchen sich Mari-
enkéfer teils in groffen Ansammlungen geschiitzte Orte fir ihre Uberwinterung [68].
Diese konnen natiirliche Riickzugsmoglichkeiten wie Felsspalten sein, aber auch Hau-
serfassaden oder Weinberge. In letzteren finden sie in Form von reifen, ggf. mit Pilz
befallenen Weinbeeren [65, 69] zusitzlich eine Nahrungsquelle zur Vorbereitung auf

die Uberwinterung. Gelangen die Kéfer bei der Weinlese nun in das Lesegut, kann es

10
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H. axyridis C. septempunctata

Abbildung 1.9: Die Marienkaferspezies Harmonia axyridis und Coccinella septempunctata

in der folgenden Herstellung zur Auspragung eines unangenehmen Fehltons fithren. In
besonderem Ausmaf} wurde die kanadische und amerikanische Weinwirtschaft im Jahr
2001 getroffen, als eine regelrechte Plage von H. axyridis zu einem erheblichen Anteil an

produzierten Weinen mit Fehlton fithrte [67].

Ursache fiir den Marienkaferton sind die geruchsaktiven Verbindungen, die in der Ha-
molymphe — der blutdhnlichen Korperfliissigkeit von Insekten — vorliegen. Die Ham-
olymphe dient auf8er als Transportmittel fiir Nahrstoffe und Stoffwechselprodukte auch
der Abschreckung und chemischen Abwehr von (Fress-)feinden. Dazu enthailt sie Al-
kaloide, antibiotisch wirksamen Substanzen und Aromastoffe [70], darunter MPs [71].
Das bedrohte Insekt sondert einen Teil der Himolymphe durch aktives Auspressen (engl.
autohaemorrhage oder reflex bleeding) ab [70-72]. Dies findet an bestimmten Stellen
des Exoskeletts statt, beispielsweise an Gelenken der Extremitdten, an den Rédndern von

Fligeldecken und der Oberseite der Vorderbrust [73].

Entscheidend fiir die Erzeugung eines Fehltons durch Kafer wahrend der Weinherstellung
ist das Aufkommen der Kéfer in den Trauben wéhrend der Lese. Kogel et al. konnten
zeigen, dass bei H. axyridis bereits 3 bis 6 Kéfer pro kg Lesegut ausreichen, um im daraus
hergestellten Weif3- oder Rotwein das spezifische Fehlaroma zu erzeugen [74]. Diese

Ergebnisse bestatigten sich in weiteren, verschiedene Rebsorten umfassenden Studien

[75-77].

11
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IPMP ist das durch H. axyridis und C. septempunctata am starksten in seiner Konzen-
tration angehobene MP in betroffenem Wein [37, 78] und korreliert mit den typischen
Geruchsattributen wie erdig/modrig/Erdnuss und griines Gemiise/krautig, die mit dem
Fehlaroma in Verbindung gebracht werden [32, 33, 79]. Dieser Eintrag ist zuriickzufithren
auf die Gehalte und Verteilungsmuster von IPMP, SBMP und IBMP in beiden Marienka-
ferarten. IPMP ist in beiden Spezies die Majorkomponente und wird im Vergleich zu den
anderen MPs in Kéfern selbst oder in den von ihnen beeinflussten Weinen am héaufigsten
detektiert. So konnten Kogel et al. in allen gaschromatographisch analysierten Extrak-
ten von Marienkéfern beider Spezies IPMP nachweisen, aber nur in 36 bzw. 87 % der
Félle SBMP und 60 bzw. 30 % der Falle IBMP (C. septempunctata jeweils vor H. axyridis
genannt) [34]. Botezatu et al. analysierten die Veranderung der MP-Gehalte in gezielt mit
Kéfern hergestellten Weinen [37]. Sie fanden in rotem und weilem Wein im Vergleich
zur Kontrolle eine Steigerung der IPMP-Gehalte durch beide Spezies. Auflerdem wurden
SBMP-Gehalte starker durch H. axyridis angehoben, IBMP-Gehalte dagegen wurden nur
durch C. septempunctata signifikant erhoht. Cai et al. analysierten H. axyridis direkt und
fanden MP-Gehalte von unter 1 bis 29 ng/g Kafer IPMP, 0,3 bis 7 ng/g SBMP und von
unter 0,01 bis 0,02 ng/g IBMP. Orangene H. axyridis enthielten dabei wesentlich hohere
MP-Gehalte als gelbe [36]. Cudjoe et al. analysierten drei Kaferarten im Vergleich und fan-
den in einer weiteren Art, Hippodemia convergens, hhere Gehalte als in H. axyridis und
nur ca. ein Hundertstel dieses IPMP-Gehalts in C. septempunctata [35]. Dieser enorme
Unterschied zwischen H. axyridis und C. septempunctata wurde in den zuvor genannten
Arbeiten nicht beobachtet und konnte auf der Verwendung von aufgetauten, ehemals fiir
den Leser unbekannte Zeit eingefrorenen Kéfern beruhen [34]. Studien von Pickering
et al. deuteten darauf hin, dass H. axyridis bereits drei Tage post mortem, im Gegensatz
zu lebendigen Kafern, bei der Herstellung von Rotwein keinen Marienkaferton mehr
hervorruft [79]. Eine Erklarung ist, dass tote Kafer keine Himolymphe mehr aktiv ab-
sondern konnen und die darin enthaltenen MPs lediglich durch den Pressvorgang oder
eine Extraktion in den Most oder die Maische tibergehen [79]. Denkbar ist auch die
Abdampfung der MPs sowie der iibrigen fliichtigen Stoffe aus der Himolymphe post

mortem.

Neben den drei besprochenen Vertretern der MPs wurde in beiden Marienkaferspezies
auch das Vorkommen eines Dimethylmethoxypyrazins (vgl. Abb. 1.5, S. 7) berichtet. Zu-

nachst ordnete man dieses MP aus H. axyridis anhand eines massenspektrometrischen Ab-
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gleichs mit Datenbankeintriagen vorldufig dem 3-Methoxy-2,5-dimethylpyrazin (DMMP)
zu [36]. Das Vorkommen derselben Verbindung wurde spater von einer anderen Grup-
pe sowohl in unbehandelten Weinen, als auch in mit H. axyridis und C. septempunctata

hergestellten Rot- und Weifiweinen beschrieben [37].

1.1.4.2 Korkton als Fehlton in Wein

Kork dient seit iiber 2000 Jahren als Verschlussmaterial ([80]; gilt auch fiir die folgende
Zusammenfassung). Bereits die Griechen und Romer verwendeten ihn als Stopfen fur
Amphoren. Der Bedarf an Kork sank mit dem Niedergang des Romischen Reiches ab,
aber stieg ab Mitte des 17. Jahrhunderts wieder an, weil er als Verschluss fiir die nun

industriell hergestellten Glasflaschen zum Einsatz kam.

Kork ist ein pflanzliches Gewebe, welches das Kambium (Zellbildungsgewebe) in die
auflere Rindenschicht der Korkeiche Quercus suber bildet. Diese Art wachst in einer
schmalen Region im westlichen Mittelmeerraum, wobei die grofiten kommerziellen
Anbauflachen in Portugal liegen. Alle neun Jahre kann die nachgewachsene Korkschicht
geerntet werden. Zur Weiterverarbeitung werden die Platten zunachst gekocht um sie
aufzuweichen und zu verformen (Glattung). Bei der anschliefenden Lagerung dehydriert
der Kork wieder, phenolische Inhaltsstoffe oxidieren und oft bildet sich auf der Oberflache
Schimmelpilzbewuchs aus. Nach erneutem Kochen und Trocknen wird die duf3ere hértere
Schicht entfernt und das verbleibende Material weiter verarbeitet (Stanzen, Bleichen,

Trocknen, Lagern, Beschichten).

Auf Grund der physicochemischen Eigenschaften eignet sich Kork sehr gut als Fla-
schenverschluss. Hierzu gehoren die Komprimierbarkeit, Elastizitdt, chemische Inertheit,
Undurchlassigkeit gegentiber Fliissigkeiten und ein hoher Reibungskoeffizient. Kork
ist aber auch gasdurchlassig (dies kann zu Weinalterung durch Sauerstoft fithren) und
vermag auf Grund seiner Hydrophobizitat apolare fliichtige Verbindungen zu ad- oder
desorbieren. Besonders wahrend der Lagerung ist es daher wichtig, das Material vor
Pilzbefall und damit einhergehender Geruchsbildung zu schiitzen (in dem beispielsweise
der Wassergehalt gering gehalten wird) und die Kontamination mit geruchsaktiven Stof-
fen aus der Umwelt zu vermeiden. Als Leitsubstanz fiir den klassischen Korkfehlton gilt
das durch Mikroorganismen im und auf dem Kork selbst gebildete 2,4,6-Trichloranisol.

Dieses stammt aus der O-Methylierung des chlorierten Phenols, welches durch das frither

13



1 Einleitung und Literaturiibersicht

iibliche Bleichen mit chlorhaltigen Mitteln im Korken entstand. Heute wird der Chlorein-
trag in der Korkproduktion so gut wie moglich vermieden, was die Bildung von TCA im
Kork selbst verringert, aber die nachtragliche Kontamination mit Geruchsstoffen oder

die mikrobielle Bildung anderer muffiger Fehltone nicht verhindern kann [80o].

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften kann demnach auch Kork eine weitere
Quelle fiir Fehlaromen im Wein sein. Neben den etablierten, typischen Verbindungen wie
2,4,6-Trichloranisol, Geosmin, 2-Methylisoborneol und 1-Octen-3-ol konnen auch IPMP,
IBMP und MDMP aus Kork in Wein gelangen. Das letztgenannte MDMP beispielsweise
ist aus Kork mit ,pilzig muffigem® Geruch extrahiert, identifiziert und mit mikrobiellem
Befall von Kork in Verbindung gebracht worden [39, 40]. Als Quellen fiir MDMP aus Kork
gelten unterschiedliche Bakterien (besonders Pseudomonas und Actinobacteria Spezies),
Hefen und Pilze [81, 82].

Die Erklarung eines auf IPMP und IBMP beruhenden Korktons wird dadurch erschwert,
dass einige V. vinifera Spezies diese Substanzen selbst bilden. In geringen Konzentratio-
nen leisten die MPs einen Beitrag zu einem angenehmen Aroma des Weines. Erst eine
Erhohung der Konzentration fithrt durch Unterdriickung fruchtiger Noten zum Entstehen

eines Fehlaromas [83].

Allen et al. schlossen aus der Verschiebung der natiirlichen Verhaltnisse zwischen IBMP
und IPMP zu Gunsten des IPMP auf einen Eintrag durch eine externe Quelle wie beispiels-
weise Kork. Auch hier ging man von der Bildung der MPs in Kork durch Mikroorganismen

aus [84].

Zur weiteren Untersuchung der Thematik wurden Methoden zur Multikomponentenana-
lyse fiir off-flavors in Wein oder verwandten Matrices entwickelt, die hier nicht naher
erldutert werden sollen [38, 85]. Fiir weitere Einblicke in die Probleme mit Kork sei an

dieser Stelle auf Ubersichtsartikel [86-88] verwiesen.

1.1.5 Behandlungsmittel und -verfahren zur Verringerung der

Alkylmethoxypyrazin-Gehalte in Most und Wein

Gelangt eine sensorisch unangenehm hohe Konzentration von MPs in den Wein (z. B.

durch unreifes Lesegut, Marienkéfer oder Kork), kann durch die iiblichen Schénungs-
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und Behandlungsmittel mangels Selektivitat keine Verringerung ohne den Verlust ande-
rer wertgebender Aromastoffe erzielt werden. So kann der Einsatz von Aktivkohle im
Weinstadium zwar zur Minderung von MP-Gehalten dienen, allerdings entzieht diese

auch weitere Aromastoffe [89].

Auf Grund der chemischen Stabilitat der MPs blieben Bestrahlungsversuche (ultraviolettes
oder sichtbares Licht) zur Verringerung der MP-Gehalte in Wein unwirksam [89]. Auch
die Lagerung unter Licht- und Temperatureinfluss ergab keine nennenswerten Abnahmen
der MP-Gehalte in Wein [90].

Da die MPs in der Beere gebildet werden und vor der Garung im Most frei vorliegen oder
in diesen eingebracht werden (z.B. durch Marienkifer), kann die Zugabe von Silikon-
schlauchstiicken im Moststadium einen erheblichen Teil der MPs absorbieren und damit
dem Most entziehen, ohne die in der folgenden Gérung entstehenden wertgebenden Aro-
mastoffe zu beeintrachtigen [91]. Dieser Ansatz béte sich fiir Weine an, deren Charakter
nicht auf den priméren Traubenaromen beruht, da diese ebenfalls im Most frei vorliegen
und durch das Silikonmaterial entzogen werden konnen. An dieser Stelle ist jedoch
anzumerken, dass der Einsatz von Silikon zur Absorption unerwiinschter Geruchsstoffe
nicht als oenologisches Behandlungsmittel oder -verfahren durch die europiische und
internationale Gesetzgebung zugelassen ist [92—94]. Wie fiir alle Lebensmittelkontakt-
materialien gelten auch fiir Materialien in der Weinerzeugung strenge Auflagen. Dazu
gehort, dass diese keine organoleptische Verdnderung im prozessierten Produkt bewirken
sollen, was beim Einsatz von Silikon zum Entfernen von Aromastoffen gerade das Ziel

ist.

Die beste Strategie Weinfehler zu beheben ist, die Ursache des Fehlers abzustellen oder
zu minimieren. Im Falle zu stark ausgeprigter Griinnoten auf Basis der MPs ist die
Vermeidung eines tibermafligen MP-Eintrags (z. B. durch die Wahl des Lesezeitpunktes,
die Auswahl des Leseguts) die wirksamste und effektivste Praventionsmafinahme gegen
,grine” Fehlaromen. Als letzte Mafinahme zur Minderung von Griinnoten kann man

gezielt mit MP-armen Weinen verschneiden.
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1.1.6 Hypothesen zur Biogenese

Die Biogenese der MPs ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart [4, 95-97]. In Analogie
zum 1949 erstmals von Jones beschriebenen synthetischen Verfahren [98] wurde die Kon-
densation von Glyoxal mit einem Aminosaureamid auch als Biogeneseweg vorgeschlagen
(s. Abb. 1.10, Substituenten ‘R’ in Tabelle 1.1) 8, 95]. Nursten und Sheen zweifelten
diesen Weg an, da es keinen Anhaltspunkt fiir die Amidierung von Aminosauren an der
a-Carboxylgruppe gibt und es noch keinen Hinweis auf das Vorhandensein von Glyoxal
in Pflanzenmaterial gab [99]. Statt Glyoxal ist die Beteiligung von Glyoxylsdure denkbar,
die im intermediaren Pflanzenstoffwechsel vorkommt. Die Zugabe von Glyoxylsaure hat
in Futterungsstudien von Bakterienkulturen keine Verdnderung der MP-Bildung bewirkt
[100, 101], was daran liegen kann, dass sie nicht von diesen Bakterien genutzt werden

konnte [101].

a, B-Dicarbonyl

HO _ O . H;N ~
Amidierung 0
ji -2H,0

H,N R H);N R
Aminosaure Aminosidureamid

|

N O N OH N OCHs

[ :/[ L [ I O-Methylierung [ I
= = =
N R N R N R
Alkylmethoxypyrazin

Abbildung 1.10: Bildung von Alkylmethoxypyrazinen durch Kondensation eines Amino-
saureamids mit Glyoxal als o, B-Dicarbonyl (nach [8, 95])

Eine weitere Hypothese geht von der Kondensation zweier Aminosauren zu 2,5-Dioxo-
piperazin als Ausgangsschritt zur Generierung der Pyrazinstruktur aus (s. Abb. 1.11,

Substituenten ‘R’ in Tabelle 1.1) [4, 95, 100].

Den Einbau zumindest einer Aminosaure (z.B. Valin bei der Biosynthese von IPMP

[101]) bestétigten die meist in Bakterienkolonien durchgefiithrten Markierungsstudien.
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Abbildung 1.11: Bildung von Alkylmethoxypyrazinen durch Kondensation zweier Ami-
nosauren (nach [4, 95, 100])

Tabelle 1.1: Zuordnung der Substituenten ‘R’ zu Aminosduren und den resultierenden
Alkylmethoxypyrazinen (Produkte)

Rest ‘R’ Aminosiaure Produkt
—CH(—CH,), Valin IPMP
—CH,—CH(—CHS,), Leucin IBMP

—CH(—CH;3)—CH,—CH; Isoleucin SBMP

Hierbei wurden auch Fragen nach den weiteren Reaktionspartnern aufgeworfen [4,
101]. Die Markierungsstudien deuteten auf den Einbau von Stoffwechselprodukten der
Brenztraubensaure (Pyruvat) hin (Abb. 1.12). Aus zwei Molekiilen Brenztraubensaure
wird enzymatisch das Acetolactat gebildet, welches eine Vorstufe von Valin ist und in
dieser Form in die Biosynthese von MPs eingehen konnte. Ein anderer Stoffwechselweg

fuhrt von Acetolactat tiber eine Decarboxylierung zum Acetoin (3-Hydroxybutanon)

[4].

Acetoin sowie weitere Homologe werden enzymatisch zu a-Amino-Ketonen transami-
niert und oxidiert. Es wurde gezeigt, dass nach dieser Umsetzung zwei Molekiile durch
Kondensation und Oxidation zur Ringausbildung von Alkylpyrazinen fithren [102] (s.

Abb. 1.13). Diese beiden Schritte sind prinzipiell auch ohne enzymatische Katalyse moglich

[4].
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Abbildung 1.12: Bildung von Acetoin aus Pyruvat iiber die Acetolactat-Synthase (nach

[4])
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N

HO | H
H
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Abbildung 1.13: Bildung von Tetramethylpyrazin aus Acetoin (nach [4])

Ausgehend von der Hypothese, dass zwei Aminosauren kondensieren (vgl. Abb. 1.11),
wurden in weiteren Fiitterungsstudien an Myxobakterien die postulierten Zwischen-
produkte der cyclischen Dipeptide eingesetzt [96]. Hierbei zeigte sich, dass entgegen

der Annahme lediglich eine Aminosédureeinheit in das Pyrazin eingebaut wird. Folglich
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stellen die cyclischen Dipeptide keine direkte Vorstufe der Pyrazine dar. Stattdessen
deutet dieses Ergebnis an, dass das Dipeptid gespalten, die resultierenden Aminosauren
z.B. zu instabilen Aldehyden reduziert werden und in dieser aktivierten Form mit anderen

Reaktionspartnern reagieren und dimerisieren konnten [96].

Wihrend alle vorgenannten Studien in Kulturen verschiedener Mikroorganismen (Pseudo-
monas perolens, Pseudomonas tetrolens, Corynebacterium glutamicum, Halomonas venusta
etc.) durchgefithrt wurden um méglichst einfache biologische Systeme hinsichtlich der
ersten Biogeneseschritte zu analysieren, wurde der postulierte letzte Schritt, die Methy-

lierung einer Hydroxygruppe am Pyrazinring, in V. vinifera direkt untersucht.

Dieser Schritt wurde durch die Identifizierung eines S-Adenosyl-L-methionin (SAM)
abhangigen Enzyms fiir die O-Methylierung von 2-Hydroxy-3-alkylpyrazinen (HPs) in
Vitis vinifera Beeren aufgeklart (O-Methyltransferase (OMT)) [103, 104]. Spéter wurde die
genetische Grundlage untersucht und verschiedene OMT-Gene identifiziert (V. vinifera
OMTs, VvOMTs), die zu einer verschieden stark ausgepragten katalytischen Aktivitit ge-
geniiber HPs fithren [105, 106]. Der Zeitpunkt der Genexpression von VwOMT's korreliert
mit dem Anstieg der MP-Konzentration in der Frucht [105]. Unterschiede in der katalyti-
schen Aktivitit der verschiedenen Enzyme sowie unterschiedliche Orte der Expression
konnten erkliren, warum es verschiedene MP-Muster innerhalb von Pflanzenteilen und
unterschiedliche Verteilung z. B. zwischen Beeren und Wurzeln gibt. Bestimmte VvOMT's
werden in manchen V. vinifera Sorten gar nicht exprimiert, wie an Pinot-Sorten gezeigt.

Dies verdeutlicht, dass MPs nicht das Aroma aller V. vinifera Sorten priagen [107].

1.1.6.1 Stereochemie des SBMPs

Im Falle des SBMPs befindet sich im Alkylrest an der Methylverzweigungsstelle ein
chirales Zentrum. Es existieren daher zwei mogliche Enantiomere, die sich wie Bild und
Spiegelbild zueinander verhalten, (R)- und (S)-SBMP (s. Abb. 1.14).

Die Stereochemie der sec-Butyl-Gruppe im SBMP aus natiirlichen Quellen wurde bisher
lediglich in zwei Studien thematisiert. Mihara et al. extrahierten SBMP aus Galbanumol
und zeigten mittels 'H-NMR-Spektroskopie nach vorangegangener Oxidation und mit
chiralen Lanthaniden-Verschiebungsreagentien, dass die sec-Butylgruppe zu 100 % S-

konfiguriert ist [108, 109]. Bungert et al. beschrieben die Enantiodifferenzierung von
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O O

o)
R)-SBMP (S)-SBMP

Abbildung 1.14: Strukturformeln der Enantiomere des SBMP

SBMP aus dem marinen Bakterium Halomonas venusta mittels enantio-GC-MS und fanden

ebenfalls eine S-Konfiguration in der Seitenkette [100, 110].

Entsprechend der Hypothesen, dass Aminoséuren in die Biogenese von MPs eingehen,
stellt die S-Konfiguration der Seitenkette von SBMP eine Bestatigung dafiir dar, dass das
natiirlich vorkommende L-Isoleucin mit gleicher Konfiguration in der Seitenkette Aus-

gangsmaterial ist und dass die Konfiguration im Verlauf der Biogenese nicht invertiert.

Abbildung 1.15: Strukturformel der Aspergillsaure mit N-Hydroxypyrazinon als Stamm-
gerust

Weiterhin wurde in einer Arbeit von MacDonald ein strukturell den MPs dhnliches N-
Hydroxypyrazinon, die antibiotisch wirksame Aspergillsdure (s. Abb. 1.15) aus Aspergillus
flavus, chemisch gespalten. Dies lieferte die Spaltungsprodukte D/L-Leucin und die in
Abb. 1.16 gezeigten Diastereomere L-Isoleucin ((25,35)-2-Amino-3-methylpentansaure)
und D-allo-Isoleucin ((2R,35)-2-Amino-3-methylpentansaure). Da in den beiden letzt-
genannten Spaltungsprodukten die Stereochemie in der sec-Butyl-Seitenkette gleich
ist (S-Konfiguration), schloss man, dass diese Konfiguration auch in der Aspergillsdure

vorliegt [111].
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O

HO
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L-Isoleucin D-allo-Isoleucin

Abbildung 1.16: Strukturformeln der Diastereomere L-Isoleucin und D-allo-Isoleucin

1.2 Analyseverfahren fiir Alkylmethoxypyrazine

Die meisten analytischen Methoden beruhen wegen der physikalisch-chemischen Ei-
genschaften der MPs auf einer gaschromatographischen Abtrennung von den iibrigen
Probenbestandteilen, gekoppelt mit massenspektrometrischer oder Stickstoff-Phosphor
selektiver Detektion. Die Entwicklung der Methoden ging von héheren Konzentrations-
bereichen der MPs aus (ppb oder hoher) und strebt bis heute in Richtung des sub-ppt-

Bereichs.

1.2.1 Probenvorbereitung

Die Ziele bei der Probenvorbereitung bestehen darin, die Zielverbindungen in Losung,
frei von storender Matrix und in einer angemessenen Konzentration fiir die nachfolgende
Detektion bereit zu stellen. Haufig wird dazu die Verteilung einer Substanz zwischen
zwei Phasen geméaf} ihrer Gleichgewichtskonstanten zur Abtrennung der Zielverbin-
dungen von anderen Komponenten der Probe genutzt [112]. Es sind alle méglichen
Kombinationen denkbar, in denen zwei Phasen miteinander im Ausstausch stehen wovon
eine das Extraktionsmittel ist. Die Gleichgewichtseinstellung der Konzentrationen einer
Verbindung zwischen zwei nicht mischbaren Flussigkeiten wird bei der Fliissig-flissig-
Extraktion, liquid liquid extraction (LLE) genutzt. Eine Verteilung zwischen fliissiger und
gasformiger Phase zur Trennung von Komponenten tritt dagegen bei diversen Destillati-
onsarten auf (Wasserdampfdestillation, Hochvakuumdestillation). Eine Kombination der
Verteilung zwischen fliissiger und gasféormiger Phase (Destillation) und zwischen zwei
fliissigen Phasen (Extraktion) stellt die Simultane Destillation-Extraktion (SDE) dar. Die
Verteilung zwischen fester und fliissiger Phase wird bei der Extraktion durch Losungs-

mittel, wie z. B. bei der Soxhlet-Extraktion, bei der accelerated solvent extraction (ASE)
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oder in gewisser Weise auch bei der supercritical fluid extraction (SFE) genutzt. Die feste
Phase kann aber auch als Ad- oder Absorber fiir Zielverbindungen aus einer fliissigen
Matrix eingesetzt werden, was fiir die Festphasenextraktion, solid phase extraction (SPE),
Festphasenmikroextraktion, solid phase micro extraction (SPME) und Stir Bar Sorptive
Extraction (SBSE) gilt. Ad- und absorptiven Materialien werden auch fiir die Extraktion
von Zielverbindungen aus gasférmigen Proben genutzt wie bei purge & trap-Methoden

oder der SPME aus dem Dampfraum, headspace (HS).

Die hier aufgefithrten Techniken eignen sich alle fiir die Aromaextraktion aus verschie-
denartigen Matrices. Bei Bedarf lassen sie sich miteinander kombinieren. Der Extraktion
folgt je nach Anforderung noch eine Aufkonzentrierung, d. h. das Volumen des Losungs-
mittels wird verringert und damit die Konzentration der Zielverbindung im Extrakt

erhoht.

Die chromatographischen Trenntechniken (Saulenchromatographie, Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie, high performance liquid chromatography (HPLC), Gaschromato-
graphie (GC), Gegenstromchromatographie, counter current chromatography (CCC) etc.)
werden (auch) praparativ zur Isolierung von Zielverbindungen verwendet, fiir diesen
Einsatz hier aber nicht weiter behandelt. Die GC als Technik zur weiteren Auftrennung
eines Probenextraktes und daher Herzstiick vieler MP-Analysemethoden wird in einem
eigenen Abschnitt behandelt.

1.2.2 Alkylmethoxypyrazine als Majorkomponenten

Die ersten Ansétze zur Bestimmung von Alkylmethoxypyrazinen kamen in den 7oer
Jahren auf, vor allem zur Ermittlung der aromaaktiven Komponenten verschiedener Pflan-
zenteile von Nutzpflanzen, die als Gemiise verzehrt werden. Zur Probenvorbereitung
wurden Extraktionsverfahren wie die SDE [113, 114], Vakuum-Sublimation mit anschlie-
Bender destillativer Fraktionierung [115], dynamische headspace Extraktion [116, 117]
sowie purge & trap-Methoden [6] eingesetzt. Altere Methoden, die ebenfalls auf klas-
sischen destillativen Techniken und anschlieflender Fraktionierung nach Aciditéat bzw.
Basizitit beruhen, sind im Ubersichtsartikel von Maga und Sizer aufgefiihrt [5]. Die ana-
lytische Auftrennung wurde in diesen Arbeiten mittels GC realisiert und zur Detektion

kam neben der Flammenionisationsdetektion meist die Massenspektrometrie (MS) zum
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Einsatz. Ergédnzt wurde sie durch die Olfaktometrie zur Aufklarung von Aromaqualita-
ten. Die zu bestimmenden Konzentrationen reichten je nach eingesetzter Probenmenge,
Aufkonzentrierung der Extrakte und Art der Probe vom Promille-Bereich (gkg™?) bis in

den ppt-Bereich (ngkg™?).

1.2.3 Alkylmethoxypyrazine als Minorkomponenten

Fur Matrices mit geringen MP-Gehalten im ppb- und ppt-Bereich, insbesondere Wein,
Weinbeeren oder Most, wurden zunachst ebenfalls die klassischen Destillations- und
Extraktionsmethoden verwendet, teilweise in Verbindung mit weiteren Methoden. Zum
Beispiel wurde die Wasserdampf-Destillation kombiniert mit einer Extraktion der Ana-
lyten durch Bindung an einen Kationenaustauscher [15, 20, 21] genutzt. Kationenaus-
tauscher kamen auch zum Binden der Analyten in purge & trap-Methoden zum Einsatz
[15, 21]. Nach Ablosung (Elution) und Konzentrierung der Analyten wurden die Extrakte
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert und detektiert.
Mit solchen Methoden und gréf3erem Probeneinsatz von ca. 200 bis 300 ml Probe (Wein

oder Most) konnten Gehalte bis hinunter zu 1 ng L™! detektiert werden.

Die klassische LLE bzw. die SPE an Mischbett-Kationenaustauschern wurden fiir die
Analyse von MPs in Wein oder Most mit anschliefender eindimensionaler GC-MS kom-
biniert. Auch hier wurden grofiere Probevolumina von 25 bis 200 ml eingesetzt, mit
resultierenden Nachweisgrenzen von etwa 0,5 bis 2ng L™ [118-120]. Fiir eine Methode
aus der Kombination von LLE, anschlief3ender SPE und GC-MS fur Studien von freien
und glycosilierten Aromastoffen wurden Nachweisgrenzen von unter 1ng L™ fiir die

MPs in verschiedenen Weinbeerenkompartimenten berichtet [121].

Die Wasserdampf-Destillation mit anschlielender SPE oder LLE wurde zur Probenvor-
bereitung von Wein fiir HPLC-Methoden verwendet [122-124]. Beim Einsatz der UV-
Detektion lag die Nachweisgrenze fiir IBMP im pgL~!-Bereich [122]. Die Detektion
mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) nach chemischer Ionisierung war mit

Konzentrationen unter 0,1 ng L™! um Dekaden empfindlicher [123, 124].

Mit Entwicklung und Einzug der SPME in den goer Jahren [125, 126] stand eine von
der SPE abgeleitete, 16sungsmittelfreie Extraktionsmethode zur Verfiigung, die bald
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fur HS-Analysen [127] und fiir die automatisierte Probenvorbereitung [128] weiter-
entwickelt wurde. Seit 2000 wurde die HS-SPME vielfach als Probenvorbereitung in
gaschromatographischen Analysemethoden fiir MPs in Beeren, Most und Wein verwendet.
Studien zur Optimierung der HS-SPME ergaben, dass vor allem die zusammengesetzten
Phasen aus zwei oder drei der Komponenten Polydimethylsiloxan, Carboxen und Divinyl-
benzol gute ab- und adsorptive Eigenschaften gegeniiber MPs besitzen [44, 126, 129, 130].
Fiir qualitative Studien in verschiedenen Matrices wurden die MPs im Anschluss an die
GC-Trennung mittels MS sowie Olfaktometrie detektiert [36, 37, 131]. Die Olfaktome-
trie ist als Detektionstechnik keinesfalls zu vernachlassigen, da sie nicht nur Auskunft
iiber den geruchlichen Charakter von Substanzen gibt, sondern manchmal empfindli-
cher ist als andere instrumentelle Detektoren. Als Beispiel hierfiir sei ein Beitrag zur
Aufklarung des Aromas von Dornfelder zu nennen, in deren Rahmen IB- und IPMP nur
anhand des charakteristischen Geruchs und der Retentionsindices identifiziert wurden.
Auf Grund der geringen Konzentrationen konnten fiir diese Verbindungen keine Mas-
senspektren aufgenommen werden [132]. Zusétzlich zu qualitativen Studien dienten die
GC-MS-Methoden nach HS-SPME in vielen Féllen auch der quantitiven Bestimmung
(31, 47, 49, 57, 78, 133, 134], wobei die MP-Gehalte iiber verschiedene Rebsorten hinweg
meist unter 45 ng L™! bei Wein und unter 300 ng kg™! in Beeren lagen (Nachweisgrenzen
ab 2ngL™! je nach Methode).

Die Nachweisgrenze, level of detection (LOD) Die niedrigen natiirlich vorkom-
menden Konzentrationen an MPs in Wein oder Weinbeeren erfordern bis heute die
Entwicklung von analytischen Methoden mit Nachweisgrenzen, die idealerweise unter
diesen erwarteten Konzentrationen liegen. Die LOD entspricht der niedrigsten Kon-
zentration eines Analyten in einer Probe, die detektiert, d. h. von Null unterschieden
werden kann. Diese Konzentration muss dabei nicht unbedingt quantifiziert werden
(unterschiedliche Definitionen der LOD existent, s. [135]). Es gibt verschiedene Ansatze
zur Ermittlung der LOD, wobei nicht jeder fiir jede analytische Situation geeignet sein
muss. Eine sehr geldufige Methode beruht auf dem Signal-Rausch-Verhaltnis, welches
die Peakhohe der Zielkomponente innerhalb eines bestimmten Ausschnittes der Signal-
spur zur Hohe des Peak-zu-Peak-Rauschens ins Verhaltnis setzt. Die Nachweisgrenze
entspricht demnach einer Konzentration, bei der das resultierende Signal das 3-Fache des

Hintergrundrauschens (Rauschen der Basislinie) betragt. Diese Berechnung kann nur
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erfolgen, wenn eine Detektionsart mit gewissem Grundrauschen zum Einsatz kommt.
Eine bei wenig Hintergrundrauschen relevantere Methode nutzt die lineare Regression
einer Kalibrierkurve der Form y = a + bx. Hierbei kommen speziell die Standardabwei-
chung der Signalantwort S, und die Steigung b der Kalibriergeraden zur Berechnung in
Frage. Die Nachweisgrenze wird definiert als LOD = 3 - S, /b [135]. Der Wert S, wird
aus einer der drei folgenden Grofien ermittelt: Die Standardabweichung von Leerwert-
messungen (Matrix ohne Analyt, vgl. die direkte bzw. Leerwertmethode nach DIN 32645
[136]), die Standardabweichung des y-Achsenabschnitts der Regressionsgeraden, oder die
Reststandardabweichung der Regressionsgeraden [135, 137]. Bei der indirekten Methode
(Kalibriergeradenmethode) nach DIN 32645 wird zur Berechnung das Vertrauensband
um die Kalibriergerade herangezogen [136]. In diversen Ubersichtsartikeln, Leitlinien
und Normen sind weitere Details zur Berechnung von analytischen Kenngrofien wie
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, sowie Definitionen beziiglich der Validierung von

analytischen Methoden, zu finden [135-138].

Die in der Ubersicht der Analysemethoden fiir MPs genannten Nachweisgrenzen wurden
meist Giber das Signal-Rausch-Verhiltnis bestimmt. Je nach analytischem Verfahren,
Detektionsmethode und Kalibrierbereich kénnen hiermit Nachweisgrenzen ermittelt

werden, die unterhalb des niedrigsten Kalibrierpunkts liegen.

Zum Erreichen wirklich niedrigerer Nachweisgrenzen, die firr die verwendete Matrix Be-
stand haben, sind Abwandlungen der analytischen Methode nétig. Dies kann der Einsatz
groBBerer Probenmengen (wie in dlteren Methoden der Fall, s. Abschnitt 23) bedeuten, aber
auch Konzentrationsschritte wahrend der Probenvorbereitung, bessere Abtrennung von
Matrix und/oder spezifischere Detektion. Ausgehend von GC-MS-Methoden wurde als
selektiverer Detektor die MS/MS im selected reaction monitoring (SRM)-Modus eingesetzt
[46, 130, 139]. Die resultierenden Nachweisgrenzen sind, wie durch Godelmann et al. [130]
gezeigt, aufgrund der hoheren Detektorspezifitat niedriger. Dabei zeigen die Autoren
auch, wie grof3 der Einfluss der Art der Berechnung auf die Nachweisgrenze sein kann
und stellen zwei Berechnungsarten gegeniiber. Uber das Signal-Rausch-Verhiltnis von 3
berechnen sie hier fiir IBMP eine Nachweisgrenze von 0,4ng L™}, iiber die gewichtete
lineare Regression (gemif} [140, 141]) dagegen um die 9ng L™! fiir IBMP. Da die zweite
Berechnungsart die Unsicherheit einer Kalibrierung in einer Matrix beriicksichtigt, liegen
die so berechneten Werte zwar hoher, aber auch néher an den realistischen Gegebenheiten

der analysierten Proben.
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Zur Steigerung der Selektivitat bei der Detektion fand weiterhin der elementspezifische
Stickstoff-Phosphor Detektor, nitrogen-phosphorous selective detector (NPD) Einsatz in
HS-SPME GC-Methoden [44, 45, 129, 142], meist mit resultierenden Nachweisgrenzen
der MPs von unter 1 ng L™! in Most oder Wein (Signal-Rausch-Verhiltnis).

Die Selektivitdt der MS lasst sich durch Umstellen von Elektronenstof3ionisation (EI) auf
Chemische Ionisation (CI) auf Grund der schonenden Ionisierung wesentlich steigern.
Dadurch wird die Haufigkeit der Fragmentierungsreaktionen vermindert, was zu héheren
Signalen besonders der grofleren Fragmente und des Mutterions fithrt [21, 143]. Trotz
dieses Vorteils findet die CI in den meisten neueren Methoden fiir die Bestimmung von

MPs keine Anwendung,.

Die im vorherigen Abschnitt numerisch genannten Nachweisgrenzen stecken den Rah-
men der bisher erreichten Grenzen in den erwahnten HS-SPME GC-MS(/MS)-Methoden
ab. Sie sollen aber keine uneingeschrankte Vergleichbarkeit vermitteln, da Unterschiede in
den Extraktionsmethoden und der Probenvorbereitung (Art der SPME-Faser, eingesetzte
Probenmengen etc.) existieren. Auch die Beschaffenheit der Probe hat einen erheblichen
Einfluss auf die Extraktionsausbeute. Bei der Analyse von Weinbeeren oder Most sind
die Nachweisgrenzen meist niedriger als im direkten Vergleich zu Wein. Dies ist auf die
Abwesenheit von Ethanol und damit dem Ausbleiben einer Konkurrenzsituation zwi-
schen Analyten und Ethanol an der adsorptiven SPME-Faser zuriickzufithren, wodurch
sich eine gesteigerte Extraktion der MPs aus dem Dampfraum der alkoholfreien Probe
ergibt [47, 78, 129]. Die bisher genannten Nachweisgrenzen sind im Vergleich zu den
Geruchsschwellenwerten der MPs von 1 bis 2 ng/L unter Umsténden fiir die analytische
Erfassung der MPs nicht ausreichend, insbesondere wenn auch die Nebenkomponenten
SBMP und IPMP von Interesse sind.

1.2.4 Vorteil multidimensionaler Trenntechniken

Die wichtigste Vorraussetzung fiir die Isolierung und Detektion einer Komponente aus
einem Gemisch ist die Selektivitat der verwendeten Techniken. Wie im vorherigen Ab-
schnitt erwahnt, kann eine Steigerung der Selektivitiat durch Nutzung bestimmter De-

tektionstechniken erreicht werden. An Stelle des FID kommen die elementspezifischen
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Detektoren wie der PND, (P)FPD oder ECD zur Kopplung an die GC in Frage. Bei Massen-
spektrometern wird die einfache Quadrupol-MS durch Tandem-MS (MS/MS), Flugzeit-MS
(time of flight-, TOF-MS) oder hochauflosende MS fiir eine Steigerung der Selektivitat
abgelost. Diese Techniken ermoglichen zusitzlich spezielle Messmodi (selected ion monito-
ring (SIM), selected reaction monitoring (SRM) etc.) oder Methoden zur Datenauswertung
(insbesondere die Deconvolution bei iberlagerten Peaks [144]) um das Signal der Zielkom-
ponente effektiver vom Hintergrund zu befreien. Dennoch kénnen je nach Detektionsart
Situationen auftreten, die die sichere Zuordnung des Analytensignals erschweren. Eine
solche Situation kann beispielsweise durch grofle Konzentrationsunterschiede in einer
Probe entstehen. Diese Konzentrationsunterschiede konnen im ungiinstigsten Fall bei
Co-Elutionen bewirken, dass ein Analytensignal durch ein zeitgleiches hohes Signal
einer Matrixkomponente am Detektor iiberlagert oder die Ionisierung des Analyten im
Massenspektrometer unterdriickt wird. In der Spurenanalytik ist dies ein grof3es und
haufig auftretendes Problem. Weiterhin sind in der Massenspektrometrie kleine, unspezi-
fische Fragment-Ionen problematisch, da sie leicht im Hintergrundsignal aus anderen
Substanzen untergehen. Dies trifft fiir relativ kleine Molekiile wie die MPs und viele
andere Aromastoffe zu. Reicht in solchen Fallen die Detektorleistung nicht aus um den
Analyten sicher vom Hintergrund zu unterscheiden, wird eine bessere Abtrennung von

der Matrix in der vorangehenden GC-Trennung notig.

Eine Moglichkeit zur deutlichen Steigerung der Selektivitat besteht in der Kopplung
zweier Trenntechniken. Im Anschluss an eine erste Trennung unterzieht man das Mate-
rial einer zweiten mit abweichendem, komplementarem Trennmechanismus beziiglich
Polaritat und Wechselwirkungen mit funktionellen Gruppen der stationdren Phasen.
Diese Idee ist nicht auf chromatographische Trenntechniken beschréankt, wie aus dem
grundlegenden Artikel von Giddings hervorgeht [145]. In der Gaschromatographie eta-
bliert haben sich zwei Varianten: Die multidimensionale Gaschromatographie (MDGC)
und die umfassende (comprehensive) zweidimensionale Gaschromatographie (GCxGC),
von denen bisher meist eine zur Problemlosung gewihlt wird. Der Ubersichtsartikel von
Marriott et al. bietet einen guten Uberblick auf die Entwicklung und die technischen
Aspekte beider Techniken mit Verweisen auf grundlegende Ubersichtsartikel [146]. Den
Ausblick richten die Autoren auf zukiinftige Weiterentwicklungen die hauptsachlich in
Kombinationen beider Techniken bestehen. Da diese sich immer weniger voneinander

abgrenzen lassen, miinden sie in sogenannte multi-column-Methoden [146].
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Neben diversen Kopplungsmoglichkeiten zwischen GC-Trenntechniken wird auch die
Flissigkeitschromatographie, liquid chromatography (LC) mit der GC verbunden. Gerade
fiir analytische Aufgabenstellungen im Grenzbereich zwischen Petro- und Lebensmittel-
chemie wie beispielsweise bei der Bestimmung gesattigter und aromatischer Mineraldl-
Kohlenwasserstoffe (MOSH/MOAH) oder anderer technischer Riickstiande in Lebensmit-
teln, lassen sich diese Kombinationen erfolgreich einsetzen [147-150]. Die technischen
Entwicklungen zur Kopplung von LC mit GC werden in Ubersichtsartikeln [151, 152]

beschrieben.

1.2.4.1 Multidimensionale Gaschromatographie

Die multidimensionale Gaschromatographie (MDGC) stellt eine diskontinuierliche zwei-
dimensionale gaschromatographische Trenntechnik dar, die sich insbesondere zur ziel-
gerichteten Analyse bestimmter Verbindungen aus einem komplexen Gemisch eignet.
Damit findet sie Anwendung fiir Analysen von natiirlichen Produkten und Lebensmit-
teln (atherische Ole, Geschmacks- und Geruchsstoffe, Isomere und Enantiomere), in
der Umwelt- und Petrochemie und in der Bearbeitung forensischer, biologischer und

landwirtschaftlicher Aufgabenstellungen [153, 154].

Nach Durchlaufen einer ersten Trennstrecke wird eine limitierte Anzahl von Verbin-
dugen tber sogenannte heart-cuts (H/Cs) aus dem Eluat auf eine zweite Trennsaule
mit andersartiger stationdrer Phase geleitet (Ubersicht iiber Techniken zum sogenann-
ten flow switching in Ubersichtsartikel [155]). An der zweiten Trennsédule erfolgt dank
komplementarer Trennmechanismen die zweite Trennung mit dem Ziel, die in erster
Dimension evt. noch nicht getrennten Zielverbindungen voneinander und von anderen
Komponenten zu trennen. Durch das Transferieren von wenigen H/Cs wird eine deutli-
che und giinstige Abnahme von potentiell interferierenden Matrixkomponenten auf der
zweiten Trennsdule erreicht, was einen der Hauptgriinde fiir den Einsatz der MDGC dar-
stellt. Diese Minderung von Matrixkomponenten hat den Vorteil, dass Co-Elutionen auf
der zweiten Trennstrecke wesentlich seltener auftreten und folglich sowohl qualitative
als auch quantitative Ausssagen iiber die Zielverbindung verlasslicher sind. Prinzipien,
Entwicklungsgeschichte, technische Umsetzung insbesondere des Probentransfers und

die Einsatzmgglichkeiten sind in diversen Ubersichtsartikeln [146, 153, 154, 156—158]
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behandelt und sollen hier nicht néher erlautert werden. In wenigen neueren Anwendun-
gen wurde die H/C MDGC fiir die Analyse von MPs in Most, Wein oder Marienkafern
eingesetzt [36, 37, 159].

1.2.4.2 Umfassende zweidimensionale Gaschromatographie

Die Erweiterung der MDGC zum annihernd kontinuierlichen, simultanen Probentrans-
fer von einer ersten Trennsaule auf eine zweite ist die Grundlage fiir die umfassende
(comprehensive) zweidimensionale Gaschromatographie (GCXGC). Spezielle Modulati-
onstechniken zwischen der ersten und zweiten Saule werden eingesetzt um das gesamte
Eluat aus der ersten Trennstrecke portionsweise zu fokussieren und in die zweite deutlich
kiirzere und engere Sdule mit sehr viel schneller ablaufender Trennung zu injizieren. So
werden aus einer Probe alle chromatographischen Informationen iiber zwei Dimensionen
liickenlos erfasst. Ndhere Informationen zur Modulation — oft das Kernstiick der GCxGC
genannt — sowie zur technischen Realisierung werden in folgenden Arbeiten und Uber-
sichtsartikeln gegeben ([160—-163]). In der GCXGC wird die gesamte Probe tiber zwei
chemisch differierende stationédre Phasen getrennt, deren Trennmechanismen moglichst
unabhingig voneinander oder ,orthogonal® zueinander sind, um den theoretisch zur
Verfiigung stehenden zweidimensionalen Trennungsbereich (separation space) so weit
wie moglich auszunutzen. Gegeniiber der eindimensionalen GC bietet die GCXGC deutli-
che Vorteile — hohere Auflosung, hohere Peakkapazitit, Signalscharfung (Erhéhung des
Signal-Rausch-Verhaltnisses) und die Generierung von strukturierten Chromatogram-
men. In Kombination mit massenspektrometrischen Detektoren mit hoher Aufnahmerate,
insbesondere der TOF-MS, wird die komplette spektrale Information einer Probe zu-
ganglich. Falls dabei Spektren tiberlagert vorliegen, konnen mathematische Verfahren
wie die Deconvolution Anwendung finden, um die Quantifizierung auf einzigartigen
Massen zu realisieren (spezielle Softwarelosungen zur Auswertung, z. B. ChromaTOF
von LECO Instrumente GmbH). Die vorgenannten Eigenschaften begriinden den Einsatz
zur Analyse komplexer Proben und die Anwendung in der Petro-, Lebensmittel- und
Aromachemie [154, 164]. Ein zusatzlicher Nutzen der GCXGC liegt in der Generierung
mehrdimensionaler Datensétze, aus denen mittels chemometrischer Mustererkennung
(Ubersichtsartikel [165, 166]), Profiling [167] und statistischer Auswertung (z.B. die
Hauptkomponentenanalyse) sonst verborgene Informationen erhalten werden konnen

[168]. Die Entwicklungsgeschichte, technische Details und Anwendungsbereiche der
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GCxGC sind in zahlreichen Ubersichtsartikeln zusammengefasst, darunter [146, 169
175]. Trotz der immensen Vorteile fiir komplexe Matrices wurde die GCXGC bisher in

wenigen Methoden zur Bestimmung der MPs aus Weinbeeren, Most oder Wein eingesetzt
[176-178].

1.2.5 Enantiodifferenzierung

1.2.5.1 Chiralitat

Bereits Anfang des 19. Jahrhunderts wurde entdeckt, dass bestimmte Materialien (als
Feststoff [179] oder in Losung [180]) die Schwingungsebene von linear polarisiertem
Licht beim Durchtritt drehen. Fiir die aus Traubensaft isolierte Wein- und Trauben-
saure (historische Bezeichnung fiir racemische Weinsaure) formulierte Berzelius, dass
Verbindungen mit gleicher Summenformel die eine unterschiedliche optische Aktivitat
aufweisen, Isomere sind [181]. Bei genauerem Studium des Natriumammoniumsalzes
der Traubensaure wurden zwei Kristallformen von spiegelbildlicher Struktur festgestellt.
Pasteur separierte diese enantiomorphen Kristalle per Hand und fand heraus, dass sie
getrennt voneinander in Losung gebracht, entgegengesetzte, aber vom Betrag her gleich
grof3e Drehwinkel der Schwingungsebene linear polarisierten Lichts hervorrufen [182].
In der 1:1-Mischung, welche Racemat genannt wird, heben sich die Effekte gegensei-
tig genau auf. Die Entdeckung der Vierbindigkeit des Kohlenstoffs (Kekulé 1858 [183])
und die Annahme der tetraedischen Anordnung der vier moglichen Bindungspartner
um das zentrale C-Atom (Le Bel 1874 [184], van’t Hoff 1875 [185]), lieferten nun auf
molekularer Ebene die Erklarung fiir das Vorkommen raumlich verschiedener Isomere.
Bei vier tetraedisch an ein zentrales Kohlenstoffatom (dem Stereozentrum) gebundenen
unterschiedlichen Substituenten kommen zwei mogliche raumliche Anordnungen vor,
die sich wie Bild und Spiegelbild verhalten und nicht durch Rotation oder Translation zur
Deckung gebracht werden konnen (s. Abb. 1.17). Diese Eigenschaft wurde mit dem Begriff
,Chiralitiat“ benannt, welcher sich vom altgriechischen Wort fiir Hand, yeip (cheir) ableitet
[186]. Die Molekiile, die ein Stereozentrum besitzen und daher zwei spiegelbildliche raum-
liche Strukturen einnehmen kénnen, werden Enantiomere genannt. Beim Vorkommen

von mehr als nur einem Stereozentrum ergeben sich mehrere raumliche Strukturen, die
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sich nicht mehr nur durch eine Spielgelebene unterscheiden. Solche Stereoisomere wer-
den Diastereomere genannt wenn sie sich nicht wie Bild und Spiegelbild verhalten. Fir
die Zuordnung der absoluten Konfiguration gilt heute die von Cahn, Ingold und Prelog
entwickelte Systematik [187, 188]. Hierzu werden die Substituenten am Stereozentrum
nach Prioritat geordnet, welche sich aus der Ordnungszahl der Elemente im Perioden-
system ableitet. Die Tetraederspitze mit dem Substituenten der niedrigsten Prioritét
wird nach hinten projiziert und anschlieffend die Drehrichtung der verbleibenden drei
Substituenten in der Reihenfolge der abnehmenden Prioritat ermittelt. Die Drehrichtung
im Uhrzeigersinn wird mit R (lat. rectus = rechts), gegen den Uhrzeigersinn mit S (lat.

sinister = links) bezeichnet (s. Abb. 1.17).

a\ /a
4 urd # due ;b

V4 AV =

C C

b

S-Konfiguration R-Konfiguration

Abbildung 1.17: Zusammenhang der Vierbindigkeit des Kohlenstoffes (der tetraedischen
Anordnung von vier Substituenten a bis d) und der Entstehung von
Enantiomeren; Stereodeskriptoren nach Cahn-Ingold-Prelog, mit abstei-
genden Prioritaten von a nach d

Eine altere Nomenklatur, die gerade fiir Zucker und Aminosauren zur besseren Ver-
gleichbarkeit noch heute verwendet wird, ist von Fischer speziell zur Beschreibung von
Zuckermolekiilen entwickelt worden [189, 190]. Demnach wird die Kohlenstoftkette
eines Molekiils senkrecht notiert (Fischer-Projektion), wobei das Kohlenstoffatom mit
der hohsten Oxidationszahl oben steht. Die zwei weiteren Substituenten an jedem Koh-
lenstoffatom des Riickgrats stehen rechts und links daneben, jeweils mit waagerechten
Linien verbunden, die in dieser Projektion bedeuten, dass die Substituenten raumlich vor
der Papierebene liegen (s. Abb. 1.18). Das am weitesten vom hdchst oxidierten Kohlenstoff
entfernte Stereozentrum dient nun der Ermittlung der Konfiguration: steht die funktionel-
le Gruppe (—OH bei Zuckern oder —NH, bei Aminosauren) rechts vom Grundgeriist, ist
die Konfiguration D (von lat. dexter = rechts), steht sie links davon, ist die Konfiguration

L (lat. laevus = links).

Chiralitat begegnet uns tiberall in der Natur und tritt bei allen Molekiilen auf, die wich-
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CHO CHO CHO CHO
OH>C<H = OH+H * H+OH = H>(;<OH
CH,0OH CH,OH CH,OH CH,0OH
L-Form D-Form

Abbildung 1.18: Enantiomere des Glycerinaldehyds in rdumlicher (aulen) und in Fischer-
Projektion (innen)

tig fiir die Entstehung und den Erhalt des Lebens sind [191]. Proteine, die sdmtliche
Funktionen in Zellen steuern, sind fast ausschlief}lich aus den 20 proteinogenen Ami-
nosduren aufgebaut, die alle L-Konfiguration gemafl der Fischer-Projektion besitzen.
Dieser Enantiomereniiberschuss bestimmt die dreidimensionale Anordnung der raum-
lichen Unterstrukturen wie o-Helix und p-Faltblatt und ist letztlich entscheidend fiir
die biologische Aktivitit der Proteine. Die Zuckerbausteine, die u. a. fiir den Aufbau
von DNA und RNA und damit dem Speicher der Erbinformation wichtig sind, kommen
bevorzugt in D-Konfiguration vor. Die Bevorzugung von L-Aminosauren und D-Zuckern
beim Aufbau von Makrobiomolekiilen wird mit ,Homochiralitat“ bezeichnet [191]. Der
Speicher von Stoffen von je nur einer Konfiguration, der fiir simtliche biochemische
Prozesse bereit steht, wird chiral pool genannt. Da die Chiralitatszentren der aus diesem
Vorrat generierten Molekiile mehrheitlich beibehalten werden, stellen diese Molekiile
(z.B. biologische Rezeptoren) eine chirale Matrix dar. Aus diesem Grund lassen sich
Enantiomere in der sensorischen Wahrnehmung oder in der physiologischen Wirkung
unterscheiden. Man spricht dabei von biologischer Diskriminierung. Im Geschmack un-
terscheiden sich beispielsweise die Enantiomere von Asparagin: Mit (R)-Konfiguration
schmeckt es siif3, wahrend es in (S)-Konfiguration keinen Geschmack hat [192]. Bei ge-
ruchsaktiven Stoffen treten ebenfalls sehr haufig Unterschiede auf (s. Ubersichtsartikel
[191]). Das (R)-Limonen beispielsweise riecht nach Orange, das (S)-Limonen dagegen

minzig bis terpenartig [192].

Bei Unterschieden in der physiologischen Wirkung erlangte Thalidomid traurige Berithmt-
heit. Die als Racemat vertriebene Substanz wurde als Schlafmittel um 1960 eingesetzt.
Die Wirkung geht auf das (R)-Enantiomer zuriick [193]. Das (S)-Enantiomer dagegen
hat eine teratogene Wirkung, was die Ursache fiir tausende missgebildete Neugebore-
ne war. Weitergehende Studien zeigten, dass die Gabe von reinem (R)-Thalidomid die

teratogene Wirkung nicht verhindern kann, da in der physiologischen Umgebung eine
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Racemisierung eintritt [192].

Die genannten Beispiele stehen stellvertretend fiir eine Vielzahl von bekannten Féllen
der biologischen Diskriminierung und zeigen, wie wichtig die Kenntnis der Stereochemie

und der Zusammensetzung von Enantiomerengemischen ist.

1.2.5.2 Grundlagen der Enantiomerenanalytik

Um die biologische Diskriminierung richtig zu interpretieren sind genaue Aussagen
iiber die Zusammensetzung eines Enantiomerengemisches erforderlich. Diese Anforde-
rung wird an eine Reihe von naturwissenschaftlichen Disziplinen gestellt und erfordert

passgenaue Techniken fiir die Analyten.

Das Enantiomerenverhiltnis wird entweder mit E;/E, als Quotient® oder als Enantiome-

reniiberschuss (engl. enantiomeric excess) ausgedriickt [194]:

_Ei-E
B E1+E2

ee mit E; > E (1.1)
Das ee reicht von ee = 0 fiir die racemische Mischung bis ee = 1 fiir pures Enantiomer

1 und wird haufig als Prozentsatz angegeben (Multiplikation des Wertes mit 100).

Enantiomerenverhéltnisse konnen mit optischen Methoden wie der Polarimetrie, oder mit-
tels spektrometrischer Methoden wie dem Zirkulardichroismus oder Kernspinresonanz-
Techniken (nuclear magnetic resonance, NMR) bestimmt werden. Da die NMR per se
nicht enantioselektiv ist, bediirfen die Analyten der vorherigen chemischen Umsetzung
mit einem enantiomerenreinen Auxiliar, sodass die entstandenen Diastereomere anhand
ihrer unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften analysiert werden. Eine
andere Moglichkeit bietet der Einsatz chiraler Lésungsmittel oder chiraler Lanthanoid-
Shift-Reagenzien, die zu Unterschieden der chemischen Verschiebung zwischen den
Enantiomeren fithren. Weiterhin sind chromatographische Trennungen an chiralen Pha-
sen (GC oder LC) oder mit chiralen Additiven (LC) moglich. Eine Trennung setzt voraus,
dass zwischen einem in die stationare Phase eingebrachten chiralen Selektor und den

Enantiomeren unterschiedliche diastereoselektive Wechselwirkungen auftreten.

%in der chromatographischen Trennung ist E; das zuerst eluierende Enantiomer
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1.2.5.3 Cyclodextrine als chirale Selektoren

Auch wenn Cyclodextrine (CDs) nicht die einzige Quelle fiir chirale Selektoren darstellen
(chirale Aminosauren und Peptide waren die ersten Selektoren in der GC [195]), so haben
sie sich aufgrund ihrer weiten technischen Einsatzmdglichkeit fiir gaschromatographische
Anwendungen durchgesetzt. Erstmals beim Abbau von Starke durch Villiers 1891 isoliert
[196], wurden diese Verbindungen als cyclische Oligosaccharide beschrieben (Schardinger
1903 [197]). Eine vollstindige Beschreibung der Stuktur folgte 1948 durch Freudenberg
und Cramer [198]. Die Gewinnung erfolgt durch enzymatischen Abbau der Stiarke (Amylo-
se), wobei die Cyclodextringlucosyltransferasen (eine Spezies der Amylasen) die Bildung
der cyclischen Produkte mit unterschiedlich vielen Glucoseeinheiten katalysieren [199].
Am besten charakterisiert sind die -, - und y-Formen, die aus 6, 7 und 8 D-(+)-Glucose-
Einheiten in a-1,4-glycosidischer Verkniipfung bestehen (Ubersichtsartikel [200, 201]).
Die raumliche Struktur gleicht der Hiille eines Kegelstumpfes (toroidale Struktur mit
zentralem Hohlraum), an dessen enger Seite die primaren Hydroxylgruppen (Position
6 im Zuckermolekiil) und an dessen weiter Offnung die sekundaren Hydroxylgruppen
(Positionen 2 und 3) angeordnet sind. Hieraus resultiert eine polare Oberflache der CDs,
wogegen der Innenraum eher unpolar ist, da hier die Methingruppen und die glycosidi-
schen Etherbriicken liegen. Die Struktur und Polaritat der CDs erméglicht die Bildung
sogenannter Inklusionskomplexe mit lipophilen Molekiilen. In wéssrigen Systemen treten
bereits beim Eintritt eines Molekiils in den Hohlraum der CDs Veranderungen beziiglich
der jeweiligen Hydrathiillen auf, die den resultierenden Komplex energetisch begtinstigen
konnen. Weiterhin kénnen zwischen dem CD und dem Gastmolekiil van-der-Waals-,
hydrophobe Wechselwirkungen, und/oder Wasserstoftbriickenbindungen stabilisierend

auftreten [200].

Feste CDs mit relativ hohen Schmelzpunkten (z. B. permethylierte CDs) konnten in der
Kapillar-GC nur in Lésung in geeigneten Polysiloxanen als stationdre Phasen aufge-
bracht werden [201]. Der Durchbruch fir den Einsatz von CDs in der enantioselektiven
Kapillar-GC gelang Konig et al. durch Einfithren langerkettiger Alkylreste (z. B. n-Pentyl)
als Substituenten an den Hydroxygruppen [202]. Die Einfithrung solcher Gruppen lie-
ferte hochviskose Derivate mit niedrigeren Schmelzpunkten und héherer thermischer
Stabilitét, die auch direkt (also nicht in Mischung mit Polysiloxanen) als stationire Phase

einsetzbar waren. Die neuen Derivate hatten durch weitere Selektivititen das Potential
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zur Enantiomerentrennung fast jeder Art leichtfliichtiger, GC-géngiger chiraler Substrate

[203].

In dieser Arbeit wurden zwei Cyclodextrine als chirale Selektoren verwendet, zu de-
nen in der Literatur die Trennfaktoren einer ganzen Reihe von fliichtigen enantiome-
ren Verbindungen zusammengestellt wurden [204, 205]. Diese CDs sind einerseits das
Oktakis(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin und andererseits das Heptakis(2,3-
di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin.

1.2.5.4 Thermodynamik in der chromatographischen Enantiomerentrennung

Analog zur Beschreibung der Trennung zweier Komponenten in einem chromatogra-

phischen System wird der Trennfaktor « fiir Enantiomerenpaare genutzt und lautet

tre
a = 22 , (1.2)
tr1

wobei tg/1 2 die Nettoretentionszeiten des zuerst eluierenden Enantiomers 1 und des als

zweites eluierenden Enantiomers 2 auf der stationiren Phase sind.

In der Gaschromatographie wird die Enantioselektivitiat von der Thermodynamik be-
herrscht und definiert als die Differenz der freien Enthalpie, —A;;(AG), zwischen den
diastereomeren Assoziationskomplexen aus Selektor und Enantiomeren. Fiir temperatur-

abhédngige Betrachtungen gilt die Gibbs-Helmholtz Gleichung:

K
—Ap1(AG) = =Ny (AH) + T - Ay 1(AS) = R-T-lnfz (1.3)
1

Diese Gibbs-Energie setzt sich also aus zwei gegeneinander gerichteten Anteilen, der
Enthalpie und dem Produkt aus Entropie und Temperatur zusammen. K, und K; sind die
Bildungskonstanten der Assoziationskomplexe aus chiralem Selektor und Enantiomer 2

bzw. Enantiomer 1. In erster Naherung kann % durch « ersetzt werden, so dass folgt:

—Ag’l(AG) = —Ag’l(AH) +T- Aggl(AS) =R-T-lna (14)
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Diese Gleichung kann umgeformt werden (Division durch T), um sie als Gerade im

van’t-Hoff-Plot darzustellen:

—N21(AG)  —Az1(AH)
T B T

+Az1(AS) = R-Ina (1.5)

Az1(AH) und A;1(AS) konnen durch die Messung von « bei unterschiedlichen Tempe-
raturen und der Auftragung von R - In @ gegen % berechnet werden3. Die Steigung der
Geraden in dieser Auftragung entspricht —A; ;(AH) und der Achsenabschnitt ist A, ;(AS).
Weiterhin existiert die sogenannte isoenantioselektive Temperatur, bei der —A; ;(AG)

gleich null ist und folglich beide Enantiomere co-eluieren:

_ Az1(AH)

Tisoenan = ————= fi - A21(AG) = 0 .6
As1(AS) ur 21(AG) (1.6)

Unterhalb dieser Temperatur ist die Enantiomerentrennung enthalpiekontrolliert und
Enantiomer 1 eluiert vor Enantiomer 2. Oberhalb der Tisoenan Wird die Trennung durch
die Entropie kontrolliert und die Elutionsreihenfolge ist umgekehrt [194]. Aufler der
isoenantioselektiven Temperatur gibt es einige andere Szenarien, die eine Co-Elution
von Enantiomeren zur Folge haben. Fir deren Erklarung wird auf eine grundlegenden

Arbeit von Schurig zu Phanomenen in der enantioselektiven Chromatographie verwiesen

[207].

1.2.5.5 Kombination von multidimensionalen mit enantioselektiven

Trenntechniken

Mitte der 1960 er Jahre erfolgte die direkte Enantiomerentrennung mittels GC an deriva-
tisierten Aminosauren und Dipeptiden [195]. In weiteren Entwicklungsschritten wurden
derivatisierte Aminosauren chemisch an Polysiloxane, achirale stationire Phasen, gebun-
den [208] oder man nutzte metallorganische Verbindungen zur Komplexierung [209]. Seit
der ersten erfolgreichen Enantiomerentrennung an Cyclodextrinen auf gepackten Sdulen
in 1983 [210] wurden die CDs durch die stetigen Fortschritte in der Synthese zur chiralen
stationdren Phase der Wahl (s. Abschnitt 1.2.5.2, S. 33). Zuerst noch in Polysiloxanphasen
eingebettet (gelost), wurden bald darauf CDs verfiigbar, die entweder in Reinform selbst

oder chemisch an ein Polysiloxan-Riickgrat gebunden als stationédre Phase eingesetzt

3Mit der allgemeinen Gaskonstante R = 8,3145 mo{ ~— [206]
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werden konnten. Heute sind mindestens 50 verschiedene chirale stationire Phasen mit
modifizierten CDs fiir die GC bekannt. Fiir eine ausfiithrliche Ubersicht iiber die Ent-
wicklungen in der chiralen Analytik sowie fiir die detailliertere Erklarung der folgenden

Inhalte wird auf spezialisierte Literatur verwiesen [194, 211].

« Dimension: Kommerzielle chirale Saulen haben haufig eine Lange von 10 bis 30 m,

einen Innendurchmesser von 0,25 mm und Filmdicken von 0,25 pm.

 Temperaturlimit: Meist liegt die maximal anwendbare Temperatur zwischen 220
und 250 °C und damit relativ niedrig im Vergleich zu den meisten achiralen Trenn-

saulen.

« Die CD-Phasen haben oft niedrigere Kapazitaten beziiglich der Sdulenbeladung als

achirale Phasen mit vergleichbarer Filmdicke.

« Bei der Injektion grofierer Losungsmittelmengen als Flissigkeit kann es zum Her-
auslosen von eingebetteten CDs auf nicht-gebundenen CD-Phasen kommen, was

zu einem partiellen Verlust des chiralen Selektors fiihrt.

+ Reine, niederviskose CD-Filme neigen auf Grund der Rayleigh-Instabilitat zum
sogenannten Vertropfeln (Tropfchenbildung), was die Trenneffizienz und Saulen-

stabilitat negativ beeinflusst [212].

Nach Optimierung der Betriebsparameter im Bezug auf die vorgenannten kritischen
Eigenschaften und nach erfolgreicher Enantiomerentrennung kann es zu Schwierigkeiten
bei der Auswertung kommen. Durch die Trennung von Enantiomerenpaaren wird die
Anzahl der Peaks im Chromatogramm im Vergleich zu einer achiralen Trennung erhoht
[194, 211]. Das heif3t auch, dass Co-Elutionen mit anderen Komponenten der Probe
haufiger auftreten konnen. Gleichzeitig hat man durch den fiir die Enantiomerentrennung
eingeschrankten, meist niedrigeren Temperaturbereich weniger Spielraum, die Trennung

von potentiellen Interferenzen tiber das Temperaturprogramm zu optimieren [194, 211].

In solchen Situationen sind also weitere Schritte zur besseren Isolierung der Analyten
noétig. Vor der GC-Trennung kann dies in der Probenvorbereitung eine gezieltere Extrak-
tion oder Anreicherung bedeuten, nach der Trennung ein hochselektives Detektorsystem.

Aber selbst beim Einsatz dieser Mafinahmen sind Co-Elutionen und daraus resultierende
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Fehler nicht ausgeschlossen. In solchen Féllen muss die analytische Trenntechnik ver-
bessert werden, was durch die Einfithrung einer zweiten Dimension in der GC gelingt.
Hierzu bieten sich die multidimensionalen Trenntechniken MDGC und GCXGC an (vgl.

Abschnitt 1.2.4, S. 26), die mit enantioselektiven Trennsdulen modifiziert werden.

Die H/C MDGC wird durch den Einsatz einer enantioselektiven Trennsaule in der zweiten
Dimension zur enantioselektiven MDGC (eMDGC), die erstmals 1984 beschrieben wurde
[213]. Optimal ist die Verwendung von zwei Ofen fiir die beiden Trennséulen, so dass in-
dividuelle und unabhingige Temperaturprogramme genutzt werden kénnen. Die achirale
Saule in der ersten Dimension dient vor allem der Abtrennung von Matrixbestandteilen.
Nur die interessierenden Bereiche mit den Enantiomerenpaaren werden auf die zweite
Saule transferiert, auf der nun die Enantiomerentrennung bei stark gemindertem Ri-
siko von Co-Elutionen erfolgt. Die eMDGC findet ihren Einsatz vor allem fiir chirale
Trennaufgaben in komplexeren Gemischen wie dtherischen Olen, Pflanzenextrakten
oder Lebensmitteln und dient vor allem Authentizitats- und Biogenesestudien in den

genannten Proben [214].

In der GCXGC gibt es zwei Herangehensweisen um die Enantiomerentrennung zu reali-
sieren. Bei der ersten Variante wird eine kurze enantioselektive Trennséule in der zweiten
Dimension eingesetzt, GCXenantio-GC genannt. Dies erfordert eine genaue Optimie-
rung, damit die Trennung in der zweiten Dimension (D) ausreichend schnell ist und
dabei auch alle gewiinschten Enantiomerenpaare getrennt werden [215]. Fiir die zweite
Variante, enantio-GCXGC genannt, wird eine enantioselektive Trennsdule mit gewohn-
lichen Sdulendimensionen in der ersten Dimension eingesetzt [164]. Dieses Setup ist
technisch weniger anspruchsvoll, verlangt aber dem Analytiker eine Optimierung der
Enantiomerentrennung in der ersten Dimension sowie der Modulation (vgl. Abschnitt
1.2.4.2, S. 29) ab. Die erreichte chirale Auflésung nach der !D-Trennung darf durch die
Modulation nicht aufgehoben werden, da die Enantiomere in der zweiten achiralen
Saule aufgrund identischer Wechselwirkungen mit der stationdren Phase keine weitere

Trennung voneinander erfahren.

Die Anwendungsbereiche der beiden oben genannten enantioselektiven GCXGC-Techni-
ken sind &dhnlich wie bei der eMDGC, wobei als klarer Vorteil die potentielle Zeitersparnis,

insbesondere bei mehreren chiralen Zielverbindungen, gesehen wird [164, 216].
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1.2.6 Quantifizierung mittels Stabilisotopenverdiinnungsassay

Wichtige Grundlage fiir eine verlassliche Quantifizierung, insbesondere in der Spurenana-
lyse, ist der Einsatz von internen Standards, die durch Zugabe zur Probe mit den Analyten
in Relation gesetzt werden. Als interne Standards sollten Substanzen verwendet werden,
die strukturell den Analyten moglichst dhnlich sind, also Homologe oder besser noch sta-
bile Isotopologe (z. B. mit den stabilen Isotopen 2H, 13C oder '°N markierte Analoga) [217].
Werden stabile Isotopologe als interne Standards eingesetzt, spricht man vom Stabilisoto-
penverdiinnungsassay, stable isotope dilution assay (SIDA). Im Vergleich zu strukturell
unterschiedlichen Standards bietet der SIDA den Vorteil, dass Verluste der Analyten
wihrend der Probenvorbereitung durch identische Verluste des isotopologen Standards
kompensiert werden [218, 219]. Das Verhaltnis der Isotopologen bleibt aufgrund der
anndhernd identischen chemischen und physikalischen Eigenschaften wéhrend der Pro-
benvorbereitungsschritte und ggf. Derivatisierung gleich (s. Abb. 1.19). Der Isotopeneffekt
dagegen, also die Diskriminierung von Isotopologen aufgrund unterschiedlichen che-
mischen oder physikalischen Verhaltens, das durch die Massendifferenz hervorgerufen
wird, sollte bereits bei der Markierung bedacht werden und idealerweise fiir analytische
Zwecke unmerklich sein [218]. Ziel ist es erst bei der (massenspektrometrischen) Detek-
tion zwischen den Isotopologen zu differenzieren und anhand der bekannten Menge des
zugegebenen Standards den Gehalt des Analyten in der Probe zu berechnen. Als weiterer
Vorteil gilt die Kompensierung von Ionensuppression durch Matrixbestandteile wahrend

der Ionisierung in der MS [218].

Aus den oben genannten Griinden eignet sich der SIDA besonders fiir die Bestimmung
von Spurenkomponenten aus komplexer Matrix wie beispielsweise in der Lebensmit-
telanalytik fiir Aromastoffe, Pestizide, Kontaminanten und Vitamine [218] und wurde
schon 1987 fiir die Quantifizierung der MPs in Sauvignon blanc Wein verwendet [21].
Eine wichtige Vorraussetzung des SIDA ist, dass sich das Stoffmengenverhéiltnis von
isotopologem Standard zum Analyten nicht verdndern darf. Dies beginnt bei der Zugabe
des Standards mit einer ausreichenden Dauer zur Aquilibrierung von Standard und Analyt

in den Kompartimenten der Matrix vor Beginn der Probenvorbereitung [218].

Fiir die Markierung mit stabilen Isotopen ist entscheidend, dass diese unter den Bedin-
gungen (pH-Wert, Temperatur etc.) in der Probe und wahrend der Probenvorbereitung

irreversibel gebunden sein sollten. Die grofite Fehlerquelle bei deuterierten Standards
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Abbildung 1.19: Prinzip des Stabilisotopenverdiinnungsassays nach [218]: Nach Zugabe
eines isotopologen Standards zum Analyten und Aquilibrierung bleibt
das Verhiltnis bis zur Detektion konstant. Wird ein strukturell abwei-
chender interner Standard verwendet, kann sich das Verhiltnis zwischen
Standard und Analyt verandern und ein falsches Analysenergebnis ver-
ursachen.

ist der Austausch zwischen Protium (*H) und Deuterium (*H). Bei der Markierung muss
also bereits beachtet werden, dass das Deuterium nicht in acide Positionen im Molekul
eingebaut wird, an denen es in protischen Losungsmitteln spéter leicht ausgetauscht

wird. Sehr stabil sind dagegen die mit *C und >N markierten Verbindungen [218].

Sind die bisher genannten Kriterien fiir einen isotopologen Standard erfillt, ist fiir die
Detektion eine weitere Vorraussetzung, dass sich der Standard vom Analyten eindeutig
unterscheiden lasst und Fehler durch eine spektrale Uberlappung méglichst klein gehalten
werden. Bezogen auf die MS miissen im Massenspektrum des Isotopologen also Molekiil-
oder Fragmentionen vorkommen, die die Markierung noch enthalten und keine Isobaren
zu natiirlichen Fragmenten darstellen. Bei der MS/MS kann man den Vorteil spezifischer
Ubergénge, z. B. die Abspaltung eines markierten Fragments, zur Minimierung moglicher

Fehler nutzen [218].

Auf Grund der iiberwiegenden Vorteile wird der SIDA in diversen analytischen Diszi-
plinen eingesetzt (klinische Chemie, Umweltanalytik, Pestizid-Analytik, Analytik von
Kontaminanten und Riickstanden), darunter auch in der Analytik von Minorkompo-

nenten oder Spuren in Lebensmitteln. Verbreitet ist der Einsatz des SIDA auch in der
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Aromaanalytik, da das Problem der hohen Fliichtigkeit der Analyten gut kompensiert
wird [218].

1.3 Bisherige Arbeiten des Arbeitskreises

Ein Schwerpunkt des Arbeitskreises Fischer/Schmarr am Dienstleistungszentrum Landli-
cher Raum Rheinpfalz (DLR) liegt in der Entwicklung von Analysemethoden zur zielge-
richteten und nicht-zielgerichteten Bestimmung von GC-géangigen Weininhaltsstoffen
(z.B. [168, 220—224]). Fiir die in niedrigen Konzentrationen aromaintensiven MPs in Wein
oder Most besteht die Herausforderung, aber auch die Notwendigkeit in der Entwick-
lung einer verlasslichen analytischen Methode fiir die Quantifizierung im Spurenbereich

(wenige ng/L).

Ein wichtiger Schritt in diese Richtung war die Synthese von deuterierten Isotopologen
der MPs als Standards fiir den spateren Einsatz im SIDA. Die Synthese ist wegen der
verschiedenen moglichen Syntheseprodukte aufgrund der regiokritischen Methylierung
im letzten Schritt eingehend untersucht wurden [225]. Durch die Reaktionsbedingungen
bzw. Reagenzien lasst sich die Methylierung im letzten Schritt kontrollieren, so dass
entweder wie gewiinscht die OH—Gruppe oder aber der aromatische Stickstoff methy-
liert werden [225]. Eine strukturelle Gleichheit zu den Analyten ist die Grundlage zur

Verwendung interner Standards im SIDA.

Beziiglich deuterierter Alkylmethoxypyrazine zeigte Gracia-Moreno anhand der Synthese
des dreifach in der Methoxygruppe deuterierten IBMPs, dass wahrend der Synthese auf die
Bedingungen und Reaktanden geachtet werden muss um ungewollte Austauschreaktionen
(*H zu 2H) zu verhindern. Solche Nebenreaktionen kénnen im spiteren Einsatz als interne
Standards zu den gleichen ungewollten Austauschreaktionen (Riicktausch von “H zu 'H)
fithren und gerade in der Massenspektrometrie die Detektion gezielter Ionen reduzieren.
Konkret bewirkte der Einsatz von vierfach deuteriertem Ethanol (CD,—OD) im letzten
Syntheseschritt von IBMP-d; einen ungewiinschten zusatzlichen Einbau von Deuterium
in der Isobutyl-Seitenkette. Hier kam es zum Austausch von leicht aciden Protonen
mit Deuterium-Ionen aus der OD-Gruppe des Alkohols. Der Wechsel zum nur dreifach
deuterierten Ethanol (CD,—OH) konnte diesen ungewollten Einbau von Deuterium in

der Seitenkette verhindern [226].
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In der Weiterentwicklung der instrumentellen Analysemethoden fiir MPs in der hoch
komplexen Weinmatrix traten immer wieder Probleme mit Co-Elutionen auf. Solche
Probleme wurden sowohl bei einer wenig aufwandigen HS-SPME GC-MS Methode als
auch bei der leistungsfahigen HS-SPME GCxGC-MS festgestellt [176]. Selbst die appara-
tiv wesentlich aufwandigere SPE // On-line LC-MDGC-MS konnte erst nach optimierter
Probenextraktion durch Verwendung eines Sorbens mit Kationenaustauschern zur unge-
storten Quantifizierung von MPs genutzt werden. Diese Methode hatte Nachweisgrenzen
von 0,2 ng/L IPMP, 0,4 ng/L SBMP und 1,6 ng/L IBMP in Standardmischungen [176], ein

Nachteil liegt allerdings im hohen Zeit- und Probenvorbereitungsaufwand.

Aus der Expertise zu analytischen Trenntechniken und den bisher realisierten Etappen

ergibt sich die im folgenden erdrterte Aufgabenstellung und Zielsetzung dieser Arbeit.
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1.4 Zielsetzung

1.4.1 Etablierung von Methoden zur Spurenanalyse von

Alkylmethoxypyrazinen

Wie in Abschnitt 1.2, S. 21 erldutert, stellt die quantitative Bestimmung der Alkylme-
thoxypyrazine in Wein bis heute eine analytische Herausforderung dar. Ausgehend von
etablierten MDGC-Methoden (s. Abschnitt 1.3) war das Ziel die Entwicklung einer routi-
nefihigen, automatisierbaren quantitativen analytischen Methode fiir die Bestimmung

von MPs im niedrigen Konzentrationsbereich von wenigen ng/L.

Bessere Signal-Rausch-Verhaltnisse und folglich tiefere Nachweisgrenzen werden durch
den Einsatz von Tandem-MS in selektiven massenspektrometrischen Detektionsmodi er-
wartet. Daher stand fiir diese Detektionsmethode eine Optimierung fiir die Zielsubstanzen

im Vordergrund.

Die Probenvorbereitung als wichtiger Ausgangspunkt des Analyseverfahrens sollte durch
Weiterentwicklung von SPE-Methoden oder Umstellung auf HS-SPME die nétige Kon-
zentrierung und Extraktion der Analyten liefern, aber auch den Arbeitsaufwand und die

Analysenzeit beriicksichtigen.

Fir eine verlassliche Quantifizierung sollten die Isotopologen der zu analysierenden
MPs im SIDA eingesetzt werden. Im Hinblick auf die Anwendung des SIDA in MDGC-
Methoden waren Studien zur Optimierung von Schnittfenstern fiir den vollstindigen
Transfer von Analyten und Standards bei moglichst effektiver Abtrennung der Matrixbe-

standteile relevant.

Insgesamt wurde ein analytischer Ansatz mit dem Ziel der Spurenanalytik gew&hlt,
welcher nach Umsetzung in automatisierbare Methoden zur Erfassung einer breiten

Datenbasis dienen kann.

1.4.2 Enantiodifferenzierung von SBMP

Neben der Quantifizierung der MPs in verschiedenen Matrices ist die Enantiodifferenzie-

rung von SBMP fiir die Unterstiitzung der Hypothesen zur Biogenese der MPs (s. Abschnitt
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1.1.6) von Interesse. Hierzu ist die Kenntnis beider moglicher Enantiomere sowie ihr
Verhalten auf enantioselektiven stationdren CG-Phasen nétig. Ziel war es, geeignete
Trennphasen in multidimensionalen GC-Methoden so einzusetzen, dass Systeme zur

Enantiomerentrennung aus unterschiedlichen Matrices zugénglich sind.

1.4.3 Anwendung der analytischen Verfahren in der Praxis

Im Vordergrund der Anwendung stand die Quantifizierung von MPs in verschiedenen
Matrices im Bereich der zu erwartenden Konzentrationen. Im Hinblick auf ein MP-
Management in der Weinwirtschaft konnen quantitative Daten zu IPMP, SBMP und IBMP
aus Wein die Interpretation der Auswirkungen von weinbaulichen und oenologischen

Mafinahmen bei der Weinherstellung unterstiitzen.

Ein weiteres Ziel war die Enantiodifferenzierung von SBMP in verschiedenen Matrices und
Spezies. Das Enantiomerenverhéltnis von SBMP kann Riickschliisse auf die Biogenese
erlauben. Auch sollte gepriift werden ob durch die Garung von Most zu Wein eine
Veranderung der Enantiomerenverteilung auftritt. Falls Unterschiede zwischen Matrices
oder Spezies auftreten, konnte das Enantiomerenverhéltnis von SBMP auch als Indiz fiir

Authentizitat dienen.

Mit quantitativen und enantioselektiven Methoden sollten weiterhin die MPs aus ver-
schiedenen Marienkéferspezies bestimmt werden um den sogenannten Marienkaferton
in Wein zu analysieren. Die Untersuchung weiterer Methoxypyrazine wie die Dime-
thylmethoxypyrazine wurde angestrebt um zur Aufklarung von Fehltonen z. B. durch

Marienkéfer oder Kork beizutragen.

Die folgende Tabelle 1.2 enthélt eine Zusammenstellung der behandelten drei Hauptthe-
men dieser Arbeit. Diese sind den Abschnitten dieser Arbeit sowie den vier Publikationen

zugeordnet.
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Tabelle 1.2: Behandelte Themen mit Zuordnung zu den Publikationen in Reihenfolge der
Einbindung. Abschnitt und Seitenzahl beziehen sich auf die vorliegenden
Arbeit.

Publikation
Thema P1 P2 P3 P4

Methodenentwicklung 2.1.1, S.49 2.1.2, S.71 2.1.3, S. 86, 2.14, S.116
Enantiodifferenzierung 2.1.3.5, S.114

2.2.1, S. 141,

Anwendung in Praxis  2.2.2, S.143 223, S 144

2.2.4, S5.145
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Entwicklung quantitativer und enantioselektiver

Analysemethoden fiir Alkylmethoxypyrazine

Bevor grundlegende biochemische, weinbauliche oder oenologische Fragestellungen
beziiglich MP-Entstehung und -Beeinflussung bearbeitet werden konnen, muss eine fiir
die jeweilige Anforderung geniigende analytische Methode existieren. Die Entwicklung
leistungsfahiger Methoden fiir die Quantifizierung von MPs aus komplexen Matrices
beschaftigt Forscher gerade im Hinblick auf Automatisierung und reduzierten Aufwand
bei der Probenvorbereitung bis heute. Der wichtigste Teil dieser Arbeit bestand daher
aus der Methodenentwicklung und -optimierung zur Quantifizierung von MPs in je nach
Matrix variierenden Konzentrationen (ppb- oder ppt-Bereich) sowie zur Enantiodifferen-
zierung von SBMP aus verschiedenen Matrices, in denen SBMP ebenfalls vom niedrigen
ppt-Bereich bis in den héheren ppb-Bereich vorliegen kann. Erkenntnisse aus fritheren
Arbeiten und Literaturauswertung legten nahe, multidimensionale GC-Methoden als
Ausgangspunkt zu nutzen und diese hinsichtlich des Anwendungsbereichs weiterzuent-

wickeln und zu optimieren.

Die Stationen der Methodenentwicklung und Optimierung sowie die Anwendung auf
Proben werden anhand vierer Publikationen (P1 bis P4) beschrieben. In P1 werden
zwei Methoden auf Grundlage der SPE zur Probenvorbereitung, multidimensionaler GC
als Trenntechnik und verschiedener Massenspektrometer (und Messmodi) verglichen.
Die MDGC-Systeme waren ahnlich, die gekoppelten Massenspektrometer waren ein
Quadrupol-MS und ein Triple-Quadrupol-MS, die in den Detektionsmodi SIM und SRM
betrieben wurden. Mit beiden Systemen wurden Weine, die mit verschiedenen weinbauli-
chen und oenologischen Verfahren hergestellt wurden, auf ihre Methoxypyrazin-Gehalte

hin analysiert. Beide Techniken lieferten fiir gleiche Proben dhnliche Resultate, aber in
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speziellen Fallen wurden Unterschiede beobachtet, die besonders auf Probleme mit Co-
Elutionen hindeuten. Da die Probenvorbereitung und Trenntechnik gleich oder dhnlich
waren, zeigte sich dass die Tandem-MS im SRM-Modus die selektivere Detektionstechnik

mit folglich plausibleren Ergebnissen ist.

In P2 geht es um die Optimierung der heart-cut MDGC im Hinblick auf Schnittfensterlan-
gen und den Einsatz des SIDA. Hierzu wurde der Isotopeneffekt bei deuterierten Analoga
der Analyten auf verschieden polaren Saulenbelegungen beriicksichtigt und Trennphasen
mit geringem oder keinem Isotopeneffekt fiir die erste Dimension (D) ausgewihlt. Das
erlaubt folglich kurze Schnittfenster fiir den Transfer von Analyten und Isotopologen auf
die zweite Dimension (>D), so dass méglichst wenige der sonstigen Matrixbestandteile mit
transferiert werden. Es werden sowohl die Vorteile als auch die Grenzen der Minimierung
von Schnittfensterlangen fiir die Quantifizierung in der MDGC mittels SIDA diskutiert.

P3 beschreibt die Entwicklung der enantioselektiven multidimensionalen und umfassen-
den zweidimensionalen GC-Methoden zur Enantiodifferenzierung des SBMPs aus Proben
diverser Spezies und in verschiedenen Konzentrationsbereichen. Die Enantiodifferenzie-
rung von SBMP konnte in Proben mit Gehalten im ppb-Bereich (einige Gemiisesorten,
Marienkéferspezies) iiber die eMDGC mit MS (SIM) oder MS/MS (SRM) erreicht wer-
den. Insbesondere fiir die niedrigeren Konzentrationsbereiche in Wein oder Weinbee-
ren war die Anwendung der in !D enantioselektiven umfassenden zweidimensionalen
Gaschromatographie zielfithrend, da das grofiere Auflésungsvermégen zur Abtrennung

von Co-Elutionen und folglich zur eindeutigen Identifizierung der Analyten verhalf.

In P4 wird die Weiterentwicklung der H/C eMDGC-MS/MS fiir die Analyse weiterer
Alkylmethoxypyrazine beschrieben. Das Hauptaugenmerk lag auf der Trennung der
drei moglichen Isomere des Dimethylmethoxypyrazins, die aufgrund der dhnlichen Mas-
senspektren nicht ohne weiteres tiber die Detektion mittels MS unterschieden werden
konnen. Insbesondere die zwei Vertreter DMMP und MDMP werden bei Anwendungen
auf gebrauchlichen apolaren oder polaren stationdren Phasen in der GC gar nicht oder
nur unmerklich getrennt. Anhand von Referenzsubstanzen der Isomere, die iiber gekop-
pelte NMR-Techniken zugeordnet wurden, konnte eine GC-Trennung an der 2D-S4ule im
0. g. eMDGC-MS/MS-System erreicht werden. Mittels der etablierten Methode wurden
Marienkiéfer, Kork und Weine auf native Gehalte der Dimethylmethoxypyrazin-Isomere

hin untersucht.
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2.1 Methodenentwicklung P1

Vor jeder eingefiigten Publikation steht jeweils eine kurze Einleitung, danach je eine
kurze Zusammenfassung sowie Diskussion der wichtigsten Inhalte. Die folgende Tabelle
2.1 enthélt eine Zusammenstellung, in welchen Abschnitten dieser Arbeit die in den vier

Publikationen veroffentlichten Themenbereiche diskutiert werden.

Tabelle 2.1: Diskutierte Themen mit Zuordnung zu den Publikationen in Reihenfolge der
Einbindung. Abschnitt und Seitenzahl beziehen sich auf die vorliegenden
Arbeit.

Publikation
Thema P1 P2 P3 P4

Methodenentwicklung 2.1.1.3, S.70  2.1.2.3, S.83 2.1.3.4, S.113, 2.1.44, S.139
2.1.2.4, 5.84 2.1.3.6, S.115

Enantiodifferenzierung 2.2.3.1-
2.2.3.3, S.144f
Anwendung in Praxis  2.2.2.1, 2.2.1, S.141 2.2.4.1-
2.2.2.2, S5.143 2.2.4.3, S.145

2.1.1 P1: Methodenvergleich SPE//MDGC-MS (SIM) gegeniiber
SPE//MDGC-MS/MS (SRM)

2.1.1.1 Einfiihrung und Methodisches

Auf Grund der starken Neigung zu Co-Elutionen der GC-géngigen Weininhaltsstoffe, die
frithere Arbeiten gezeigt haben (siehe Abschnitt 1.3), sollte die Methodenentwicklung zur
Bestimmung von MPs auf der MDGC basieren. Zur Probenvorbereitung wurde eine be-
reits frither verwendete SPE-Methode eingesetzt [118, 176]. Hierbei werden die MPs durch
Ansauerung der Matrix protoniert und an einem Sorbens mit gemischten Adsorptionsmo-
di (Kationenaustausch und van-der-Waals-/hydrophobe Wechselwirkungen; Bond Elut
Plexa™ PCX von Varian) konzentriert und extrahiert. Von den gewonnenen Extrakten
wurden jeweils 20 pL an beiden analytischen Systemen (MDGC-MS und MDGC-MS/MS)

injiziert (Injektionstechnik groflvolumige Injektion, large volume injection (LVI)).

Wiéhrend die Probenvorbereitung fiir beide Methoden gleich war, unterscheiden sich die

gegeniibergestellten analytischen Systeme, deren relevante Systemparameter in Tabelle
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.2 gefithrt sind. Die detaillierten Beschreibungen der genutzten Analaysensysteme sind

in der Publikation P1 (s. Abschnitt 2.1.1.2) zu finden.

Tabelle 2.2: Systemparameter fiir MDGC-MS und MDGC-MS/MS

MDGC-MS MDGC-MS/MS
Ofen-Anzahl 2 1
p polar, 30 m mittelpolar, 15m
Polyethylenglycol Trifluorpropylmethyl-Polysiloxan
’D apolar, 15 m apolar, 30 m

35 % Phenyl-Dimethylpolysiloxan  Silarylen-Phase (dhnlich
5 % Phenyl-Dimethylpolysiloxan)

i.D. 0,25 mm (beide Dimensionen) 0,25 mm (beide Dimensionen)
ds 0,5 um (beide Dimensionen) 0,25 um (beide Dimensionen)
Detektor Quadrupol-MS Triple-Quadrupol-MS (s. Abb. 2.1)
im SIM-Modus im SRM-Modus
Qo Q1 Q2 Q3
‘ ) ) ‘ d ) ‘ d ) ‘
‘ ) > ‘ o > ‘ o > ‘
Interface 1. Massenselektor 2. Massenselektor
LHilfs“-Quadrupol Kollisionszelle Detektor

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Komponenten eines Triple-Quadrupol-
Massenspektrometers: Im Interface erfolgt der Probeneinlass, die Ioni-
sierung der Substanzen sowie die Beschleunigung und Fokussierung des
entstandenen Ionenstroms; Qo dient als Pre-Filter, Q1 wird im Scan-Modus
oder als Massenfilter verwendet, in Q2 erfolgt die zweite Fragmentierung
mittels Kollisionsgas, Q3 wird wieder im Scan-Modus oder als Massenfil-
ter verwendet und entlasst die verbleibenen Fragmentionen in Richtung
Detektor. Bei der MS an nur einem Quadrupol entfallen Q2 und Q3.
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2 Ergebnisse und Diskussion

Quantitative analysis of 3-alkyl-2-methoxypyrazines in German
Sauvignon blanc wines by MDGC-MS or MDGC-MS/MS for

viticultural and enological studies

Abstract

A method for trace-level analysis of 3-alkyl-2-methoxypyrazines (MPs) based on mixed-
bed cation-exchange solid phase extraction followed by heart-cut multidimensional gas
chromatographic analysis was applied in a trial on viticultural and enological treatments
of Sauvignon blanc wines produced in Germany. The quantification was based on a stable
isotope dilution assay using deuterated MPs. For method comparison, detection was
either with selected ion monitoring with a quadrupole mass spectrometer (MS) or after
selected reaction monitoring using a triple quadrupole MS. Comparable performance
for MP detection in the lower ng L™! concentration range was found for both detection
methods; however, in some cases, matrix problems could only be solved with MS/MS
detection. It could be shown that MP levels varied considerably between the investigated
vintages, with concentrations often well below 10 ng L™!. Leaf removal as a viticultural
trial was a measure to decrease MP concentrations; however, the effects observed were
low in the vintages studied here. Cold maceration and stem addition to the must were
found as valuable enological means for increasing the MP concentration and improving

the green sensory notes typical for cold climate Sauvignon blanc wines.

Introduction

3-Alkyl-2-methoxypyrazines (MPs) have early been identified in foodstuffs of plant origin
as potent and aroma relevant compounds, contributing significantly to the characteristic
sensory impression of the raw material or the final products made thereof [1, 2]. Three
MPs, 3-isobutyl-2-methoxypyrazine (IBMP), 3-isopropyl-2-methoxypyrazine (IPMP) and
3-sec-butyl-2-methoxypyrazine (SBMP), are of particular interest to analytical studies in
such foodstuffs. In some Vitis vinifera grape varieties or wines made thereof, IBMP is
the major MP [3], while SBMP dominates in beetroot or carrot, and IPMP in peas and

cucumber [2].
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In Vitis vinifera variety Sauvignon blanc, sensory attributes of the corresponding wines
are often described by green, grassy and herbaceous notes, resembling green bell pepper
or green asparagus. In Sauvignon blanc wines, IBMP represents approximately 80 % of
the total MP content, with lesser amounts of SBMP and IPMP [4-6]. MPs are important
and characteristic wine flavor compounds as they have extremely low sensory detection
thresholds, which are described to be in the low ng L™! range (1-2ngL~! of IBMP in
a white wine [6], or about 15ngL™! in red wine [7]). Since wine quality is strongly
influenced by its MP concentration, it is not surprising that studies on the influence of
viticultural and enological parameters on final MP concentrations in wine have a long

history [8-22].

Fundamental for all such studies is the valid determination of MP concentrations in grape
juice or during the winemaking process. Besides these wine industry interests, MPs have

also been in the focus of food control authorities [23] due to the potential for adulteration

[24].

The low ng L™! concentrations of MPs and the complexity of wine matrix triggered many
researchers to publish methods for MP analysis in this field. Early reports used a complex
sample pretreatment, based on distillation, extraction onto a strong cation-exchange (SCX)
resin, elution with alkaline buffer, liquid-liquid extraction (LLE) and finally quantification
by GC-MS [5, 25, 26]. The tedious distillation and SCX step were later replaced with
RP-18 solid phase extraction (SPE) [27, 28] or LiChrolut® EN; the latter also used in a
dynamic headspace-SPE approach [29]. Others [30, 31] used LLE and concentration steps
for sample preparation. Solventless extraction and concentration methods, particularly
headspace solid phase microextraction (HS-SPME), were used in many recent approaches
by various groups [12, 23, 32—37], but also stir bar sorptive extraction was described
[38]. A recent approach using SPE sample preparation with a cation-exchange mode
and HS-SPME-GC-MS was described by Bindon et al. [39]. Besides extraction and
enrichment steps, quantification by the approach of a stable isotope dilution assay (SIDA)
using deuterated MPs as internal standards had early been described for quantitative MP

analysis in wine [26] and was applied since then by many others thereafter.

Considering the necessary trace-level analysis and the complexity of wine matrix, one-
dimensional gas chromatographic (GC) separations can be critical due to coelution of

matrix compounds. In the case of MP analysis, such a situation was previously described
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[40]. The latter work described the advantages of using a multidimensional (MD) heart-cut
technique as a powerful option to separate the target MP analytes from matrix compounds
[40]. However, even the MDGC-based MP analysis clearly benefited from a mixed-mode
cation-exchange sorbent used for sample preparation [29, 40, 41], together with an online
normal phase liquid chromatography cleanup step prior to MDGC analysis. Again, the
advantage in using a cation-exchange sorbent is based on the basic nature of the nitrogen
in the MPs, allowing for a more selective sample preparation as was applied in the early

methods for MP analysis.

In our work described here, sample preparation and extraction of MPs was performed
with an earlier developed SPE extraction method using a mixed-mode cation exchanger as
sorbent [40, 41]. The obtained liquid extracts were further analyzed with two independent
analytical systems, basically to compare their suitability for trace-level analysis of MPs. In
this respect, a large-volume on-column injection and MDGC-based analysis with selected
ion monitoring mass spectrometric detection (SIM-MS) was compared with large-volume
programed temperature vaporizing (PTV) injector-type on-column injection and MDGC-
based analysis with selected reaction monitoring (SRM) using a triple-stage quadrupole
MS (MS/MS). Deuterated MPs were incorporated for robust SIDA-based quantification.

Besides our interest in the before mentioned method comparison, we analyzed wine
samples that were part of a viticultural and enological trial, in which the evaluation
of green aroma attributes in German Sauvignon blanc wines had been targeted. These
green sensory notes (associated with MPs) are usually considered typical for a cool
to cold climate Sauvignon blanc wine style. At present, the available database on MP
concentration levels in Sauvignon blanc wines produced under German wine-making
conditions is limited. Since it is well known that MP concentrations vary over the ripening
period and can be influenced by a variety of both viticultural and enological activities,
we wanted to evaluate known measures like leaf removal and harvest time as well as

new aspects, such as cold maceration (addition of dry ice pellets) and stem addition.

Materials and methods

Chemicals Methanol and sulfuric acid were from AppliChem (Darmstadt, Germany).
Ethanol and dichloromethane were from Carl Roth (Karlsruhe, Germany). Triethylamine

and L-(+)-tartaric acid were from Fluka (Buchs, Switzerland). Sodium hydroxide was
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from KMP optichem (Lohmar, Germany). IPMP, 3-(1-methylpropyl)-2-methoxypyrazine
(3-sec-butyl-2-methoxypyrazine; SBMP) and IBMP were from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany). All commercial chemicals were of analytical grade or equivalent. Purified
water was obtained from a Purelab purification system (ELGA, UK). Bond Elut Plexa™
PCX SPE cartridges (60 mg, 1 mL) were from Varian (Darmstadt, Germany). A 20-port
vacuum manifold (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) was used for SPE prepa-
ration. Deuterated standards of MPs (3-alkyl-2-[2H;]methoxypyrazines; MPs-d3) had

been synthesized in-house as described elsewhere [42].

Wine samples Wines made of Vitis vinifera grapes variety Sauvignon blanc (clones
Inra 161 and Inra 241) and variety Cabernet blanc (a Vitis vinifera spp. from interspecific
crossing) were obtained from the Dienstleistungszentrum Landlicher Raum Rheinhessen-
Nahe-Hunsriick, Oppenheim, Germany. Viticultural variants were the conduction of leaf
removal on both sides of the grape zones at two different stages (before bloom and at
veraison). Grape harvest was done at three harvesting dates (HD1-HD3; early or middle
of September to end of September or beginning of October) and in different vintages (2007,
2008, 2009 and 2011) that led to musts with a density of 82 up to 103 °Oe (1,082-1,103 g L ™).
After pressing, musts were sulfurized (50 mg L™! SO,) and clarified with flotation, using
nitrogen as flotation gas and yielding turbidity below 100 nephelometric turbidity units.
Fermentation was conducted under controlled temperature conditions at 18-20 °C in
100 L stainless steel tanks. The fermentation period was between 16 and 22 days and was
controlled by daily measurement of temperature and density. A Saccaromyces cerevisiae
yeast strain (Uvaferm SVG) was used for all fermentations. For these, active dry yeast
(dosage 20 g hL™!) was rehydrated according to the manufacturer’s recommendations at

30 °C and inoculated after stepwise temperature adaption.

In addition to normal wine-making procedures, portions of the grapes were macerated
at 4 °C applying dry ice for 4 days without sulphiting or addition of pectolytic enzymes.
After pressing, these musts were warmed up to 18 °C before fermentation. As another
enological variant, we conducted trials with addition of stems for two vintages. In these
trials, stems were collected after destemming and immediately added to the must in a
concentration of 4 kg 100 L™! before yeast inoculation. The stems were later removed at

decanting (vintage 2009) or after 7 days of fermentation (vintage 2011).
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Sample preparation The sample preparation procedure was based on the method
proposed by Lopez et al. [41]. Using 60 mg of Bond Elut Plexa™ PCX sorbent (1 mL
cartridge), conditioning was with 2.5 mL dichloromethane, 2.5 mL methanol and 4 mL
deionized water with flow control done by gravity suction. Then, 25 mL of the sample
(wine, previously spiked with deuterated MPs as internal standards) was adjusted to
pH2 + 0.1 using sulfuric acid (about 1 mL, 1M, depending on the wine) and loaded
onto the sorbent. Sample application was done under moderate vacuum providing a
small flow only (in total percolation took between 1and 2h, depending on sample).
Polar components were rinsed using 1 mL of a mixture of deionized water and methanol
(70 + 30, v + v), adjusted to pH 2 with sulfuric acid. The sorbent was then dried for about
15 min applying positive pressure argon flow onto the SPE cartridges. A second rinsing
step with 0.5 mL dichloromethane was then performed. Elution of MPs was done with
triethylamine in dichloromethane (10 gL™!) that was carried out in two phases: First,
600 pL were added discarding the eluate; then, 200 pL of eluent were added collecting
the eluate in a centrifuge tube. The eluate was washed with 1 mL aqueous buffer of
tartaric acid at pH 3, and the organic phase was transferred into a GC vial and stored in a

refrigerator until analysis.

Method calibration Calibration was done with dichloromethane solutions containing
known amounts of the internal standards IPMP-d3 (359 pg mL™!), SBMP-d3 (404 pg mL™?)
and IBMP-d; (4244 pg mL™!) and analytes IPMP, SBMP and IBMP in varying concentra-
tions yielding ratios from 0.1 to 2 (IPMP/IPMP-ds), 0.25 to 2 (SBMP/SBMP-d;) and 0.05 to
2 (IBMP/IBMP-d3). Calibration ranged from 0.4 to 7.3ng L™! for IPMP, 1.0 to 8.0ngL™*
for SBMP and 2.0 to 75.9ng L™! for IBMP. Detection limits (LODs) and quantification
limits (LOQs) were calculated with DINTEST, version. 2005 DE software (Georg Schmitt,
Inst. F. Rechtsmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg, Germany; www.analytiksoft.de)

according to DIN 32645.

MDGC-SIM-MS  The system for heart-cut MDGC consisted of two GC instruments
(both model 8560, Mega II series from C.E. instruments, today ThermoFisher Scientific,
Dreieich, Germany) connected by a heated transfer line. The first dimension GC was
equipped with a “Moving Column Stream Switching” (MCSS) device [43, 44] allowing

heart cutting of GC fractions and was described in detail earlier [40, 45]. The 'D column
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system consisted of a 3.5m X 0.53 mm i.d. uncoated deactivated precolumn (phenyl-
methyl silylated) (PheSil, BGB-Analytik, Adliswil, Switzerland) connected via a press-fit
piece (BGB-Analytik) to a 30 m X 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with polyethy-
lene glycol (ZB-Wax, Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) of 0.5 um film thickness.
Temperature was programed from 55 °C (8 min isothermal) at 8 °C/min to 250 °C (10 min
isothermal). Injection (20 uL) was done with an autosampler (AS8oo, ThermoFisher)
suited for cold on-column operation. The flame ionization detector (FID) was set to
255 °C and operated with 30 mL min~! hydrogen and 300 mL min™! air as fuel gases. He-
lium was used as carrier gas at a constant inlet pressure of 125 kPa (P1; for details, see
[45]) and 40 kPa (P2). An uncoated fused silica capillary (1.5m X 0.25 mm i.d., PheSil
deactivated) connected the 'D column system via MCSS to the ?D column. This capillary
was guided through a heated transfer line set at 200 °C. Under the described conditions,
elution of internal standards and MPs was between some 19 and 21 min, so cut windows
were set at 19.15-19.45 min for IPMP, 20.47-20.71 min for SBMP and 20.89-21.12 min
for IBMP. The 2D column consisted of a fused silica capillary (15 m X 0.25 mm i.d.) coated
with 0.5 um of 35 % phenyl 65 % dimethylpolysiloxane (ZB-35, Phenomenex). The 2D
GC oven was triggered with a start signal 13 min after the start of the first GC. During
this time and for additional 9 min (total 22 min), a standby temperature of 70 °C was
held, allowing focusing of the transferred MPs. Temperature was then programed at
10 °Cmin~! to 250 °C (10 min isothermal). The inlet pressure for the 2D column was the
MCSS dome pressure and was at 25 kPa. MS acquisition (quadrupole MS, MD8oo, Fisons
Instruments, today ThermoFisher) was operated in the selected ion monitoring mode and
started simultaneously to the GC start. Positive electron ionization (EI +) mode at 70 eV
was used, and ion dwell times were set to 200 ms. The temperature of the ion source was
230 °C. Quantifier ions were m/z 137, 138 and 124 for IPMP, SBMP and IBMP, respectively
(140, 141 and 127 for the corresponding ds-isotopologues), while qualifier ions were 152
and 124 m/z for IPMP, 151 and 124 for SBMP and 151 and 94 for IBMP (155 and 127; 154
and 127; 154 and 97 for the corresponding isotopologues). Acquisition and data analysis

were done using Xcalibur version 1.2. (ThermoFisher).

MDGC-MS/MS  The GC-MS system (Fig. 1) was equipped with a microfluidic Deans
switch (SGE Analytical Science, Victoria, Australia) for heart-cut MDGC (installation and
optimization by S + H Analytik (Monchengladbach, Germany). The GC (Trace GC Ultra,
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TriPlus RSH

| FID | |EPC|

PTV LV OC
GC TSQ Quantum XLS Ultra
TripleQuad MS

S Deans Switch

~ r
el

Figure 1: Schematic diagram of the MDGC-MS/MS system used. DPC uncoated, de-
activated precolumn; AC analytical column, RC restrictor column, FID flame
ionization detector; EPC electronic pressure regulator. Details are described in
the text

AC AC

ThermoFisher) was equipped with a programmable temperature vaporizing injector (PTV),
a split/splitless injector (SSL) with a pneumatics control module, serving pneumatic gas
for the Deans switch and a FID used as monitoring detector for !D separation. The oven
temperature was programed from 70 °C (8 min isothermal) at 10 °C min~?! to 95 °C (1 min
isothermal), then at 10 °C min™! to 135 °C and finally at 50 °C to 270 °C (5 min isothermal).
Injection of 20 pL was done using an autosampler (TriPlus RSH, ThermoFisher) programed
for cold on-column operation. The FID was set to 250 °C and supplied with 35 mL min™!
hydrogen, 340 mL min! air and 30 mL min~! makeup gas (nitrogen). Helium was used
as carrier gas at a constant inlet pressure of 270 kPa. The SSL was set at a constant inlet
pressure of 225 kPa helium. A restriction capillary of 0.7 m X 0.10 mm i.d. (phenylmethyl
silylated, SGE) led to the FID. A 3m X 0.53 mm i.d. deactivated precolumn (PheSil, BGB-
Analytik) was connected via a press-fit connector to 15m X 0.25 mm i.d. of a fused silica
capillary coated with a 0.25-um film of a trifluoropropylmethyl polysiloxane (RTX 200MS,
Restek, Bad Homburg, Germany). Cut windows were from 7.85 to 8.25 min for IPMP and
9.35 to 10.25 min for SBMP and IBMP, transferring the targeted MPs and their deuterated
isotopologues to the D column. The latter consisted of a 30 m X 0.25 mm i.d. fused silica

capillary coated with a 0.25-pum film of a silarylene phase with a polarity similar to 5 %

58



Manuskript P1

diphenyl and 95 % dimethylpolysiloxane (TR-5MS SQC, ThermoFisher). The temperature
program was the same as for !D, as both columns were in the same GC oven. Detection
was with a triple-stage quadrupole MS (QqQ-MS; TSQ Quantum Ultra, ThermoFisher)
operated in SRM. The parent and product ion scans used for quantifier and qualifier SRMs
are summarized in Fig. 2. Collision gas used was argon at a pressure of 1.0 mTorr with
collision energies ranging from 9 to 12V and a resolution of 0.7 amu at Q1 and Q3. Scan
time was set to 0.01s with a scan width of 0.002 m/z, and the chrom filter peak width
was set to 5s. The ion source temperature was set to 230 °C, and emission current was at
50 pA. Data acquisition and control of the Deans switch device was achieved by Xcalibur

software version 2.1 (ThermoFisher).
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Figure 2: Mass spectra (EI +) of targeted MPs and their corresponding MS/MS product
ion scans with highlighted SRMs used for identification

Method validation The recovery was evaluated on a wine sample spiked with two
different spiking levels, each in triplicate. The spiking levels were 1.8 (3.7), 2.0 (4.0) and
19.0 (38.0) ng L™! for IPMP, SBMP and IBMP, respectively. Deuterated MPs were added
to the final extract obtained after sample preparation by SPE. For repeatability studies, a
Sauvignon blanc wine that contained detectable amounts of the three MPs was analyzed

in five repetitions. These experiments were evaluated by MDGC-MS/MS.
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Results and discussion

Calibration graphs for both methods expressed good linearity in the targeted con-
centration ranges (e.g., for MS-MS: IPMP, y = 0.279x + 0.051 R? = 0.999; SBMP,
y = 0.329x + 0.065 R* = 0.997; IBMP, y = 0.050x + 0.003 R* = 0.999) with LODs
and LOQs given in Table 1. Recoveries (n = 3) were 71 + 26 % (IPMP), 78 + 19 % (SBMP)
and 72 + 21 % (IBMP) on the lower spiking level and 87 + 5 % (IPMP), 101 + 11 % (SBMP)
and 87 + 2 % (IBMP) on the upper spiking level. Repeatability (n = 5) determined for
native MP concentrations of a wine sample was 0.8 + 0.3 (37 %), 2.7 + 0.4 (16 %) and
8.3+0.7 (8 %) for IPMP, SBMP and IBMP, respectively. The MS experiments for quantifier
and qualifier SRMs had been chosen based on their mass fragmentation patterns (Fig. 2).
Interestingly, the MS/MS method did not necessarily provide lower detection limits as
SIM-MS. Obviously, the advantage of the higher selectivity is paid for by a general loss
in ion intensity, due to the second fragmentation step. As can be seen in Fig. 3, the
sensitivity for IBMP (tenfold concentration) does not match that for SBMP. However, this
was not considered critical, as IBMP is generally the most abundant MP in Sauvignon
blanc wines. The detection limits achieved here are lower than those described by others

using a triple-stage quadrupole MS for MP detection [23].

Table 1: Detection and quantification limits (ng L™!) of the two MS methods

LOD LOQ
SIM-MS SRM-MS-MS SIM-MS SRM-MS-MS

IPMP 0.1 0.4 0.5 1.5

SBMP 0.4 0.7 1.5 2.6

IBMP 1.1 1.3 43 5.0

Applying the developed method for the analysis of viticultural trials investigating the
influence of leaf removal on the final MP concentrations (results summarized in Table 2),
we found some discrepancies between the SIM—-MS and MS/MS results. In some samples
(highlighted data), SBMP was considerably high (higher than IPMP), a result that is not
in accordance with its usually being the least abundant of the three investigated MPs
in Sauvignon blanc. A possible explanation could be the more selective analysis (of the
same extract) by MS/MS revealing lower and more plausible data, particularly for SBMP.

However, one has to consider the different chromatographic systems involved in the
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Figure 3: D GC separation (FID) with indicated heart-cut regions of a wine aroma extract
spiked with 4ngL~! (IPMP, SBMP) and 40 ng L™ (IBMP) and the respective
deuterated MPs (lower window). Upper window shows 2D quantifier ion traces
for MPs: a 140 (IPMP-d3), b 137 (IPMP), ¢ 126 (SBMP-d3, IBMP-d3), d 123 (SBMP,
IBMP)

MDGC-SIM-MS and MDGC-MS/MS applications, impeding an explanation solely by a
better selectivity of the detection system. Still, even after the selective sample preparation
and GC separation (here by MDGC), SBMP (or others) can be disturbed by co-eluting
matrix compounds in some wine samples. Therefore, analytical data on trace-level
determination of MPs should be considered carefully, always keeping their plausibility in
mind. Such data had been found earlier in other studies and were considered valid on a
first assumption, as there were no hints found in the raw data [46, 47]. In this respect,
MS/MS provides another dimension of selectivity and therefore a better chance for valid
data. Other groups described the application of comprehensive two-dimensional GC
(GCXGC) for MP analysis [36]—a technique that can provide high separation efficiencies.
Still, co-elutions cannot be ruled out as such, as had been described for GCxGC-SIM-MS
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[40]. At present, GCXGC coupled to a time-of-flight MS (Tof-MS) seems to be the most
promising technique as it combines high separation efficiency and also allows spectral
deconvolution algorithms applied on (full scan) Tof—-MS data [34]. The latter allows
quantification on undisturbed (unique) ion traces and also allows postrun verification of
potentially co-eluting compounds on full scan level. Such information is not available due

to the more restricted spectral information obtained by SIM-MS or MS/MS experiments.

Table 2: Influence of leaf removal on MP concentrations (ng L™!)

Leaf removal  Vintage/clone IPMP SBMP IBMP
SIM-MS MS-MS SIM-MS MS-MS SIM-MS MS-MS

Before anthesis 2009/Inra 241 0.9 0.5 <LOD% 1.0 <LOD <LOD
None 0.8 0.6 1.0 <LOD <LOD 1.9
Before anthesis 2011/Inra 241 0.4 0.4 nd nd 1.5 1.6
None 0.8 0.8 nd nd 3.9 3.9

At veraison 2009/Inra 161 0.7 0.5 <LOD 0.8 <LOD <LOD
None 0.7 0.6 0.7 0.9 <LOD <LOD
At veraison 2011/Inra 161 2.9 0.7 3.9 nd 4.8 2.2
None 2.1 0.6 2.2 nd 5.6 5.4

Bold values represent results with atypical SBMP concentration levels (as discussed in text)

nd  not determined (due to interferences on ion traces)
a

limit of detection

Despite the analytical issues, data determined for the leaf removal experiments (Table 2)
show a tendency toward higher MP concentration (particularly IBMP) when no leafs
were removed. Such results are in agreement with previous work [17, 22], but for the
vintages investigated here, no clear tendency should be interpreted as concentration
levels were generally very low. Considering the data for the clone varieties investigated,
one might see a tentative difference between clone varieties. The clone variety as such is
an important aspect with respect to its viticultural performance, but to the best of the
authors’ knowledge, only few studies considered clone or genotype variety with respect
to MP concentrations at the harvesting stage [31, 37]. However, the data available so far
are only limited, and our interpretation should further be supported by future studies,
allowing a statistical coverage. In general, it can be concluded that MP concentrations
decline over the ripening period, a fact that has been studied in more detail particularly
by Sacks and coworkers [48]. In our situation, there had been almost no analytically

detectable levels of MPs to observe such differences over time. Besides the viticultural
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options available to the winemaker, there seems to be a general climatic influence as
well, meaning that MPs are considerably lower in some years than in others. The most
promising results for the winemaker were found with the investigation of the enological

variants “cold maceration” and “stem addition.”

From earlier studies, it is well known that localization of the MPs is primarily within
the skin and stem rather than in the flesh of the grape berry, a fact that had been
studied in detail for Cabernet Sauvignon grapes (a red variety that also has high MP
concentrations) [20]. Therefore, treatments that allow better pulping and extraction of
the berry skins may yield higher extraction and MP concentrations in the final wine.
Cold maceration realized by the addition of dry ice as pellets acting upon the pulp for
some hours, proved to be a good means to increase MP concentration (Table 3). The
process, however, is more costly than standard procedures for winemaking. On the other
hand, it provides an antioxidative environment that can be considered beneficial also
in other enological respects [49]. Compared with the normal treatment (control wines),
cold macerated samples showed about a threefold increase in MP (again, particularly
IBMP) concentration (Table 3). Again, the data indicate a considerable difference between
vintages, as MPs that are very low in some years still remain on low levels as was the
case in vintages 2008 and 2009. Since the majority of MPs is located in the stems, a
prolonged fermentation on the stems was able to considerably increase MP levels even
in such a year (2009). However, this practice has its drawback for the final wine quality,
as other compounds will be co-extracted as well. In this respect, overdoing co-extraction,
particularly of phenolic compounds, is not desirable for a delicate white wine aroma such
as a Sauvignon blanc [50]. Phenolic compounds may cause astringency, bitterness and an
increase in color—characteristics that will not be accepted on a higher level by the white
wine consumer. A compromise might be found in a shortened stem addition as was tested
in vintage 2011. Here, a co-fermentation period of only 7 days (rather than the 14 days in
2009) yielded MP concentrations comparable with what was achieved by cold maceration.
The vintage 2011 obviously was a year in Germany that allowed for higher MP levels in
the Sauvignon blanc wines, as already the control wine had a decent IBMP concentration
well above its sensory threshold value. Sensory analysis for these wines therefore revealed
a pronounced “green” note, typical for such a Sauvignon blanc wine, whereas in other
years, this “green” attribute was less pronounced, and correspondingly, the “typicity” of

these wines was low [51]. A more detailed report on the sensory analysis and discussion
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on the overall viticultural and enological aspects would widen the analytical scope of
this discussion too much. The reader is thus referred to such results published elsewhere
[51, 52]. In addition to our studies with Sauvignon blanc, we included in 2011 the new
hybride Cabernet blanc [53]. This new grape variety is known for intense green sensory
notes that correspond well with an increased expression of MPs (Table 3). For the German
climatic conditions, Cabernet blanc would most probably allow the production of wines
with high MP contents (and the corresponding green notes) as such, or to be used in a
blend (cuvée) with a Sauvignon blanc wine. However, as Cabernet blanc is not a fully
classified grape variety yet, legal regulations apply and have to be carefully considered
[54]. Furthermore, considering the use of Cabernet blanc in cuvées, legal regulations also
apply to the maximum percentage allowed in a blend when labeled as a Sauvignon blanc
wine. The latter is interesting particularly for winemakers in Germany, as up to 15 % in
volume might in certain cases be added without the need for declaration [55]. Since legal
regulations are subtle and may also vary within the states of a European country or with
respect to the international background, a careful study of the underlying regulatory

documents is highly suggested.

Conclusions

Based on a selective extraction and enrichment method via a mixed-bed cation-exchange
SPE, followed by MDGC-MS analysis, trace-level quantification of MPs in the lower
ng L™! concentration range was achieved. Comparing SIM-MS and MS/MS detection
revealed for some wines, the presence of interfering co-eluting compounds that could be
suppressed by the more selective MS/MS detection mode. Still, matrix effects were severe
for some samples, rendering reliable quantification impossible on the low ng L™! level.
Applying the proposed analytical method to German Sauvignon blanc wines revealed
only low MP concentration levels for most of the investigated vintages. Still, higher
MP concentration could be achieved in the final wines when applying cold maceration
or stem addition as enological variations. The latter options are particularly promising
with the new hybride Cabernet blanc, which seems to possess a higher potential for
MP generation than Sauvignon blanc. From the winemakers point of view, the “green”
sensory notes that are normally associated with a high typicality of Sauvignon blanc
wines can be enhanced by applying cold maceration or stem addition during vinification

[51, 52]. However, for the assumptions derived from this work, one should further pursue
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Table 3: Influence of cold maceration (CM) and stem addition (SA) on MP concentrations

(ngL™")

Variants Vintage IPMP SBMP IBMP
SIM-MS MS-MS SIM-MS MS-MS SIM-MS MS-MS

HD1 control 2007 0.3 <LOD% <LOD <LOD <LOD <LOD
HD2, 3 control 2007 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HD2 CM 2007 2.8 2.9 0.4 <LOD 8.0 8.4
HD1 control 2008 0.4 <LOD <LOD <LOD <LOD 1.6
HD2 control 2008 0.3 <LOD <LOD <LOD 1.1 2.2
HD3 control 2008 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HD2 CM 2008 0.8 0.7 <LOD <LOD 1.8 3.0
HD1 control 2009 0.5 0.5 nd <LOD <LOD <LOD
HD1CM 2009 2.0 1.4 0.9 0.7 4.1 4.6
HD2 CM 2009 1.7 14 04 <LOD 3.7 4.7
HD2 SA (14 days) 2009 2.3 2.2 0.7 0.7 8.6 9.4
HD1 control 2011 0.9 0.8 <LOD <LOD 4.6 5.0
HD1 CM 2011 3.4 3.6 0.7 0.8 16.4 15.0
HD1 SA (7 days) 2011 3.6 3.6 0.8 0.8 14.1 14.1
HD1 control CB* 2011 0.6 0.4 0.6 <LOD 9.9 9.9
HD1 CM CB* 2011 0.7 0.5 <LOD <LOD 14.6 14.7
HD2 control CB* 2011 <LOD <LOD <LOD <LOD 6.8 7.2
HD2 CM CB* 2011 1.0 1.0 04 <LOD 20.9 20.3

nd not determined
CB* Cabernet blanc

a

limit of detection

such trials since the underlying database is at present limited, and climatic variations

between vintages considerably influence the overall potential for the MP concentrations

to be found in the grapes and the wines made thereof.
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2.1.1.3 Diskussion der Unterschiede beider Methoden

Fiir beide Methoden, die auf der gleichen Trenntechnik beruhen, ergaben sich dhnliche
Nachweisgrenzen fiir die Analyten. Bei der MDGC-Methode mit spezifischerer MS/MS-
Detektion (SRM-Modus, s. Abb. 2.2) wiren niedrigere Nachweisgrenzen zu erwarten
gewesen als bei der MDGC-MS-Methode (SIM-Modus). Der hoheren Selektivitat der
MS/MS steht durch die zweite Fragmentierungsreaktion der Analyten eine Verminderung
der Ionenintensitéat entgegen. Aulerdem bietet die Auswahl der Mutterionen auf Grundla-
ge ihrer Fragmentgrofie, hier der Molpeak — und nicht auf Grund der héchsten Intensitat
im Massenspektrum oder des grofiten Signal-Rausch-Verhéltnisses — eine Erklarung fir
die geringere Empfindlichkeit bei IBMP verglichen mit den anderen beiden MPs in der
MS/MS, sowie aller drei MPs gegentiiber der SIM-MS-Methode. Dennoch liegen die Nach-
weisgrenzen beider Methoden hier mit hochstens 1,3 ng/L fir IBMP in einer akzeptablen

Groflenordnung fiir die Bestimmung von nativen MP-Gehalten aus der Matrix Wein.

Q1 Q2 Q3
y J || J ] )
e — o _~
8 — * % o te g S
] J || W J || )
m/z = konstant Fragmentierung m/z = konstant

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Vorgiange beim Selected Reaction Monito-
ring (SRM) nach [227]: Fragmentionen werden in Q1 selektiv durchge-
lassen, in der Kollisionszelle Q2 kommt es durch Stofle mit zugeleitetem
Kollisionsgas zur weiteren Fragmentierung und aus diesen Fragmenten
werden erneut selektiv Fragmente (m/z-Verhaltnisse) zum Detektor durch-
gelassen. Im Gegensatz dazu entfillt bei der SIM-MS an einem Quadrupol
die zweite Fragmentierung,.

Bei der Anwendung beider Methoden auf die gleichen Wein-Proben sind teilweise deut-
liche Diskrepanzen aufgetreten, so z. B. ungewohnlich hohe SBMP und IPMP-Gehalte
nach MDGC-MS in einzelnen Proben. Mittels MDGC-MS/MS dagegen wurden meist
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niedrigere und, verglichen mit dem Verteilungsmuster der MPs in Wein, auch plausiblere
Gehalte festgestellt (insbesondere SBMP als Minorkomponente [15]). Da allerdings die
chromatographischen Systeme beider Methoden nicht identisch sind, kénnen diese Un-
terschiede nicht unbedingt allein durch die gesteigerte Selektivitat der MS/MS-Detektion
erklart werden, sondern auch durch moglicherweise interferierende Co-Elutionen mit
den MPs im MDGC-MS-System. Insgesamt bietet die MS/MS-Detektion (im SRM-Modus)
gegeniiber der SIM-MS eine hohere Selektivitat und daher plausiblere Ergebnisse.

Die Ergebnisse der in dieser Studie untersuchten weinbaulichen und oenologischen

Einflisse sind in Abschnitt 2.2.2, S. 143, und in der Veroffentlichung P1 selbst diskutiert.

2.1.2 P2: Optimierung der MDGC bei Quantifizierung mittels
SIDA

2.1.2.1 Schnittfensterlinge und Isotopeneffekt

Die H/C-MDGC eignet sich sowohl zur Spurenanalytik als auch zur Enantiodifferenzie-
rung chiraler Verbindungen aus Substanzgemischen. Fiir eine verlassliche Quantifizierung
in beiden Anwendungsbereichen empfiehlt sich der SIDA. Obwohl durch H/C-MDGC
die Komplexizitit der Probe durch den Transfer ausgewihlter Bereiche stark verringert
wird, konnen Co-Elutionen in der zweiten Dimension auftreten und die quantitative
Bestimmung der Analyten storen (siehe Abschnitt 2.1.1 und [176]). Um das Risiko fiir Co-
Elutionen in 2D und damit das Storpotential fiir die Quantifizierung zu minimieren, sollte
auler den Zielkomponenten ein moglichst geringer Probentransfer aus D stattfinden.
Der Probentransfer erfolgt zeitlich gesehen in sogenannten Schnittfenstern, die alle zur
Quantifizierung notigen Substanzpeaks vollstandig erfassen sollten. Bei Anwendung des
SIDA kann eine Minimierung der zeitlichen Ausdehnung dieses heart-cuts zur Reduktion
von Matrix in ?D von Vorteil sein. Ein Anschneiden der Peaks von Analyten und internen
Standards, also ein partieller Transfer, sollte in jedem Falle vermieden werden, da das
Mengenverhiltnis beider Substanzen dann nicht mehr representativ fiir die Probe und
damit ungeeignet fiir eine Quantifizierung ist. Zur Vermeidung eines Anschnitts werden

gezielte Sicherheitsabstinde um die Substanzpeaks vorgeschlagen.
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2 Ergebnisse und Diskussion

Vorraussetzung fiir eine Optimierung der Schnittfenster bei gleichzeitiger Anwendung des
SIDA ist das Wissen iiber den Isotopeneffekt der Analyten und isotopologen Analoga auf
chemisch verschiedenen stationdren Phasen. Auf apolaren Silikonphasen und besonders
bei deuterierten Analoga tritt haufig der inverse Isotopeneffekt auf, was bedeutet, dass das
mit Deuterium markierte Molekiil mit héherer Molekiilmasse vor dem nicht-markierten
eluiert [228, 229]. Andert sich die Polaritit der stationdren Phase und damit auch die
moglichen Wechselwirkungen mit den Analyten, so kann der Isotopeneffekt von invers
(auf apolaren Phasen) bis hin zu normal (auf stark polaren Phasen) umschlagen. Seit
Einfiihrung der sogenannten ionischen Fliissigkeiten als stationare Phasen in der GC ist
eine grofie Bandbreite an sehr polaren Trennphasen verfiigbar, die sich hinsichtlich des
Isotopeneffekts teilweise unvorhersehbar verhalten. Der Isotopeneffekt auf ionischen

Flussigkeiten wurde fiir ausgewéhlte Wein-relevante Analyten untersucht [230].

Fiir Studien zur Optimierung von Schnittfensterldngen wurde ein MDGC-System mit zwei
Ofen verwendet. Als stationire Phase in 'D kam eine mittel-polare ionische Fliissigkeit
(1,12-Di(tripropylphosphonium)dodecan-bis(trifluoromethylsulfonyl)imid) zum Einsatz
(SLB-IL60, Sigma-Aldrich, s. Abb. 2.3), die in fritheren Versuchen ([230]) fiir IPMP eine
Co-Elution mit dem dreifach deuterierten Analogon bewirkte. Fiir die weiteren MPs mit
ihren ebenfalls in der Methoxygruppe dreifach deuterierten Analoga ist ein identischer
Isotopeneffekt zu erwarten, was sich durch die Co-Elution aller drei MPs mit ihren

Isotopologen instrumentell bestétigen lief3.

In 2D wurde die enantioselektive Trennsiule auf Grundlage des chiralen Selektors
Oktakis(2,3-di- O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin (Lipodex G®) eingesetzt. Zur Detek-
tion wurde ein Quadrupol-MS mit EI+ und 70 eV wahlweise im Scan- oder im SIM-Modus

genutzt.
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Manuskript P2

Optimization in multidimensional gas chromatography applying

quantitative analysis via a stable isotope dilution assay

Abstract

Trace level analyses in complex matrices benefit from heart-cut multidimensional gas
chromatographic (MDGC) separations and quantification via a stable isotope dilution
assay. Minimization of the potential transfer of coeluting matrix compounds from the
first dimension (D) separation into the second dimension separation requests narrow
cut-windows. Knowledge about the nature of the isotope effect in the separation of
labeled and unlabeled compounds allows choosing conditions resulting in at best a co-
elution situation in the 'D separation. Since the isotope effect strongly depends on the
interactions of the analytes with the stationary phase, an appropriate separation column
polarity is mandatory for an isotopic co-elution. With 3-alkyl-2-methoxypyrazines and
an ionic liquid stationary phase as an example, optimization of the MDGC method is

demonstrated and critical aspects of narrow cut-window definition are discussed.

Introduction

Complex matrices are a core application field for multidimensional capillary gas chro-
matography (MDGC) particularly in trace level analysis. MDGC is an established and
important tool, as it selectively allows the transfer of the targeted analytes with eventu-
ally co-eluting matrix compounds from a first dimension (D) separation into a second
dimension (D) separation, then choosing a column of different (preferably orthogonal)
polarity. Compared to comprehensive two-dimensional chromatographic techniques,
MDGC involves only a limited number of often called heart-cut transfers into 2D; thus,
it belongs to the hyphenated techniques and can occasionally be found as GC-GC in
literature. Furthermore, enantiodifferentiation of chiral compounds is usually done via
MDGC methods, hyphenating an enantioselective (°D) separation column with an achiral
pre-separation column in !D. Such an achiral pre-separation allows the selective transfer
(cut) of the chiral compound of interest to be further analyzed in 2D. Both heart-cut and

comprehensive multidimensional techniques have recently been reviewed [1].
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For quantitative analysis in GC, the idea of using internal standards based on stable
isotope-labeled compounds is not new and represents the method of choice in many
of today’s applications. It is found particularly in food and flavor analysis, but also in
environmental and other trace level applications. This approach is often called stable iso-
tope dilution assay (SIDA) in literature. Its principle, application fields, and the historical
background have been summarized [2]. In the course of MDGC method development,
particularly with respect to optimizing the fraction to be transferred from the !D to the 2D
separation column, the chromatographic behavior of labeled and unlabeled compounds
has to be considered. Using conventional apolar silicone stationary phases, one often re-
alizes an elution pattern in which the labeled compound elutes earlier than the unlabeled
compound. This is particularly pronounced when deuterium is used for labeling the
standards. Such deuterated compounds are often used in SIDA, as they are accessible and
relatively inexpensive compared to, e.g., *C-labeled compounds. The before described
elution order in which the isotopic labeled compound elutes earlier is referred to as the
inverse isotope effect. The opposite elution order is referred to as the normal isotope effect.
Depending on the amount of isotopic labeling and molecular structure, even a baseline
resolved separation of labeled and unlabeled compounds is not unusual. However, such
behavior is not preferred when a !D cut-window has to be optimized with respect to a
minimal transfer of eventually co-eluting and thus potentially disturbing (in D) matrix
compounds. With the introduction of ionic liquids (ILs) as separation columns in GC,
a large and very polar range of new stationary phases has been made available lately.
The nature of the isotope effect as such and on IL stationary phases in particular has
recently been discussed [3]. It could be shown that careful choice and optimization of an
appropriate combination of deuterium-labeled compound and stationary phase polarity
allow shifting the isotope effect from inverse (on an apolar column) to normal (on a very
polar column). Besides the above-cited study on ionic liquid stationary phases, an accord-
ing shift of the nature of the isotope effect may be observed on other (polar) stationary
phases as well, depending on the individual molecular interactions. In the work described
here, we would like to discuss the optimization of a cut-window (in the pre-separating
D column) using an ionic liquid stationary phase and 3-alkyl-2-methoxypyrazines as

example for both targeted trace level as well as enantioselective GC analysis.

76



Manuskript P2

Materials and methods

A solid phase microextraction (SPME) fiber (50/30 pm divinylbenzene/carboxen/poly-
dimethylsiloxane), galbanum oil, 3-iso-propyl-2-methoxypyrazine (IPMP; > 97 %), 3-sec-
butyl-2-methoxypyrazine (SBMP; > 97 %), and 3-isobutyl-2-methoxypyrazine (IBMP;
> 97 %) were obtained from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). [?H3]-IPMP (d3-IPMP),
[°H3]-SBMP (d3-SBMP) and [?H3]-IBMP (d3-IBMP; deuterium in methoxy group for
ds3-MPs) had been synthesized in-house as described earlier [4].

MDGC analysis

A “Moving Capillary (Column) Stream Switching” system was used for heart-cut MDGC
as described previously [5]. Basically, two C.E. Instruments 8000 series GC systems (today
ThermoFisher Scientific, Dreieich, Germany) were coupled with a heated transfer line,
which was set to 200 °C. The achiral !D column consisted of a 30 m X 0.25-mm i.d. fused
silica capillary, coated with a mid-range polarity ionic liquid stationary phase (SLB-IL6o,
Sigma-Aldrich) of 0.2-um film thickness. Carrier gas used was helium at a constant inlet
pressure of 165 kPa (P1; for details see [5]) and 110 kPa (P2). Temperature for 'D column
was programmed from 40 °C (2 min hold) with 4 °C min™! to 122 °C, then with 15 °C min™!
to 200 °C (5 min hold). Detection was via a flame ionization detector (FID) set to 220 °C
and injection was in splitless mode (120 s) at 230 °C. A phenylmethyl-deactivated fused
silica capillary (1 m X 0.25 mm i.d.) connected the 'D column with the column in the 2D
oven. This 2D column consisted of a 25m X 0.25-mm i.d. fused silica capillary, coated
with Lipodex G®, based on octakis(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin as the
chiral selector (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). Temperature was programmed from
40 °C (22 min hold) with 30 °Cmin™! to 60 °C (5 min hold), then with 1 °C min™! to 80 °C,
finally heated with 30 °C min™! to 200 °C (5 min hold). The actual inlet pressure was given
at the read-out on the pressure gauge P2* and was at 85kPa. Detection at the end of
the 2D separation was with a quadrupole mass spectrometer (TraceMS, ThermoFisher
Scientific). Positive electron ionization mode was used at 70 eV. The MS scan range was
set at m/z29-250 or for trace level analysis using selected ion monitoring of the base
peaks of the MPs. Data acquisition was performed via Xcalibur software, version 1.2
(ThermoFisher Scientific). A CombiPAL system (CTC, Zwingen, Switzerland), suiting
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automated headspace SPME (HS-SPME), was used for extraction which was done for

10 min at 50 °C and sample injection (2 min desorption period).

Results and discussion

Polarity tuning in 'D allows minimization of MDGC cut-windows

In a classical method development for MDGC, one has to consider the peak profile,
particularly the peak width at base for defining the beginning and the end of the peak
transfer window in time (cut-window). A complete transfer of a peak relies on the peak
width also including peak tailing. Taking a peak width of about 6 s, a cut-window should
be set with some respect to retention time drifts or changes in the peak profile with a
minimum of an additional safety margin of the same peak width. Here, another 6 s at the
front and 6 s at the end of the peak profile are advised. In this example, we end up in a
total of 18 s as cut-window. Reasons for changes of the peak profile or minor retention
time drifts can be manifold, but concentration-dependent peak broadening, injection-
related effects, co-eluting components of various concentrations, and chemical nature
(particularly seen in real samples) are the important ones to mention here. With respect
to deuterated internal standards used in SIDA, the additional peak width and its elution
in relation to the target analyte have to be considered carefully. In a previous study,
we have shown baseline separation for IPMP and ds-IPMP on an apolar phenylmethyl
silicone (ZB5) stationary phase revealing a strong inverse isotope effect [3]. Such a
baseline separation would add another 6 s to a cut-window in our above-mentioned
example, which simply increases the risk of transferring co-eluting compounds in an
MDGC application. For the extremely polar SLB-IL111 stationary phase, a pronounced
normal isotope effect had even been encountered. Although not baseline separated, this is
not desirable either. Interestingly, a mid-range polarity ionic liquid stationary phase like
SLB-IL59 or SLB-IL60, the latter applied in this work, showed co-elution of the isotopic
compounds. Thus, no isotope effect was observed. This allows narrowing the cut-window

for the transfer of such a pair of target compounds to the minimum of 18s.
Advantages and disadvantages of narrow cut-windows in !D

The analysis of the IPMP, SBMP, and IBMP fraction from a galbanum essential oil via HS-
SPME-MDGTC is presented in Fig. 1. Comparing a wide and narrow cut-window (Fig. 1b)
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Figure 1: Enantioselective MDGC analysis of MPs in galbanum oil via HS-SPME. a 'D
Separation on SLB-IL60 as pre-column; a* cut-windows. b Separation on enan-
tioselective 2D column (Lipodex G®), upper trace with 42 s cut-windows (each)
or 18 s (lower trace); absolute scaling intensities given for estimation of real
peak size. ¢ Quantification on narrow, 18 s cut-windows via quantifier ions:
m/z 137 (140), 138 (141), and 124 (127) for IPMP (d5-IPMP), SBMP (d;-SBMP),
and IBMP (d3-IBMP), respectively. Conditions as described in “Materials and
methods” section
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demonstrates the increase in selectivity with narrow cutwindows. With a transfer of 42 s,
a major co-eluting peak is seen at the retention of SBMP, which is not transferred with a
transfer period of only 18s. The latter situation is best suited for SIDA quantification
as shown in Fig. 1c. However, considering a SIDA application, one also has to question
as to how far cut-windows can be narrowed. In Fig. 2, results are presented for peak
area ratios of unlabeled and labeled MPs. The area ratios for a complete transfer differ
from those cutting at the front or rear of the co-eluting peaks (Fig. 2a, b). Obviously, a
higher amount of the deuterated (d;-MP) was transferred with the front cut, reducing
the area ratio. Starting the transfer (cut) at the rear of the !D peak yields higher area
ratios. These results imply a non-perfect co-elution in D, although the peak profile had
not shown any shoulder (with FID as detector). This tells us to strictly avoid such partial
cuts in a quantitative MDGC analysis based on the SIDA approach. Otherwise, erroneous
quantitative data may be the outcome of such a situation. With the chiral compound
SBMP, the peak area ratio for (S)/(R)-enantiomers is not significantly changed (Fig. 2c).

The latter reveals that only the 2D separation occurs with enantioselective specifity.

Conclusion

Optimization in quantitative MDGC applications based on a SIDA approach may be done
with respect to the nature of the isotope effect. This effect is particularly pronounced
with deuterated isotopic standards and ranges from inverse to normal, depending on the
polarity of the stationary phases used. The ideal optimization with respect to a narrow
cut-window in 'D is a chromatographic pre-separation without a noticeable isotope
effect. Such a co-elution situation of labeled and unlabeled compound can be realized
with polarity tuning in the !D separation, eventually considering the wide polarity
range available with modern ionic liquid stationary phases. However, with samples in
which analyte concentrations vary over a certain magnitude, one has to be aware of
the concentration-dependent peak widths in general. In such situations, an excessively
narrow cut-window in 'D has to be avoided. Particularly for SIDA-based quantitative
MDGC analysis, one must not overdo narrowing of the cut-window, as a partial transfer
of the labeled and unlabeled compound may result in erroneous quantitative data. As
long as the !D separation occurs with an achiral stationary phase, results obtained for an
enantio- MDGC analysis (enantioselective 2D separation) are not influenced by a partial
cut of the 'D peak.
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Figure 2: Consequences of complete or partial transfer in MDGC analysis. a Co-eluting
isotopic MPs in !D allow narrow cut-windows, but complete or partial transfer
conditions (as indicated by the arrows) must be considered. b Influence on peak
area ratios of unlabeled/labeled MP (n=2). ¢ Influence on peak area ratios for
(S)/(R)-SBMP (n=2). Conditions as described in “Materials and methods” section
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2.1.2.3 Vorteile zeitlich kurzer Schnittfenster

Ausgehend von einer in der GC tiblichen Peakbreite (Basispeakbreite, entsprechend der
vierfachen Standardabweichung der Normalverteilung, 40 [231]) von ca. 6 s wurden fiir
das Setzen von Schnittfenstern (Dauer des Probentransfers) in der MDGC zusatzliche
Sicherheitszeitfenster von jeweils 6 s vor und hinter dem Analytenpeak als sinnvoll er-
achtet (insgesamt also drei mal 6 s fiir den Transfer eines Substanzpeaks). Ein solcher
Sicherheitsabstand soll Retentionszeitdrifts, z. B. durch Varianzen bei der Injektion oder
durch Co-Elutionen, sowie Veranderungen im Peakprofil, insbesondere die konzentrati-
onsabhéngige Peakverbreiterung, abfangen und einen vollstindigen Analytentransfer

sicherstellen.

Fir die isotopologen Standards sollten konsequenterweise die gleichen Sicherheitsab-
stande gelten. Bei einer Basislinien-Trennung von Analyten und Standards wiirde zum
Schnittfenster von 18 s fiir einen Peak also noch einmal eine Peakbreite (hier 6 s) addiert.
Um diese Verldngerung der Schnittfenster zu vermeiden, wire also eine Co-Elution von
Analyt und isotopologen Standard ideal. Im Fall der Co-Elution (wie fir MPs und ihre
Isotopologen auf den stationdren Phasen SLB-IL6o und SLB-IL59 beobachtet) muss kein
zusatzlicher Sicherheitsabstand addiert werden, es bleibt bei 18 s. Diese beiden beschrie-
benen Szenarien, die das Festlegen eines Schnittfensters beeinflussen, sind In Abb. 2.4

schematisch dargestellt.

Fiir die eigenen Studien wurden der kurzen Schnittfensterlange von 18 s als worst-case-
Szenario Schnittfenster von 42 s gegeniibergestellt. Diese Lange ergibt sich aus der Annah-
me einer deutlichen Trennung von Analyt und Standard (es werden dafiir drei Peakbreiten

von je 6 s angenommen) plus je 12's vor und hinter den Substanzpeaks (s. Abb. 2.5).

In einem Versuch wurden bei der HS-SPME MDGC-Analyse von Galbanumol, welches
IPMP, SBMP und IBMP nativ enthilt, jeweils kurze (18 s) und lange (42 s) Schnittfenster
im Vergleich angewendet (genauere Angaben und Chromatogramme s. Publikation P2
in Abschnitt 2.1.2.2). Bei den langen Schnittfenstern wurde aus Galbanumol generell
mehr Probenlast in 2D und bei SBMP eine deutliche Co-Elution festgestellt. Diese be-
wirkte eine Verkiirzung der Elutionszeit von SBMP um etwa 12 s und eine deutliche
Uberlagerung des Massenspektrums (im Scan Modus). Bei programmgestiitzter Peak-

Erkennung und -Integration vermag eine so deutliche Retentionszeitverschiebung eines
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Signalintensitat
Signalintensitat

Zeit Zeit

Szenario 1 Szenario 2

Abbildung 2.4: Zwei Szenarien bei der Ermittlung der Schnittfensterlange in der MDGC
aus den Peakbreiten und gleich langen Sicherheitsabstinden davor und
dahinter, durch Pfeile dargestellt: 1) Peak einer Substanz oder Co-Elution
von Analyt und Standard, 2) Isotopeneffekt mit Basislinientrennung von
Analyt und Standard

Substanzpeaks und die Verdnderung der Fragmentionen-Verhaltnisse falsch Negative
oder Verwechslungen in der Zuordnung zu erzeugen. Je nach Fragmentierungseigen-
schaft und Mengeniiberschuss der co-eluierenden Substanz kann eine Veranderung der
Ionisierungsausbeute der Analyten im MS und auch dadurch eine mehr oder weniger
grofle Storung der Massenspuren der Analyten eintreten. Kurze Transferfenster, die
den Eintrag stérender Komponenten in ?D minimieren, wie an Galbanumdl mit 18s
Schnittfensterldnge zu sehen, steigern also die Freistellung der Analyten und bieten die

Grundlage fiir eine verlassliche Quantifizierung mittels SIDA.

2.1.2.4 Grenzen der Minimierung von Schnittfensterlangen

Um die Grenzen der Schnittfensterverkiirzung zu untersuchen wurden die co-eluierenden
Analyten- und Standardpeaks von IPMP und SBMP gezielt angeschnitten. Beim Transfer
des vorderen Peakteils (Anfang bis Mitte) wich das Peakflachenverhaltnis Analyt/interner
Standard im Vergleich zum vollstindig transferierten Peak nach unten ab. Der hintere
Peakteil (Mitte bis Ende) hatte folglich ein hoheres Verhaltnis. Hieraus lasst sich schlief3en,
dass die Analyten mit ihren Isotopologen in 'D nicht genau co-eluieren, sondern ein

leichter inverser Isotopeneffekt auftritt, auch wenn dieser an der Peakform in 1D nicht zu
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Signalintensitat

Zeit

Abbildung 2.5: Theoretisches worst case-Szenario bei der Ermittlung von Schnittfenster-
langen durch deutliche Trennung von Analyt und Standard und doppelte
Sicherheitsabstdnde vor und hinter den Peaks

erkennen ist. Wie dieses Beispiel zeigt sollte bei Verwendung des SIDA gerade im Falle
der nicht exakten Co-Elution von Analyt und Standard ein partieller Anschnitt beim
Transferieren vermieden werden. Fir die Minimierung der Schnittfensterlange ist daher

eine Berticksichtigung von Sicherheitsabstanden unerlasslich.

Wird nach der Trennung in 2D das Verhiltnis der Enantiomere des SBMPs zueinander
betrachtet, so ergeben sich fiir die drei verschiedenen Szenarien des Transfers (ganzer
Peak, vorderer Teil, hinterer Teil) keine Unterschiede. Dies verdeutlicht, dass in 'D eine
rein achirale Trennung stattfindet und ausschlieflich die °D-Trennphase enantioselektive
Spezifitat gegeniiber SBMP besitzt. Fiir die Bestimmung von Enantiomerenverhéltnissen
sind Anschnitte der Analytenpeaks in 'D zwar nicht verfilschend, sollten aufgrund

anderer Nachteile wie reduzierte Substanzmengen in 2D dennoch vermieden werden.
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2.1.3 P3: Enantioselektive multidimensionale und umfassende

zweidimensionale Methoden

Um eine abgesicherte Enantiodifferenzierung durchfiihren zu konnen, miissen Standards
der Enantiomere vorliegen oder hergestellt werden und diese chemisch charakterisiert
sein. Auflerdem miissen geeignete chirale Selektoren fiir die stationiaren Trennphasen er-
mittelt werden, sowie die geeigneten Bedingungen fiir eine Auftrennung der Enatiomere
in der GC. Im Rahmen dieser Arbeit war fiir diese Aufgabenstellung die Literaturrecher-
che zielfithrend. Im Jahr 1990 veroffentlichten Mihara et al., dass SBMP in Galbanumol
ausschliefllich in (S)-Konfiguration vorliegt, was tiber geeignete NMR-Techniken und
den Vergleich mit den synthetisierten Enantiomeren zu belegen gelang [108]. In einer
spateren Arbeit fanden Bungert et al. einen chiralen Selektor und Bedingungen, die zur
gaschromatographischen Trennung von racemischem SBMP fiithrten. Anhand geeigneter
Referenzsubstanzen wurde die Elutionsreihenfolge als (S)- vor (R)-SBMP festgestellt

[100, 110].

In der folgenden Publikation wird die Entwicklung von enantioselektiven gaschromato-
graphischen Methoden unter Beriicksichtigung der durch die Literatur gewonnenen

Informationen beschrieben.
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2 Ergebnisse und Diskussion

Enantiodifferentiation of 3-sec-butyl-2-methoxypyrazine in
different species using multidimensional and comprehensive

two-dimensional gas chromatographic approaches

Abstract

With respect to the current hypothesis that natural amino acids may serve as starting
material for the biosynthesis of alkyl-methoxypyrazines, the enantiomeric distribution of
the potent aroma compound 3-sec-butyl-2-methoxypyrazine (SBMP) was determined in
various species using heart-cut multidimensional gas chromatography (H/C MDGC) or
comprehensive two-dimensional gas chromatography (GCXGC). Complementary to an
earlier described separation on octakis-(6-O-methyl-2,3-di-O-pentyl)-y-cyclodextrin used
as chiral stationary phase, we found a reversal of the elution order of SBMP enantiomers
on heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin, providing fur-
ther confirmation options for that type of analysis. Optimization of the enantioseparation
of SBMP in a single-oven H/C enantio-MDGC system involved the use of a dual-jet cryo
modulator for trapping of analytes transferred from the achiral !D column to the chiral
2D column before starting the 2D enantioseparation with an independent temperature
ramp. For the enantiodifferentiation by enantio-GCXGC, the modulation period had to be
significantly shortened to avoid loss of chiral resolution gained in 'D. H/C MDGC with
mass spectrometric detection (MS) using selected ion monitoring (SIM) was sufficient for
parts per billion level analysis, whereas H/C MDGC-MS/MS or GCXGC time-of-flight
(TOF) MS were necessary for parts per trillion level analysis. In various vegetables, lady
beetles and Vitis vinifera species analyzed, only (S)-SBMP was detected, supporting the
hypothesis of natural amino acids serving as starting material for the biosynthesis of

alkyl-methoxypyrazines.

Introduction

3-Alkyl-2-methoxypyrazines (MPs) have early been identified in foodstuffs of plant origin
as potent and aroma relevant compounds, contributing significantly to the characteristic
sensory impression of products made thereof [1, 2]. Of particular interest are 3-isobutyl-
2-methoxypyrazine (IBMP), 3-isopropyl-2-methoxypyrazine (IPMP), and 3-sec-butyl-2-
methoxypyrazine (SBMP) as they are often the dominating and flavor relevant MPs.
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In some Vitis vinifera grape varieties such as Cabernet sauvignon or Sauvignon blanc
and accordingly the wines made from such varieties, IBMP is the major MP [3]. SBMP
dominates in vegetables, such as beetroot or carrot, whereas IPMP dominates in peas and

cucumber [2].

With respect to the wine industry or the wine consumer, the sensory attributes of wines
made, e.g., from Sauvignon blanc are often described by green, grassy and herbaceous
notes, resembling green bell pepper or green asparagus. The reason for MPs being that
important and characteristic for a wine flavor originates from their low sensory detection
thresholds. These had been described to be in the low nanogram per liter range (e.g., 1-2
ng L™! of IBMP in a white wine [4], or about 15 ng L™! in red wine [5]). In V. vinifera wines,
IBMP represents approximately 80 % of the total MP content, with lesser amounts of IPMP
or even SBMP [3, 4]. Depending on variety, viticultural, and enological treatments, MP
concentrations found in wines range from low nanogram per liter to some 20 ng L™!, with
SBMP usually being at or below 1 ng L™! [6-8]. Whilst SBMP is the least abundant MP in
V. vinifera, its concentration in vegetables can reach levels of hundreds of nanograms per
kilogram [2, 9]. During the last decade, winemakers had to face an upcoming problem
related to MPs originating from the multicolored Asian lady beetle Harmonia axyridis or
from the seven-spot lady beetle Coccinella septempunctata [10]. Complex off-odors may
be found in affected juice and wine that are related to the occurrence of various MPs
originating from the bugs harvested together with the grapes. In literature, this off-flavor

is described as “ladybug taint” [11].

The formerly putative last step in the proposed biosynthetic pathway(s) for the generation
of MPs in nature was clarified with the identification of an S-adenosyl-L-methionine
(SAM) dependent enzyme for O-methylation of 2-hydroxy-3-alkylpyrazine(s) in V. vinifera
grapes (an O-methyl transferase; OMT) by Hashizume et al. [12, 13]. Later, Dunlevy et al.
further investigated the genetic background for this enzymatic step [14-16] and identified
OMT genes, subsequently named V. vinifera OMTs (VwOMT5), responsible for the final step
in methoxypyrazine synthesis in grape berries. In the study of Dunlevy et al., different
catalytic activity against individual 2-hydrox-3-alkylpyrazines were observed, that may
explain varying patterns amongst the MPs found in nature [15]. In another study, the
same group found that a particular VwOMT was not expressed in V. vinifera Pinot varieties,
possibly explaining why MPs do not contribute to the aroma of all V. vinifera varieties

[14]. Still, the initial step discussed for the biogenesis of pyrazines or MPs, that considers
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naturally occurring amino acids as starting material [17-21] is not fully explored yet.
With the before-mentioned hypothesis in mind, L-isoleucine should thus be the starting
material for the SBMP biosynthesis, eventually resulting in (S)-configured SBMP. To the
best of the authors knowledge there had been only few incidences described in literature
that studied the enantiomeric distribution of SBMP in a natural product. Mihara et al.
isolated SBMP from Galbanum oil and revealed that it was 100 % (+)-(S)-SBMP, using
chiral lanthanide shift reagents and nuclear magnetic resonance spectroscopy (\H-NMR)
as analytical techniques [22, 23]. They also synthesized the individual enantiomers and
performed a sensory evaluation of the individual (R)- and (S)-SBMP that did not show a
significant difference for the odor quality of the two enantiomeric forms. However, they
found a difference in their odor threshold (0.01 and 0.1 ppb in water for (R)- and (S)-SBMP,
respectively) [23, 24]. Later, Bungert and co-workers described the enantiodifferentiation
of SBMP from the marine bacterium Halomonas venusta by gas chromatography with mass
spectrometric detection (enantio-GC-MS) using octakis-(6-O-methyl-2,3-di-O-pentyl)-y-
cyclodextrin as chiral stationary phase [21]. The elution order of the SBMP enantiomers
had been described to be (S) before (R) [25].

Most analytical methods developed for the measurement of MPs use GC, either in con-
junction with MS [26] or nitrogen-phosphorus selective detection (NPD) [27]. Sample
preparation methods described in literature are manifold, but since the introduction of
SPME, many authors developed methods based on this technique as, e.g., investigated by
Hartmann et al. [28]. Whereas minimum detection levels often achieved vary between
some 0.2 and 2 ng L™! for IBMP, the natural levels found for IPMP and particularly of
SBMP are often below the described detection limits of many methods. Furthermore,
interfering matrix compounds have led to the use of coupled chromatographic tech-
niques for MP analysis, such as heart-cut multidimensional GC (H/C MDGC) [9,29, 30]
or comprehensive two-dimensional GC (GCXGC). Ryan et al. successfully described
the application of HS-SPME-GCxGC with either NPD or time-of-flight MS (TOF-MS)
detection for trace-level MP analysis for the first time [31], followed recently by Ryona et
al. [32] who investigated MPs in grape berries and wine. Both groups had used a stable
isotope dilution assay (SIDA) approach for quantification that had already been described

in one of the first applications for quantitative MP analysis in wine [26].

In our study described here, we wanted to evaluate the naturally occurring enantiomeric

composition of SBMP in V. vinifera grape varieties, various vegetables, as well as in lady-
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bug species (H. axyridis and C. septempunctata) in order to supply additional information
with respect to the hypothesis of MPs originating from the natural amino acid pool. Based
on previous experiences with co-elution problems we evaluated both H/C MDGC-MS
and GCXGC-MS as analytical techniques for enantiodifferentiation of SBMP on parts per
billion (ug kg™! in, e.g., vegetables) and parts per trillion (ng L™! in grape juice) levels.

Materials and methods

Ethanol, dichloromethane, and sodium chloride were from Carl Roth (Karlsruhe, Ger-
many). 3-(1’-Methylpropyl)-2-methoxypyrazine (3-sec-butyl-2-methoxypyrazine; SBMP),
CAS no. [24168-70-5] was from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). All commer-
cial chemicals were of analytical grade or equivalent. Deuterated SBMP (3-sec-butyl-2-

[2H3]methoxypyrazine; SBMP-d3;) was synthesized inhouse as described earlier [33].

Vegetable samples Raw vegetables (edible parts) were homogenized using an electric,
hand-held blender (ESGE, Berlin, Germany). About 1 g (+ 0.3 g) of the homogenate was
weighed into a 20 ml HS vial (BGB Analytik, Bockten, Switzerland). Sodium chloride (1 g)

and 5 mL of deionized water were added and the mixture was stirred before analysis.

Ladybug samples Individuals of ladybugs, H. axyridis and C. septempunctata, were
collected in October 2013 in Neustadt an der Weinstraf3e, Germany and kept in a terrarium
with a mesh cover. Bugs were supplied with nutrients (grapes, apples, and water) until
analysis. For sampling, about 1 g of H. axyridis (ca. 30 individuals) or two individuals of

C. septempunctata were weighed into 20 mL HS vials.

Grape samples Grapes from V. vinifera varieties Cabernet sauvignon, Cabernet franc,
and Sauvignon blanc were harvested at the beginning of ripening (August 2013; about 9 %
Brix) in the Palatinate region near Neustadt an der Weinstrafie, Germany. Samples were
homogenized as described for vegetables. After centrifugation, 10 mL of the supernatant
liquid were filled into 20 mL HS vials. The pH was adjusted to 12-14 using 5 M sodium

hydroxide solution.
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Heart-cut enantio-MDGC-MS The H/C MDGC system consisted of two GC instru-
ments (C.E. Instruments 8ooo series, today ThermoFisher Scientific, Dreieich, Germany)
connected by a heated transfer line that was set to 200 °C. A “Moving Capillary (Column)
Stream Switching” (MCSS) system was used for H/C MDGC as described earlier [34].
The achiral !D (nomenclature according to [35, 36]) column consisted of a 30 m x 0.25
mm i.d. fused silica capillary, coated with a mid-range polarity ionic liquid stationary
phase (SLB-IL60o, Sigma-Aldrich) of 0.2 um film thickness. Carrier gas used was helium at
a constant inlet pressure of 165 kPa (P1) and 110 kPa (P2); for details see [34]). The oven
temperature program for the 'D separation was 40 °C (2 min hold), then programmed with
4°C min™! to 132 °C, and finally with 15 °C min™! to 200 °C (5 min hold). Detection after
the 'D separation was via a flame ionization detector (FID) set to 220 °C. A phenylmethyl
deactivated fused silica capillary (1 m X 0.25 mm i.d.; BGB Analytik) connected the MCSS
device to the column in the 2D oven via a press-fit. The enantioselective 2D column
consisted of a 25 m X 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with Lipodex G® that
is based on octakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin as the chiral selector
(Macherey & Nagel, Diiren, Germany). The oven temperature was programmed from
40 °C (22 min hold) with 30 °C min~! to 60 °C (5 min hold), then with 1 °C min™! to 80 °C,
finally heated with 50 °C min! to 200 °C (5 min hold). The actual inlet pressure (helium)
was given at the read-out on the pressure gauge P2* and was at 85 kPa. Detection at
the end of the 2D separation was with a quadrupole mass spectrometer (qQMS; TraceMS,
ThermoFisher Scientific) connected by a heated transfer line that was set to 200 °C. The
ion source was held at 200 °C. Positive electron ionization (EI) mode was used at 70 eV.
Recording of signals was done in selected ion monitoring mode (SIM) using three mass
traces for each compound. These were m/z 151, 138, and 124 for SBMP and 154, 141, and
127 for the isotopic SBMP-ds (quantifier ions given in italics). MS data acquisition was
performed via Xcalibur software, version 1.2, and instrument control for the H/C MDGC
was done with ChromCard 32-bit A/D software version 2.4 (both ThermoFisher Scien-
tific). A Combi-PAL system (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) suiting HS-SPME
was used for extraction (30 min at 50 °C) and thermodesorption of the SPME fiber (1 cm,
50/30 um divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS)) (Supelco;
Sigma-Aldrich) was done in the 'D-GC split/splitless injector (2 min splitless at 230 °C).
For quantification of SBMP, isotopic SBMP-d; was used as internal standard and the
enantiomeric ratios (S)/(R) of the reference compounds were taken into account (76/24 for

SBMP and 82/18 for SBMP-d3). An eight-point calibration curve targeting the parts per
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billion level analysis of SBMP in vegetables ranged from 100 ng kg™! to 25 ug kg™! (sum
of (S)/(R)-SBMP) with an internal standard addition kept at a constant level of 1 pugkg™!.

Standards were prepared in 5 mL deionized water with addition of 1 g sodium chloride.

Heart-cut enantio-MDGC-MS/MS A TraceGC ultra was coupled to a triple quadru-
pole mass spectrometer (Quantum Ultra; both ThermoFisher Scientific). The GC was
upgraded (S+H Analytik GmbH, Mdonchengladbach, Germany) with a Deans’ switching
device (SGE Analytical Science, Victoria, Australia) for H/C MDGC. Inspired by the
work of Krumwiede et al. on “time controlled zone focusing” [37] we included in our
single-oven MDGC system a cryo-trap made in-house using a dual-jet modulator used
for GCXGC (ThermoFisher Scientific) and liquid CO; as cryogen, allowing trapping
of material being transferred from 'D into ?D. The D analytical column used was a
15 m X 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with 0.25 pm of polyethylene glycol
(TR-Wax-MS, ThermoFisher Scientific) and a D separation column consisting of a 25 m
% 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with a derivatized cyclodextrin stationary
phase (Lipodex G®, Macherey-Nagel). A 0.5 m deactivated fused silica capillary of 0.25
mm i.d. (Z-Guard, Phenomenex) connected the D column to the Deans’ switch via a
press-fit (allowing easier column exchange if needed). A restriction capillary of 0.7 m x
0.10 mm i.d. (deactivated, SGE) connected the Deans’ switch with the FID. Helium was

used as carrier gas in constant pressure modes.

The !D separation column was connected to a programmed temperature vaporizing (PTV)
injector that was set to an inlet pressure of 146 kPa. Using the second (split/splitless)
injector as an auxiliary gas supply, this was set to 121 kPa. Flow diversion was achieved
by redirecting the auxiliary gas using a three-port valve (Valco Instruments Co. Inc.,
Houston, TX, USA). Actuation of the switching (H/C) event(s) was achieved via the event
and valve functions of the instrument and programmed in the instrument’s software.
Automated HS-SPME extraction (TriPlus RSH, ThermoFisher Scientific) used a 2 cm
DVB/CAR/PDMS fiber (Supelco; Sigma-Aldrich) with an extraction time of 30 min at a
temperature of 50 °C. Thermodesorption of the fiber was done in the PTV injector in
splitless mode (2 min, 270 °C, 1 mm i.d. liner). The oven temperature was programmed
from 40 °C (2 min isothermal) at 8 °C min~! to 137 °C (0.5 min isothermal). Then, a
negative temperature program ramp was applied to cool to 60 °C at 30 °C min~! (5 min

isothermal), before the 2D-GC separation started by raising the temperature to 75 °C
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Figure 1: Scheme of H/C MDGC-MS/MS analysis; a instrumental set-up with AC (analyt-
ical column), RC (restriction capillary), EPC (electronic pressure control), QqQ
(triple quadrupole) MS; b temperature program with indication of H/C position
(1) and period of cryo-focusing (2)

at 1°C min~! and finally to 190 °C at 50 °C min~! (5 min isothermal). The cryo jet was
actuated from 11.5 min (ca. 0.5 min before the first H/C) until 18 min (ca. 1 min after the
oven temperature reached 60 °C). A visualization of the described H/C MDGC-MS/MS
set-up is given in Fig. 1. Mass spectrometric detection was performed in positive EI mode
at 70 eV. Ion source temperature was held at 230 °C and the transfer line was at 190 °C.
For selected reaction monitoring (SRM) argon (99.999 % purity) was used as collision gas

with a collision cell pressure of 1.1 mTorr. Mass resolution in Q1 and Q3 were set to
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0.7 amu. The total cycle time was 300 ms. The optimized SRM transfers and collision
energies are summarized in Table 1. Data acquisition, control of the Deans’ switch device,
and the cryo modulator were achieved by Xcalibur software (version 2.2, ThermoFisher

Scientific).

Table 1: SRM experiments used for quantitative MS/MS analysis of SBMP (quantifier
SRMs highlighted in italics)

Compound Parent ion [m/z] Product ion [m/z] Collision energy [V]

SBMP 138 123 8
138 119 8
124 94 10

SBMP-d; 141.1 123 10
141.1 95 20
127 95 10

Enantio-GCXGC-MS (GCXGC-gMS or GCXGC-TOF-MS) A GCxGC system equip-
ped with PTV injector and a dual-jet carbon dioxide modulator (Trace GCXGC Ultra,
ThermoFisher Scientific) was coupled to either a qMS (DSQ, ThermoFisher Scientific)
or a time-of-flight mass spectrometer (BenchTOF-Select, Markes, Llantrisant, UK). Data
acquisition was done with Xcalibur software (version 2.2, ThermoFisher Scientific) or
ProtoTOF software (version 1.1.1, Markes) and processing of two-dimensional data was
done either with HyperChrom software version 2.5 (ThermoFisher Scientific) or GCImage
version 2.2 (Lincoln, NE, USA). Whereas for method development, the slow scanning
gMS was sufficient (scan rate approximately 15 Hz), analysis of samples was performed
with a TOF-MS (50 Hz) in full scan mode. A TriPlus autosampler (ThermoFisher Sci-
entific) was used for automated HS-SPME operation. The analytical column system
consisted of a 1 m X 0.32 mm i.d. fused silica capillary column as uncoated deactivated
precolumn (phenyldimethyl deactivated; BGB Analytik), coupled to an enantioselective
D column. The latter consisted of a 30 m x 0.25 mm i.d. fused silica capillary, coated
in-house with heptakis (2,3-di-O-methyl-6-O-tertbutyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin (25 %
in SE 52; Riedel de Heaen, Seelze, Germany) as described earlier [38] and a 2D fused silica
capillary column of 2 m X 0.15 mm i.d. coated with 0.25 pm of a 5% phenyl containing
polydimethylsiloxane phase (BPX-5, SGE). The columns were connected via pressfit

connectors (BGB Analytik). Modulation occurred on the last section of the 'D column.
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The transfer line guiding the D column either to the TOF- or qMS was set to 200 °C. The
samples were incubated for 2 min and extracted during 30 min at 50 °C by automated
HS-SPME using the agitator. Thermodesorption of the SPME fiber (1 cm, 95 um Carbon
WR/PDMS (CTC Analytics)) was in the PTV injector in splitless condition (240 °C, 1 min;
1 mm i.d. liner). Helium was used as carrier gas at a constant flow of 1.3 mL min™’.
The initial GC oven temperature of 40 °C was held for 5 min before raising it by 15°C
min~! to 100 °C. This temperature was held for 1 min and subsequently raised by 0.5 °C
min~! to 108 °C. Then, the oven temperature was increased with 20 °C min™! to a final
temperature of 190 °C. Cryo modulation with varying modulation periods was applied
after a delay time of 10 min. MS data acquisition (m/z 40-250) also started with a delay

of 10 min. The ion source was held at 200 °C, electron ionization (EI+) was at 70 eV.

Results and discussion

In order to determine the enantiomeric composition of SBMP, usually at least one enan-
tiomer should be available as a defined reference substance. However, as (S)- or (R)-SBMP
are not commercially available, the results obtained by other groups were beneficial
in this respect. In the pioneering work of Mihara et al. [22], SBMP was isolated from
Galbanum oil and characterized by NMR, revealing that only the (S)-enantiomer was
present. Bungert described the successful enantioseparation of a commercial racemic
SBMP and the determination of its elution order by GC on octakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-
methyl)-y-cyclodextrin as stationary phase [25]. Based on these previous findings, we
were able to confirm the elution order of SBMP being (S) before (R) in a partly racemic
reference standard (Fig. 2a) using Galbanum oil as a natural (S)-SBMP standard (data not

shown).

Interestingly, on another cyclodextrin derivative (heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-
butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin) used as stationary phase, a reversal of this elution
order was observed (Fig.2b). Such a complementary separation behavior can be of
importance for future identification of SBMP enantiomers in other situations, e.g., when
dealing with matrix problems, extreme ratios of the enantiomers or simply for verification
purposes. In principle, such a complementary separation adds another confirmational
aspect, that could be compared to using different retention indices for identification

purposes often seen with non-MS detection.
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Figure 2: Comparison of the elution order of SBMP enantiomers on different chiral
stationary phases: a octakis-(6-O-methyl-2,3-di-O-pentyl)-y-cyclodextrin ; b
heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin; condi-
tions as described in the H/C MDGC-MS/MS (a) or in the GCXGC-gMS (without
modulation (b)) section; all in full scan mode (m/z 40-250)

For the enantiodifferentiation of SBMP in various species we focused on two-dimensional
chromatographic separations (H/C MDGC or GCXGC) due to previous experiences with
co-elution problems [30]. Based on optimization strategies with H/C MDGC and SIDA-
based quantification, we chose rather polar achiral stationary phases for 'D separation,
as both isotopologues of SBMP co-elute (no or marginal isotope effect) on SLB-IL60o or
the polyethylene glycol phase. This permitted to use a single and narrow cut-window for
the transfer of all four species of SBMP ((S)- and (R)-; deuterated and non-deuterated),
reducing the risk of transferring matrix compounds onto the 2D column that otherwise

could be the case using a wider cut-window [39].

Data obtained by H/C MDGC-MS (SIM) for vegetable varieties revealed SBMP concentra-
tions in the parts per billion range from 0.3 pg kg™! (red bell pepper) or below (tomato) to
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more than 1.5 ug kg™! (sugar pea), values that correspond approximately to data published
earlier [2]. In general, a comparison of such concentration values is critical and should
consider species, fruit-to-fruit variation, and maturity stages. Altogether, in all vegetable
samples analyzed, the prevailing enantiomer was (S)-SBMP as summarized in Table 2.
The limit of detection (LOD) with this method was at some 150 ng kg™! for (S)- and
(R)-SBMP estimated from a signal-to-noise ratio (S/N) of about three. Standard deviations
calculated for various samples were between 1 and 15 % and recovery of an added amount
was at 65 % ((S)-SBMP; n = 3). For trace-level analysis however, detection limits were
insufficient. Furthermore, reliable determination of (S)-SBMP was not always possible

due to matrix problems (co-elutions) seen, e.g., with parsnip or tomato samples.

Table 2: Enantiodifferentiation of SBMP in vegetables after HS-SPME and H/C MDGC-MS

(SIM) analysis
Vegetable Botanical name Family Part SBMP
(S) (R)
[ug kg™']*
Green bell pepper | Capsicum annuum Solanaceae Fruit 0.95 + 0.01 <LOD
Red bell pepper var. grossum Solanaceae Fruit 0.35 + 0.03 <LOD
Yellow bell pepper Solanaceae Fruit nd <LOD
Carrot Daucus carota sativa Apiaceae Root 0.83 £ 0.11 <LOD
Beetroot Beta vulgaris Amaranthaceae Root 0.64 + 0.13 <LOD
Sugar pea Pisum sativum Fabaceae Pod 1.54+0.19 <LOD
var. macrocarpon
Pea Pisum sativum Fabaceae Seeds 0.72 +0.03 <LOD
Common bean Vicia faba Fabaceae Pod 0.38 +£0.12 <LOD
Parsnip Pastinaca sativa Apiaceae Root nd <LOD
Parsley root Petroselinum crispum  Apiaceae Root 0.62 + 0.07 <LOD
Potato Solanum tuberosum Solanaceae Tuber 0.46° <LOD
Tomato Lycopersicon esculentum Solanaceae Fruit nd <LOD

nd not determined due to co-elution
a

b

n=2
n = 1 (second sample could not be determined due to co-elution)

As an alternative option with a higher selectivity for detection, H/C enantio-MDGC-
MS/MS with a triple quadrupole MS was considered, since trace-level analysis of SBMP
occasionally benefits from the higher selectivity of MS/MS detection [8]. Also, estimated
LODs being in the lower nano-grams per kilogram (based on a S/N of three) could be
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achieved using MS/MS detection. Critical samples where matrix problems had been en-
countered with SIM-MS (e.g., those annotated with “nd” in Table 2) now yielded plausible
results (Fig. 3), comparable to data published earlier [2]. Interestingly, even the high
amount of SBMP detected in parsnip with MS/MS could not be quantified with SIM-MS.
Noteworthy is also the tomato sample, where the quantifier trace produced a signal at
approximately the same retention time of (R)-SBMP that could easily be misinterpreted
(Fig. 3d). However, this signal could not be verified as (R)-SBMP on the two qualifier SRM

ion traces.
3E37]
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Figure 3: Native enantiomeric distribution of SBMP: a yellow bell pepper (0.07 pg kg™);
b parsnip (5.2 pg kg™!); ¢ potato (0.1 ug kg™?!); d tomato (0.04 pg kg™!); and the
reference (bottom) with a ratio of 76/24 (S)/(R); conditions as described in “H/C
enantio-MDGC-MS/MS”; ion traces given on quantifier SRM

Considering the importance of MPs as off-flavor compounds related to “ladybug taint”,
we further determined the enantiomeric composition of SBMP in H. axyridis and C.
septempunctata species and found exclusively the (S)-SBMP enantiomer (Fig. 4). The
quantification yielded some 20 ng g™ of (S)-SBMP in H. axyridis, and about 2 ng g™! in C.
septempunctata samples. Figure 4 also shows the (SRM) ion traces of the added isotopic

SBMP standard, revealing a minor inverse isotopic effect on this cyclodextrin-derivative
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stationary phase. Depending on chemical nature of both stationary phase and analyte,
an inverse isotope effect (heavier (deuterated) isotopic compounds (isotopologues) elute
earlier) is usually encountered in gas liquid partitioning chromatography (GLC) with an
apolar stationary phase, whereas on a very polar phase a normal isotope effect can be
observed [40]. Unfortunately, as a proprietary commercial column, the information on
the genesis of the Lipodex G® column is incomplete, providing only the nature of the
chiral selector, here octakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin. Although this
derivative should behave as a rather apolar substance compared to similar derivatives
[41], further information as, e.g., on a potential dilution in an optional (silicone) stationary

phase (with yet unknown polarity) is not available.

A fundamental drawback of the single-oven GC system used for H/C MDGC-MS/MS
was encountered during method development. Since the H/C occurred at an elevated
oven temperature, optimization of the enantioseparation on the chiral stationary phase
in 2D was critical. Sufficient enantioseparation was achieved only when using a low
starting temperature and a slow temperature ramp on this ?D column. The mismatch
between elution temperature of SBMP in !D and the necessary starting temperature in 2D
was overcome by implementing a modulator (GCXGC modulator obtained as spare part,
ThermoFisher Scientific) as a cryogenic focusing device and applying a negative oven
temperature ramp after the H/C (Fig. 1). A similar approach had recently been described,
e.g., by Bugey et al., implementing the longitudinally moving cryogenic modulator (LMCS)
as trapping device [42]. Overall, a dual-oven GC system as was used with SIM-MS would
be preferable since additional hardware costs invested in the second oven gives a good

return when considering cryo-hardware and maintenance costs.

Complementary to H/C MDGC-MS/MS we also looked into the development of a GCXGC-
MS method for the enantioselective analysis of SBMP as successful applications on trace-
level MP analysis had been described by others [31,32]. An important aspect of using
GCXGC is the general increase in signal-to-noise due to themodulation of a !D-peak,
beneficial for detectability. Previous enantioseparations in the field of flavor analysis
using GCXGC were done by, e.g., Shellie et al. [43] using a !D column with a chiral selec-
tor and an achiral 2D column. However, the opposite alignment had also been described
and one should thus differentiate enantio-GCXGC from GCxXenantio-GC as outlined
by Shellie and Marriott [44]. These authors also discussed the necessary optimization

for either configuration. In their conclusion, enantio-GCxXGC was less technically de-
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Figure 4: Native enantiomeric distribution of SBMP in ladybugs: a Harmonia axyridis; b
Coccinella septempunctata. The isotopic internal standard SBMP-d; (a’, b’) had a
ratio of 82/18 (S)/(R); conditions as described in “H/C enantio-MDGC-MS/MS”;
ion traces given on quantifier SRMs

manding, as a very fast enantioseparation on the D column in GCXenantio-GC would
be needed that is not as easy to achieve as with a chiral 'D column [45]. However, the
necessary fast separation of enantiomers on short capillary columns is possible and had
been described earlier [46]. Such enantioseparations may benefit from lower elution
temperatures obtained at high gas velocities often applied for *D separation [47]. This is
valid unless an excessive loss of plate numbers is realized, since lowered elution tempera-
tures favor selectivity (as long as the separation is enthalpy-driven). In our application,
we successfully applied the enantio-GCXGC approach, using a conventional diameter

separation column with a chiral cyclodextrin-derivative stationary phase. Furthermore,
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it is noteworthy to mention that small-bore columns with enantioselective stationary
phases are more critical to manufacture. Depending on phase chemistry and coating
techniques, particularly non-bonded cyclodextrin-based stationary phases may exhibit

problems with respect to film stability due to the Rayleigh instability [48].
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Figure 5: Influence of modulation time in enantio-GCXGC on SBMP separation: a modu-
lation time; b raw chromatogram, the dashed line indicates allocation to (R)-
or (S)-SBMP for peak integration; ¢ ratio of the sum of peak areas of (R)- and
(S)-SBMP calculated from the raw chromatogram; d 2D color plots. Conditions
as described in “Enantio-GCXGC-MS (GCxGC-gMS or GCxGC-TOF-MS)”

During the method development of the GCXGC-MS approach, we had to carefully op-
timize the modulation period, since multiple injections of a !D peak into D should be
performed as was outlined earlier [49, 50]. Such optimization has to consider both D peak
width as well as the modulation period. With a chiral resolution (cRs) for SBMP being
just about baseline separation (Fig. 5; depicted with the non-modulated chromatogram
on top), a modulation period maintaining sufficient chiral resolution gained in 'D was

found with 3 or 2 s, the latter then used for our further applications.
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In grape berries of the red variety Cabernet sauvignon, we found exclusively the (S)-
enantiomer of SBMP using the GCXGC-TOF-MS system (Fig. 6b). Extracted ion color
plots for the individual base peaks of SBMP (m/z 138) and the added isotopic standard
(m/z 141) ease the compound identification, as isotopic SBMP (and its enantiomeric forms)
partially overlap with the enantiomers of the non-deuterated SBMP (Fig. 6a, c). In another
red grape berry variety such as Cabernet franc (Fig. 7¢), as well as in a white grape berry
variety, here Sauvignon blanc (Fig. 7d), we also found exclusively the (S)-enantiomer of
SBMP. In the latter situation, only the resolving power of the image-based algorithms in
the GCImage software allowed for a visualization of this minor compound. Obviously, the
concentration in this sample was very low but visible against the background level (we
did not quantify as only the enantiomeric distribution had been of interest to us). Finally,
in the ladybug samples of the two species often discussed with respect to the related wine
off-flavor (H. axyridis and C. septempunctata) we could only detect the (S)-enantiomer of
SBMP as well (Fig. 7a, b). An advantage of using GCXGC-TOF-MS is its high resolving
power, as is represented in Fig. 7a, ¢ d, with the signals marked as “unknown” that would
co-elute in a 'D application with either (S)- or (R)-SBMP.

Conclusion

Based on H/C MDGC-MS (and -MS/MS) or GCXGC-TOF-MS as analytical methods, we
could successfully determine the enantiomeric distribution of SBMP in various species.
Matrix co-elutions could be minimized using the described multidimensional analytical
methods. H/C MDGC eventually benefitted from the gain in selectivity seen with MS/MS
detection and GCXGC benefitted from the higher separation efficiency. Depending on
the samples, H/C MDGC-MS with SIM detection mode was in most cases sufficient for
parts per billion level analysis, whereas H/C MDGC-MS/MS or GCXGC time-of-flight
(TOF) MS were necessary for parts per trillion level analysis. With the latter technique,
the modulation period is an important aspect when developing an enantio-GCxGC
application. In our situation, it had to be at 2 or 3 s to avoid loss of chiral resolution

gained in !D.

Complementary to an earlier described separation on octakis-(6-O-methyl-2,3-di-O-

pentyl)-y-cyclodextrin used as chiral stationary phase for the GC separation, we found
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Figure 6: Extracted ion enantio-GCXGC color plots of a Cabernet sauvignon (homoge-
nized grape berries) sample with added SBMP-ds having a ratio of 82/18 (S)/(R):
a m/z 138 and 141, representing base peaks of SBMP and SBMP-ds, respec-
tively; b m/z 138 (native SBMP); ¢ m/z 141 (SBMP-ds); conditions as described
in “Enantio-GCXGC-MS (GCXGC-qMS or GCxGC-TOF-MS)”

a reversal of the elution order of SBMP enantiomers on heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-
tertbutyldimethylsilyl)-f-cyclodextrin, which is an important aspect for confirmational

issues.

In all samples analyzed in this study, (S)-SBMP was the predominant enantiomer of SBMP.
As the stereochemistry in the side chain of the naturally occurring L-isoleucine is retained,
this finding further supports the hypothesis that naturally occurring amino acids are the
starting material for the biosynthesis of MPs [18, 19]. However, further investigations
are still needed and experiments with labeled precursors should be incorporated to fully

elucidate the biosynthesis of such an important class of aroma compounds.
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Figure 7: Extracted ion enantio-GCXGC color plots (m/z 138) of various species: a Harmo-
nia axyridis; b Coccinella septempunctata; ¢ Cabernet franc (homogenized grape
berries); d Sauvignon blanc (homogenized grape berries); e reference of SBMP
with a ratio of 24/76 (S)/(R). Conditions as described in “Enantio-GCxGC-MS

(GCXGC-gMS or GCxGC-TOF-MS)”
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2.1.3.2 Enantiomerenverteilung in SBMP-Referenzsubstanzen

Bungert et al. identifizierten den chiralen Selektor Oktakis(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-
y-cyclodextrin (Strukturformel in Abb. 2.6) als geeignet fiir die Trennung der Enantiomere
des SBMPs [110]. Heute ist dieser Selektor auf Trennsdulen aufgebracht kommerziell als
Lipodex G® verfiigbar. Eine solche enantioselektive Trennsiule wurde zu Beginn dieser
Arbeit eingesetzt, um die kommerziell erworbenen oder im Falle der deuterierten Analoga
die im Hause selbst synthetisierten Referenzen (s. Abschnitt 1.3) auf ihre Enantiome-
renverteilung hin zu untersuchen. Zur Kontrolle wurde das in Galbanumél enthaltene
enantiomerenreine (S)-SBMP genutzt, abgesichert durch Referenzen und Massenspektren.
Auflerdem wurde der Temperaturbereich, in dem eine Trennung der Enantiomere auftritt,
auf das Vorkommen einer moglichen isoenantioselektiven Temperatur und Inversion der
Elutionsreihenfolge hin iiberpriift (vgl. Abschnitt 1.2.5.4). Hierzu wurde der Trennfaktor
a aus verschiedenen isothermen Laufen bestimmt und im van’t-Hoff-Plot dargestellt und
bewertet (s. Anhang, Abschnitt A.2). Die isoenantioselektive Temperatur liegt erwartungs-
gemaf fir beide Enantiomerenpaare, also (R)- und (S)-SBMP sowie (R)- und (S)-SBMP-ds,
oberhalb der hier angewendeten Temperaturen bei ca. 96 °C. Die Elutionsreihenfolge
der Enantiomere stimmt mit der in der Literatur beschriebenen tiberein und bleibt im

Zieltemperaturbereich gleich.

Folgende Zusammensetzungen der Referenzsubstanzen wurden ermittelt: Im kommer-
ziell erworbenen SBMP (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden in der vor-
liegenden Charge Anteile von 76 % (S)- und 24 % (R)-SBMP festgestellt. Im syntheti-
sierten 2-[2Hs]Methoxy-3-sec-butylpyrazin (2-[2H;]Methoxy-3-(1-methylpropyl)pyra-
zin) (SBMP-ds), das im SIDA eingesetzt werden sollte, waren 82 % (S)- und 18 % (R)-SBMP
enthalten. Damit lagen fiir die folgenden Methodenentwicklungsarbeiten alle vier SBMP-

Spezies als Referenzen vor und eine erneute eigene Synthese war nicht notwendig.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde ein zusatzlicher chiraler Selektor zur gaschromato-
graphischen Trennung der SBMP-Enantiomere identifiziert. Dieser war das Heptakis(2,3-
di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-p-cyclodextrin (Strukturformel in Abb. 2.7),
welches im dhnlichen Temperaturbereich eine Trennung mit umgekehrter Elutionsrei-
henfolge bewirkt, also (R)- vor (S)-SBMP. Eine solche invertierte Elutionsreihenfolge
kann unter Umstanden zu einer zusitzlichen Absicherung der Bestimmung eines Enantio-

merenverhiltnisses dienen, z. B. bei sehr gro8em Uberschuss eines Enantiomers mit ein-
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Abbildung 2.6: Strukturformel von Oktakis(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin
(kommerziell als Lipodex G®)

hergehender Peakverbreiterung oder bei starken Co-Elutionen von Matrix-Komponenten.
Da aus vorherigen Studien bereits der grofle Uberschuss des (S)-SBMPs aus natiirlichen
Quellen bekannt war und exzessive Peakverbreiterung nicht ausgeschlossen werden kann,
war die invertierte Elutionsreihenfolge in den folgenden GCXGC-Anwendungen fiir den

defninitiven Ausschluss von Spuren des (R)-SBMPs wichtig (s. Abschnitt 2.1.3.5).

2.1.3.3 Methodenvergleich eMDGC-MS (SIM) gegeniiber eMDGC-MS/MS
(SRM)

Fiir die Enantiodifferenzierung von SBMP aus realen Proben wurden aufgrund der frithe-
ren Erfahrungen mit Co-Elutionen multidimensionale Techniken eingesetzt. Diese sollten
auch fiir den hoheren Konzentrationsbereich von pg/kg, relevant fiir einige Gemiisesor-

ten, Anwendung finden. Die eMDGC wurde in zwei Methoden realisiert, einerseits mit
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Abbildung 2.7: Strukturformel von Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl)-B-cyclodextrin

MS-Detektion im SIM-Modus, andererseits mit MS/MS-Detektion im SRM-Modus. Diese

wurden anschlieffend miteinander verglichen.

Das bereits in Abschnitt 2.1.2 genannte MDGC-System mit SIM-MS mit der Lipodex G®-
Séule in 2D wurde auch fiir die enantioselektive Analyse von Gemiiseproben verwendet. In
Ergénzung dazu und insbesondere fiir einen Vergleich zwischen zwei verschiedenen MS-
Detektionsmodi bei kritischen Analysen wurde eine weitere eMDGC-Methode, diesmal
mit Tandem-MS-Detektion im SRM-Modus, etabliert.

Das analytische System hierzu bestand aus einer polaren 'D-S4ule mit Polyethylenglykol
als stationarer Phase, die hinsichtlich des Isotopeneffekts dhnliche Eingenschaften hatte
wie die SLB-IL60o, so dass auch hier ein einziges, kurzes Schnittfenster fiir den Transfer
der SBMP-Spezies genutzt werden konnte. In 2D war wie zuvor die Lipodex G®-Siule
im Einsatz (Sdulendimensionen s. Publikation P3). Da das eMDGC-MS/MS-System in

einem Ofen installiert war, wurde eine spezielle Methodenoptimierung beziiglich der
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Starttemperatur fiir die 2D-Trennung benétigt. Die ?D-Starttemperatur musste fiir die
Trennung der SBMP-Enantiomere niedriger sein als die !D-Elutionstemperatur. Um
den transferierten Bereich aus !D auf der *D-Séule zu fixieren, bis der Ofen auf die
neue Starttemperatur abgekiihlt war, wurde ein kurzer Bereich der 2D-Kapillare iiber
ein zusitzlich installiertes Kryo-Ventil (Thermo Kryo-Modulator) durch Anblasen mit
flissigem Kohlenstoffdioxid gekiihlt.

Die Probenvorbereitung war fiir beide Analysemethoden gleich und erfolgte mittels
automatisierter SPME aus dem Dampfraum der homogenisierten und verdiinnten Probe
oder aus dem Dampfraum iiber lebenden Marienkéfern. Die adsorptive Faser im zweiten
System hatte eine doppelte Lange und damit eine hohere Kapazitét, Analyten aber auch
andere fliichtige Substanzen aus dem Dampfraum der Probe zu adsorbieren. Die Art der

Faser und die Extraktionsbedingungen waren in beiden Methoden gleich.

2.1.3.4 Diskussion der Unterschiede beider Methoden

Mittels HS-SPME eMDGC-MS (SIM) wurden in unterschiedlichen Gemiisesorten SBMP-
Gehalte von 0,3 pg/kg oder weniger bis tiber 1,5 pg/kg ermittelt. (R)-SBMP wurde in
keiner Probe oberhalb der Nachweisgrenze von ca. 150 ng/kg detektiert. Diese Analyse-
methode ist also fiir den ppb-Bereich ausreichend empfindlich. In Konzentrationsberei-
chen darunter (aber nicht ausschliefilich in diesem Falle, siche Spezialfille wie Pastinak
oder Tomate im folgenden Absatz) nehmen die Stérungen durch co-eluierende Matrixbe-
standteile zu, was teilweise erst durch den Vergleich mit der selektiveren eMDGC-MS/MS

Methode erkennbar wurde.

Die gleichen Proben wurden mittels HS-SPME eMDGC-MS/MS im SRM-Modus nochmals
analysiert und brachten fiir vorher unplausible Ergebnisse, z. B. nicht detektierbares SBMP
wie im Falle von Tomate oder Pastinak, nun plausiblere Gehalte. Allerdings ist selbst nach
MDGC und der selektiveren MS/MS-Detektion auf diesem System im Falle der Tomate
eine Co-Elution auf der Quantifier-Massenspur des SBMPs erkennbar. Erst die weiteren,
zur zusatzlichen Absicherung aufgezeichneten Massenspuren (Qualifier-Massenspuren,
ebenfalls Ubergéinge bestimmter Ionen in bestimmte andere Fragmentionen), konnten
(R)-SBMP in dieser Probe ausschliefien.
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An beiden Systemen wurde deutlich, dass MDGC per se kein Garant fiir die vollstindige
Trennung der Analyten von Begleitstoffen aus einer komplexen Matrix ist. Generell 14sst
sich sagen, dass die Detektion hoherer MP-Konzentrationen (> 500 ng/kg bei Gemiise)
weniger kritisch durch Co-Elutionen beeintrachtigt wird. In der Marienkafer-Matrix
waren die Gehalte von SBMP vergleichsweise hoch, so dass hier keine Stérungen der
Enantiodifferenzierung gesehen wurden. Die Enantiomerentrennung zeigte auch in den

Marienkéferproben lediglich das Vorkommen von (S)-SBMP auf.

2.1.3.5 Entwicklung einer HS-SPME enantio-GCXxGC-MS-Methode

Fiir den Spurenbereich von weniger als 1 ppt, der realistisch fir SBMP in Wein und Beeren
ist und der mit den zuvor genannten zwei eMDGC-Systemen nicht erfassbar war, wurde
eine wesentlich leistungsfiahigere in 'D enantioselektive umfassende zweidimensionale
Gaschromatographie (enantio-GCXGC)-Methode etabliert. Diese erlaubt eine nahezu
kontinuierliche Trennung der gesamten injizierten Probe an zwei unterschiedlichen
stationdren Phasen mit dem Resultat einer viel grofieren Peakkapazitat verglichen mit
MDGC oder eindimensionaler GC. Aulerdem resultiert aus der Modulation des 'D-Peaks
eine Fokussierung der Peaks und folglich eine Erh6hung des Signal-Rausch-Verhaltnisses

in 2D, was die Detektierbarkeit steigert.

Auf Grund der einfacheren technischen Realisierung wurde eine enantioselektive Trenn-
saule mit recht gelaufigen Sdulendimensionen von 30 m Linge und 0,25 mm Innendurch-
messer (i. D.) in 'D verwendet. Der chirale Selektor war Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-
tert-butyldimethylsilyl)-p-cyclodextrin (25 % in SE 52), der unter den gegebenen chroma-
tographischen Bedingungen die Elutionsreihenfolge mit (R)- vor (S)-SBMP ergab. Fir die
Modulation wurde ein Kryo-Modulator mit zwei Diisen fiir das Anblasen mit fliissigem
Kohlenstoffdioxid auf dem hintersten Stiick der !D-S4ule angebracht. Die anschlieSende
schnelle D-Trennung erfolgte an einer 2 m langen, mit 5 % Phenyl-polydimethylsiloxan
beschichteten Kapillarsaule mit einem i.D. von 0,15 mm. Als Detektoren wurden fiir
die Methodenentwicklung ein Quadrupol-Massenspektrometer mit dafiir ausreichenden
15 Hz Scanrate und fiir die spateren Analysen ein Flugzeit-Massenspektrometer (time
of flight- oder TOF-MS) mit 50 Hz verwendet. Weitere methodische Parameter sind der
Publikation P3 (Abschnitt 2.1.3.1) zu entnehmen.
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2.1.3.6 Optimierung der enantio-GCxGC-Methode

Eine wichtige Vorraussetzung in der GCXGC ist die Einhaltung des sogenannten Modu-
lationskriteriums. Geméaf} Seeley [232] ist die umfassende zweidimensionale GC ohne
Verluste in der quantitativen Prizision und ohne relevanten Verlust der !D-Auflsung bei
einer Modulationsperiode Py von unter dem 1,5-Fachen der Standardabweichung 1o des

Peaks in 'D méglich:
Py <15-'c (2.1)

Das bedeutet, dass ein Peak aus der 'D fiir den Erhalt einer guten Auflésung in mehreren
(mindestens 3-4) Teilen moduliert, d. h. gesammelt und auf die ?D-S#ule reinjiziert werden
sollte [163, 233]. Dieser Punkt ist um so wichtiger fiir die enantio-GCXGC, da die chirale
Auflésung in 'D nicht durch eine falsch gewihlte, zu lange Modulationszeit aufgehoben
werden darf. Aus diesem Grund wurde zunachst die Modulationszeit so optimiert, dass
beide SBMP-Enantiomere jeweils mindestens in drei Teilen auf die 2D-Siule injiziert wer-
den. Bei der Basispeakbreite der unmodulierten Substanzpeaks in 'D, die etwa 10's betrug,
wiurden 3 s Modulationszeit ausreichen, um das Modulationskriterium zu erfilllen. Dies
zeigte sich in der Praxis (s. Fig. 5 in der Publikation P3). Mit einer Modulationszeit von 2 s
ist die Auflosung der Enantiomere im resultierenden zweidimensionalen Plot noch héher
als bei 3 s und gerade die Zuordnung im Grenzbereich zwischen beiden Enantiomeren
deutlicher. Mit dieser Modulationszeit und unter Zuhilfenahme der dreifach deuterierten
Analoga als interne Standards wurde die Enantiomerenverteilung von nativen SBMP-
Vorkommen in unterschiedlichen Matrices analysiert (Ergebnisse s. Abschnitte 2.2.3.2 und
2.2.3.3). In drei der gezeigten Proben (Cabernet franc- und Sauvignon blanc-Beerensaft,
sowie H. axyridis) sind auf der Massenspur m/z 138 (Hauptfragment im Spektrum von
SBMP) im 2D-Plot unbekannte Substanzen sichtbar, die nur durch die Trennstrecke in
zweiter Dimension abgetrennt wurden und in einer !D-Applikation mit (S)- und/oder
(R)-SBMP co-eluieren wiirden. Das groflere Auflosungsvermogen der GCXGC stellt fiir

die untersuchten Proben einen klaren Vorteil dar.
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2.1.4 P4: eMDGC-MS/MS fiir die Analyse weiterer
Alkylmethoxypyrazine

In Ergédnzung zur Quantifizierung der drei Vertreter IPMP, SBMP und IBMP und zur
Enantiodifferenzierung von SBMP wurde eine analytische Methode fiir die Trennung wei-
terer Alkylmethoxypyrazine angestrebt. Bei diesen handelt es sich um die Stellungs- bzw.
Strukturisomere 3-Methoxy-2,5-dimethylpyrazin (DMMP), 2-Methoxy-3,5-dimethylpy-
razin (MDMP), 2,3-Dimethyl-5-methoxypyrazin und 2-Ethyl-3-methoxypyrazin (EtMP),
alle mit der Summenformel C;H;(N;O (vgl. Abb. 1.5). Wie in der Einleitung unter 1.1.4.1
und 1.1.4.2 beschrieben, ist es denkbar dass Verbindungen wie DMMP und MDMP durch

Marienkéfer oder Kork in Wein gelangen und dort zu Fehltonen fithren kénnen.

In der folgenden Publikation wird die Weiterentwicklung einer bestehenden H/C-MDGC-
MS/MS-Methode zur Bestimmung und Quantifizierung der genannten weiteren Alkylme-

thoxypyrazine beschrieben.
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Characterization and analysis of structural isomers of dimethyl
methoxypyrazines in cork stoppers and ladybugs (Harmonia

axyridis and Coccinella septempunctata)

Abstract

The three constitutional isomers of dimethyl-substituted methoxypyrazines: 3,5-dimethyl-
2-methoxypyrazine 1; 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2; and 2,3-dimethyl-5-methoxy-
pyrazine 3 are potent flavor compounds with similar mass spectrometric, gas chromato-
graphic, and nuclear magnetic resonance spectroscopic behavior. Therefore, unambiguous
analytical determination is critical, particularly in complex matrices. The unequivocal
identification of 1—3 could be achieved by homo- and heteronuclear NMR correlation
experiments. The observed mass fragmentation for 1-3 is proposed and discussed, ben-
efitting from synthesized partially deuterated 1 and 2. On common polar and apolar
stationary phases used in gas chromatography (GC) 1 and 2 show similar behavior
whereas 3 can be separated. In our focus on off-flavor analysis with respect to wine
aroma, 1 has been described as a “moldy” off-flavor compound in cork and 2 as a con-
stituent in Harmonia axyridis contributing to the so-called “ladybug taint,” whereas 3
has not yet been described as a constituent of wine aroma. A successful separation of
1 and 2 could be achieved on octakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin as
stationary phase in GC. Applying heart-cut multidimensional GC analysis with tandem
mass spectrometric detection we could confirm the presence of 1 as a “moldy” off-flavor
compound in cork. However, in the case of Harmonia axyridis, a previous identification
of 2 has to be reconsidered. In our experiments we identified the constitutional isomer
1, which was also found in Coccinella septempunctata, another species discussed with
respect to the “ladybug taint” The analysis of such structurally related compounds is
a demonstrative example for the importance of a chromatographic separation, as mass

spectrometric data by itself could not guarantee the unequivocal identification.

Introduction

Alkyl methoxypyrazines have been identified in many foodstuffs of plant origin as aroma-

relevant compounds [1] but can also be generated as Maillard reaction products [2]. Due to
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their, in many cases, low odor thresholds they contribute significantly to the aroma of such
foodstuffs or products made thereof. Well-known representatives are 3-alkyl-2-methoxy-
pyrazines such as 3-isobutyl-2-methoxypyrazine, 3-isopropyl-2-methoxypyrazine, or
3-sec-butyl-2-methoxypyrazine which are responsible for characteristic aroma attributes
as e.g. in bell peppers [3], peas [4], carrots [5] or some Vitis vinifera varieties like

Sauvignon blanc [6].

Alkyl methoxypyrazines with two methyl groups have also been identified in a variety
of matrices. 3,5-dimethyl-2-methoxypyrazine 1 was found as an obnoxious musty odor
compound from the metabolism of Gram-negative bacteria [7] and was also detected
in a machine cutting fluid emulsion with an off-odor [8]. Later, 1 was also described in
raw hazelnuts [9], raw arabica coffee beans [10], or cooked brown rice [11]. Sensory
attributes for 1 are described as “wet cardboard,” “musty,” “moldy,” “dusty,” and “earthy,’
and in higher concentrations with attributes such as “chocolate,” “coffee,” and “nutty” [9,

10, 12—14]. Czerny and Grosch determined an odor threshold for 1 as low as 1 pg/L in air

[10].

For dimethyl-substituted methoxypyrazines, three structural isomers 1-3 (Fig. 1) are
possible. Changing the position of the methyl groups causes a drastic change in sensory
properties of the individual compounds. A dramatic increase in odor intensity is found
for compound 1 (1 pg/L in air) in comparison with 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2 (56
ng/L air) [10]. Such a structural dependent quantitative (and sometimes also qualitative)
change of the sensory properties of substituted pyrazines is often found and has been

described in extensive studies, e.g., by Mihara et al. [15, 16].
N_ _O N. _CH
> — CH
HC™ ° N7 ' CH, HC N o7t
4 4
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Figure 1: Structural isomers of dimethyl methoxypyrazines: 3,5-dimethyl-2-methoxy-
pyrazine 1; 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2; and 2,3-dimethyl-5-methoxy-
pyrazine 3
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Sensory properties for 2 described in literature are associated with attributes such as
‘earthy,” “musty,” “roasted peanuts,” or “dead leaves” [10, 17, 18]. In foodstuffs, 2 has
been described in pepper (Piper nigrum L.) [19], cheese [20], peanuts [21], sesame paste,
[22] and in Mentha species [23]. To the best of the authors’ knowledge, there has been
no odor threshold described for 2,3-dimethyl-5-methoxypyrazine 3, yet. Furthermore,
only one incidence has been found in literature for the occurrence of 3 in nature. Re-
cently, Poehlmann and Schieberle described it as one of the odor-active compounds
in Styrian pumpkin seed oil [24]. The odor quality (determined by gas chromatogra-
phy-olfactometry; GC-O) was given as “roasty, sweet;” however, no odor threshold had
been determined. According to these authors, identification was based on mass spectral
data, retention indices, and odor descriptions compared to reference substances. However,

no spectral data was given.

In our ongoing research on the occurrence of alkyl methoxypyrazines in wine and
related matrices [25, 26], we became interested in the investigation of dimethyl methoxy-
pyrazines since they had been described as off-odor compounds. Simpson et al. identified
compound 1 in cork stoppers causing a “fungal must” taint in wine. They determined
the odor threshold for 1 in a white wine matrix with 2.1 ng/L [13]. 1 has also been found
as a malodorous compound in water supplies [27] and seems to be generated by bacteria
(as well as 2) [28, 29]. This first incidence of 1 as off-flavor compound in cork was later
confirmed by Chatonnet et al. who also described 1 in oak chips and further discussed the
microbiological origin of 1 [14]. In recent years, the wine industry has been confronted
with an off-odor problem associated with beetles that are harvested together with the
grapes, leading to the so-called “ladybug taint” in wine [30]. In this respect, 2 has been
described together with other 3-alkyl-2-methoxypyrazines as a constituent of Harmonia
axyridis [17] and also in Coccinella septempunctata [18], the beetles that were eventually

causing the “ladybug taint”

Experimental
Chemicals Dichloromethane, methanol, and methyl tert-butyl ether were from Carl

Roth (Karlsruhe, Germany); sodium, sodium sulfate, sodium carbonate (anhydrous), and

calcium chloride hexahydrate were from Merck (Darmstadt, Germany); [2H;]-chloroform
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Figure 2: Mass spectra of constitutional isomers of methoxypyrazines with molecular
formula C;H;yN,O (compounds 1-4); conditions as described in text

Abkiirzungen a: 1 = MDMP; b: 2 = DMMP; c: 3 = 2,3-Dimethyl-5-methoxypyrazin; d: 4 = EtMP
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and sodium hydroxide were from KMF Laborchemie (Lohmar, Germany). 3,5-dimethyl-2-
chloropyrazine (CAS no. 38557-72-1) and methyl-deuterated [°H3]-methanol (CAS no.
1849-29-2) were from ABCR (Karlsruhe, Germany); 2,5-dimethyl-3-chloropyrazine (CAS
no. 95-89-6) and trimethyloxonium tetrafluoroborate were from TCI Europe (Eschborn,
Germany); butane-2,3-dione (CAS no. 431-03-8), 3-ethyl-2-methoxypyrazine 4 (CAS no.
25680-58-4) and 3-(1-methylethyl)-2-methoxypyrazine 5 (3-isopropyl-2-methoxypyrazine;
CAS no. 25773-40-4) were from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany); glycinamide hydro-
chloride (CAS no. 1668-10-6) was from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany); and hydrochloric
acid was from Riedel-de Haén (Seelze, Germany). The [*H3]-isotopologue of 5 (d-5) was
synthesized as described earlier [25, 26]. Commercial chemicals were usually of analytical
grade and used as such, except butane-2,3-dione which was freshly distilled. The reference
substance 1 (CAS no. 92508-08-2) was purchased from Bellen Chemistry Co. Ltd. (Beijing,
China).
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Figure 3: Mass spectrum of compound 2 published in NIST database (relative abundance
over m/z)

Syntheses of other reference compounds

2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2

The synthesis of 2 was done according to the procedure described earlier by Czerny and
Grosch [10]. 2,5-dimethyl-3-chloropyrazine (1.99 g, 14 mmol) was dissolved in methanol
(5mL) and freshly prepared sodium methoxide solution (~400 mg, ~17 mmol sodium in
7 mL methanol) was added and refluxed until completeness of the reaction (monitored by
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)). After reaching room temperature,
distilled water (20 mL) was added and the products were extracted with methyl tert-butyl

ether (5 X 15mL). The combined organic phases were dried with sodium sulfate and
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concentrated using a micro distillation apparatus with a spinning band column. The
residual solvent was purged with argon gas using a fused silica capillary. The obtained

purity of 2 was 97 % (determined by GC-MS).
2,5-dimethyl-3-[*H;]-methoxypyrazine d-2

d-2 was prepared as described for 2 but substituting methanol with [2Hs3]-methanol.
Purity was 95 % (determined by GCMS).

3,5-dimethyl-2-[*H;]-methoxypyrazine d-1

d-1 was prepared as described for d-2 but using 3,5-dimethyl-2-chloropyrazine as starting
material. Purity was 99 % (determined by GC-MS).

2,3-dimethyl-5-hydroxypyrazine 6

Synthesis of 3 followed a common approach for generation of the heterocyclic ring system
described earlier [32, 33], condensing a vicinal dicarbonyl compound with hydrohalides
of the appropriate amino acid amides. Here, glycinamide hydrochloride (9 mmol) was
dissolved in methanol (15mL) and freshly distilled butane-2,3-dione (9 mmol in 5mL
water) was added. With continuous stirring, 12 M sodium hydroxide solution (2 mL)
was added dropwise at a temperature kept at —25 °C (ice-calcium chloride hexahydrate
mixture). After 2h stirring at room temperature, the reaction mixture was allowed to
warm to 0 °C and then 12 M hydrochloric acid (2 mL) was added. After multiple extractions
with dichloromethane, the organic extract was dried with sodium sulfate, filtered, and
the solvent was evaporated, yielding 0.3 g of a yellow amorphous raw product that was
characterized by GC-MS with 6 as the major product. gMS (EI+): 42 (100), 124 (78, M+),
95 (60), 96 (37), 81 (22), 54 (18), 41 (14), 32 (10), 52 (9), 43 (8); linear retention index (LRI,
based on n-alkanes and determined as described earlier [34]): ZB-Wax 2366, ZB-5 1173
(fronting peak, retention taken at the front of the peak).

2,3-dimethyl-5-methoxypyrazine 3

Selective O-methylation of 6 was achieved using a Meerwein salt (trimethyloxonium
tetrafluoroborate, TMO) [35]. Raw product 6 was mixed with sodium carbonate (0.3 g) in
water (6 mL) and TMO (0.3 g) was added in portions under stirring at room temperature.
After 12 h of stirring, another portion of 0.2 g of TMO was added and stirred overnight.

The dark red reaction mixture was transferred into a GC headspace vial with a silicone
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septum cap and purged with argon by inserting a fused silica capillary through the
septum and into the liquid mixture. The purged volatiles left the vial through another
piece of fused silica capillary (5cm X 0.53 mm i.d. capillary) and were trapped on a
LiChrolut® EN solid phase extraction (SPE) cartridge (200 mg/3 mL; Merck) fitted via a
press-fit connector and a piece of a polyethylene tube to the capillary. The total purge
time was 3 h with a flow of some 25 mL/min. To avoid a potential breakthrough, every
45 min, the cartridge was replaced with a new one. Each of the (four) cartridges was
eluted with 1 mL of [*H;]-chloroform. After pooling and concentrating with a micro
distillation apparatus [36], the residual solution was used for further characterization by

GC-MS and nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR).

Gas chromatographic and mass spectrometric analysis

GC-MS was done on three different systems:

(i) A Finnigan Trace GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) was
equipped with a programmed temperature vaporizing injector (PTV) and coupled to
an ion trap PolarisQ mass spectrometer (Thermo Fischer Scientific). The analytical
column used was a 30 m X 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with 0.25 pm
of 5% diphenyl 95 % dimethyl polysiloxane (ZB-5, Phenomenex, Aschaffenburg,
Germany). Helium was used as carrier gas at a constant flow of 1.2 mL/min. Split
injection was done at 240 °C (split ratio 1:10). Oven temperature was programmed
from 40 °C (2 min isothermal) with 5 °C/min to 250 °C (5 min hold). MS detection
was performed in positive electron ionization mode (EI) at 70 eV with a scan range
of m/z 29-350. Ion source temperature was held at 230 °C and the transfer line was
set at 250 °C.

(ii) A 8ooo series GC instrument (C. E. Instruments, now Thermo Fisher Scientific)
was coupled to a MD 8oo quadrupole mass spectrometer (Fisons Instruments, now
Thermo Fisher Scientific). Separation was done with a fused silica capillary (30 m
% 0.25mm i.d.) coated with 0.5 pm polyethylene glycol (ZB-WAX, Phenomenex)
which was connected to a 2m X 0.32 mm i.d. phenylmethylsilylated fused silica
capillary as a precolumn. The split/splitless injector base was at 210 °C and injection

was done at a split ratio of about 1:50. Helium was used as carrier gas in constant
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Figure 4: Proposed mass fragmentation of 1. Fragments of 2 and 3 are concordant with
a different methyl group arrangement, respectively. With compound 3 the
fragment with m/z 120 is not observed (explanation described in text). Frag-
mentations with m/z values given in parenthesis represent isotopic (deuterated,
H;) compounds d-1 and d-2

pressure mode at 75 kPa. Oven temperature was programmed from 40 °C (5 min
isothermal) with 5°C/min to 240 °C (10 min hold). MS acquisition was done in
positive EI mode at 70 eV in full scan mode from m/z 29 to 350. Ion source and

transfer line were heated at 230 and 200 °C, respectively.

(iii) A Trace GC Ultra was coupled to a triple quadrupole mass spectrometer (Quantum
Ultra; both Thermo Fisher Scientific). The GC was upgraded (S+H Analytik GmbH,
Monchengladbach, Germany) with a Deans’ switching device (SGE, Victoria, Aus-
tralia) for H/C MDGC and a cryo-trap made in-house using a dual cryo-jet GCxGC
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modulator (Thermo Fisher Scientific) and liquid CO; as coolant, allowing trapping
of material being transferred from !D into 2D. The !D analytical column used was a
15m X 0.25 mm i.d. fused silica capillary coated with 0.25 um of polyethylene glycol
(ZB-WAX, Phenomenex) and a D separation column consisting of a 25 m X 0.25 mm
i.d. fused silica capillary coated with a derivatized cyclodextrin stationary phase
(LIPODEX G®, Macherey-Nagel, Diiren, Germany). Helium was used as carrier gas
at constant pressure modes. A programmed temperature vaporizing (PTV) injector
was connected to the 'D separation column with pressure set to 146 kPa. Using
the second (split/splitless) injector for auxiliary gas supply, this was set to 121 kPa.
Flow diversion was achieved by redirecting the auxiliary gas using a three-port
valve (Valco Instruments Co. Inc., Houston, TX, USA). Actuation of the switching
(H/C) events was achieved via the event and valve functions of the instrument and
programmed in the manufacturer’s software. Headspace solid phase microextrac-
tion (HS-SPME) was done at the PTV injector in splitless mode (2 min, 270 °C, 1 mm
i.d. liner). The oven temperature was programmed from 40 °C (2 min isothermal) at
8 °C/min to 137 °C (0.5 min isothermal). Then the temperature was lowered to 60 °C
at 30 °C/min (5 min isothermal) before the 2D GC separation started by raising the
temperature to 75 °C at 1 °C/min and finally, to 190 °C at 50 °C/min (5 min isother-
mal). The cryo-jet was actuated from 11.5 min (ca. 0.5 min before the first heart-cut)
until 18 min (ca. 1 min after the oven temperature had reached 60 °C). MS detection
was performed in positive EI mode at 70 eV. For selected reaction monitoring (SRM)
argon (99.999 % purity) was used as collision gas with a collision cell pressure of
1.1 mTorr. Mass resolution in Q1 and Q3 were 0.7 amu. The total cycle time was
300 ms. The optimized SRM transfers and collision energies were (quantifier SRMs
are marked with *): 137—107 (10 V), 138—109 (12V), and 138—120 (8 V, *) for
1 and 2; 123.1—95.1 (8 V), 138.1—119.1 (8 V), and 138.1—123.1 (10V, *) for 4;
137—109 (8 V), 152—124 (8 V), and 152—137 (8 V, ¥) for 5; and 127.1—95 (8 V),
140—112.1 (8 V), and 155.1—140 (8 V, *) for d-5. Ion source temperature was held
at 230 °C and the transfer line was set at 190 °C. Automated HS-SPME extraction
(TriPlus RSH, Thermo Fisher Scientific) of ladybug samples used a 2 cm divinyl-
benzene/carboxen/polydimethylsiloxane fiber (Supelco, Sigma-Aldrich) with an
extraction time of 30 min at a temperature of 50 °C. Life bugs were chilled and then
weighted into 20 mL headspace vials with a teflon-lined screw cap. Approximate

estimation of concentrations of dimethyl methoxypyrazines was based on rela-
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tive response factors using d-5 as an internal standard. Injection of cork extracts

(soaks in 10 vol-% ethanol, previously purged and trapped onto LiChrolut® EN

(Merck) SPE cartridges, then eluted with dichloromethane and concentrated to

a small volume using micro methods [36]) was done in a PTV on-column mode

(on-column liner from Thermo Fisher Scientific) after attaching a 1 m X 0.53 mm

i.d. phenylmethyl silylated pre-column via a press-fit connector (BGB Analytik AG,

Adliswil, Switzerland) and adjusting the chromatographic conditions accordingly.

Instrument control and MS data acquisition was performed via Xcalibur software, version

1.2 (i), 2.0.7 (i), and 2.2 (iii) (all Thermo Fisher Scientific). NIST library version 2011

was available as mass spectral database (NIST, Gaithersburg, MD, USA). Linear retention

indices (LRI) were calculated using a series of n-alkanes [34].
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Figure 5: Mass spectra of deuterated isotopologues of 1 and 2; conditions as described in

text
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Nuclear magnetic resonance spectroscopy

NMR spectroscopy was performed on Bruker Avance DRX 500 spectrometer (Bruker
Biospin, Karlsruhe, Germany). All 'H, *C, and >’N-NMR measurements were performed
with standard conditions, using [2H;]-chloroform as solvent. The chloroform signals
were used as internal standard for 'H- (7.20 ppm) and *C-NMR (77.20 ppm) spectra,
whereas the 1’N-NMR spectra were referred to nitromethane (0.0 ppm). All >'N-NMR
shift values were determined by heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) spectra.
The convention of assigning negative values to signals occurring high field of the reference
is used here also. The reliable assignment of all 'H, 1*C and °N-signals were received
by two-dimensional NMR measurements (COSY-, NOESY-, HSQC-, and HMBC-spectra).
Raw data were processed with the MestReNova vers. 8.0 software (Mestrelab Research,

Santiago de Compostela, Spain).

Table 1: 500 MHz '"H-NMR, chemical shifts in parts per million (ppm) and couplings in
Hertz (ref. CDCls = 7.2 ppm)

Compound H-6 2-CH; 3-CH; 5-CH; OCHj3; Couplings

1 7.7 - 2.38 2.36 3.88  YJspes = 0.7
Septet Doublet Doublet Singlet ®J3peq = 0.8

2 7.78 2.35 Doublet - 2.33 3.89 4.]5—Me,6 =0.8
Multiplet of quartets Quintet Singlet SJz-Me,s =0.1

7J2-Me,5-Me =0.7

3 7.89 2.45 2.52 - 3.93 a

Broad Broad Broad Singlet

4 Not determined

Results and discussion

Based on the reports of 1 as a potent musty compound in wine from cork stoppers
[13] and of 2 as a constituent of Harmonia axyridis [17] or in Coccinella septempunctata
[18], we started to evaluate chromatographic and mass spectrometric properties of these
compounds for our future wine aroma research. Whereas 1 was commercially available,
we had to synthesize 2 as a reference substance. Compounds 1 and 2 showed an almost

identical mass spectrum (Fig. 2a, b). Also, on classical stationary phases often used in
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GC analysis of aroma compounds (such as a 5 % diphenyl 95 % dimethyl polysiloxane, or
a polyethylene glycol type stationary phase), retention indices for compounds 1 (ZB-5
1053, ZB-WAX 1439) and 2 (ZB-5 1058, ZB-WAX 1442) are very similar. This hampers
an unambiguous identification by retention index-based GC analysis but also by GC
with MS detection, particularly in the situation of real world matrix burdened samples.
LRIs for 1 found in literature on a DB-5 are 1054 [9] or 1055 [10], data that compares
well with our findings of 1053 on a ZB-5. In general, reliability of retention index
information used for compound identification is dependent on a variety of conditions
involved in their generation, such as the exact chemical nature of the stationary phase
used, the temperature program rate involved, and others. This has been studied in more
detail and has been summarized e.g. by Bicchi et al. [37]. Furthermore, when either
compound 1 or 2 is analyzed by GC-MS and searching the resulting spectrum against
one of the common commercial spectral databases (such as NIST 2011 in our case), the
search result yields compound 2 as hit (Fig. 3). Compound 1 is not listed yet. Looking
closer into the mass spectra of compound 2 from our experiment and into that included
in the NIST database, there is an apparent difference that cannot be explained. The
NIST spectrum does not show m/z 120. However, m/z 120 is presented in our spectrum
generated with a quadrupole mass spectrometer (Fig. 2b) as well as in the mass spectrum
produced with an ion trap mass spectrometer by Czerny [38]. The mass spectrum obtained
for 1 in our situation is comparable to data published earlier [13, 14, 38]. To further
complicate an identification solely based on a spectral library comparison is the fact that
the constitutional isomer 3-ethyl-2-methoxypyrazine 4 generates an almost identical
mass spectrum and is therefore listed among the search results of the spectral database
(Fig. 2d). Interestingly, 4 also shows similar LRIs (ZB-5 1055, ZB-WAX 1439) as compound
1 or 2 on a phenyl dimethyl polysiloxane or a polyethylene glycol stationary phase,
respectively. Thus, an unambiguous identification in a GC-MS analysis is critical and
should require sufficient chromatographic separation and reference standards with a
known chemical nature. This fundamental problem is not new to the analytical chemist
but might be overseen occasionally. In fact, this issue had triggered others to publish
a statement on how compound identification should be conducted, particularly in the

complex field of aroma analysis [31].

Since a third constitutional isomer is possible, we also synthesized compound 3 for com-

parison studies. The LRIs of 3 (ZB-5 1079, ZB-WAX 1493) on the investigated stationary
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Table 2: '>*C-NMR, chemical shifts in ppm (ref. CDCl3 = 77.2 ppm)
Compound C-2 C-3 C-5 C-6 2-CH; 3-CHs; 5-CH; OCHj;

1 157.2 1434 1439 1368 - 19.4 20.3 53.6
2 141.1 158.2 147.7 1344 18.9 - 20.8 534
3 140.7 151.5 1594 127.5 21.8 19.1 - 54.3

Table 3: >’N-NMR, chemical shifts in ppm (ref. CH3NO; = 0.0 ppm)
Compound N-1  N-4

1 -102.6 -44.0 a Not determined
2 -452  -100.8
3 ¢ ¢

phases are different from those of compound 1 and 2, providing enough separation on the
commonly used apolar or polar stationary phases. This might be explained by a shielding
effect of the oxygen by the neighboring methyl group in compounds 1 and 2, which is
not possible with structure 3. Also, the mass spectrum of 3 is somewhat different and
would ease differentiation from compounds 1, 2, or 4 (Fig. 2c) by MS detection. Mass
fragmentation of dimethyl methoxypyrazines is proposed in Fig. 4 with the example of 1.
The major difference in the spectra of compound 3 is the missing fragment ion m/z 120,
that can be explained by the loss of H,O. Such a loss of H,O is only possible if a methyl
group is situated at the adjacent ring carbon bearing the methoxy group and is only
compatible with compounds 1 and 2 [39]. Some of the proposed mass fragments given in
Fig. 4 are supported by the study of the synthesized isotopic compounds with deuterium
incorporation in the methoxy group (-OC[?H3]; d-1 and d-2; Fig. 5). Particularly, those
fragmentations with m/z values given also in parenthesis represent such instances. As
deuteration is in the methoxy group, cleavage of the methoxy group would lead to the
mass fragment m/z 107. This fragment is present, however, with minor intensity in
comparison to m/z 108. The latter could be explained by a rearrangement forming the
proposed alcohol and followed by loss of C[?H,]OH.. Comparing dimethyl methoxy-
pyrazines (1-3) with the ethyl methoxypyrazine 4, a higher abundance for m/z 123 is
observed. This can be explained by a favored expulsion of a CHse from the alkyl chain
rather than from the methoxy group. Interestingly, in 4 a loss of H,O is occurring with a
slightly different mechanism, since we observe m/z 119 rather than the m/z 120 explained

before.
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Figure 6: Part of '"H-">’N-HMBC spectra of compound 1 (6a, left) and 2 (6b, right)

The experimental results of the NMR measurements are summarized in Tables 1, 2, and
3. No significant differences of the chemical shifts were found in 'H-NMR spectra of
compounds 1 and 2. In *C-NMR spectra, a small chemical shift difference of 3.8 ppm
was observed only for the ring carbon C-5 that does not guarantee a reliable verification
by a NMR database. The unambiguous assignment was achieved by 'H-">’N-HMBC
measurements, finally (Fig. 6). In Fig. 6a, cross peaks were observed from both 'H-NMR
signals of methyl groups with the low field shifted nitrogen atom which is in accordance
only with the structure of compound 1 where both methyl groups are arranged near N-4.
Otherwise, in Fig. 6b, cross peaks of the methyl groups were observed to both nitrogen
atoms. In the latter, this can be explained with the chemical structure of compound 2, only.
The unambiguous assignment of the different H-6 positions of the aromatic hydrogen

atoms near 7.7 ppm is also seen here clearly in both compounds. Surprisingly, in 'H-NMR
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spectra of compounds 1 and 2, multiple patterns were observed for the methyl proton
signals. Long-range couplings across up to seven atomic bonds cause the signal splitting.
The remarkable coupling constants up to 0.8 Hz were observed as early as 1968 by Cox
and Bothner-By [40]. The unambiguous assignment of compound 3 was achieved by
TH-1C-HSQC and HMBC measurements as presented in Fig. 7. In Fig. 7b, the methyl
protons at 2.45 ppm in position 2 show in addition to the strong ?J and 3] couplings to
C-2 and C-3 carbons a weak cross peak to carbon C-6 at 127.5 ppm, whereas the methyl

protons in position 3 at 2.52 ppm show a weak *J long-range coupling to carbon C-5 at

159.4 ppm.
— e 2
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Figure 7: Part of 'H-13C-HSQC (7a, top) and HMBC spectra (7b, bottom) of compound 3

Our analytical approach using H/CMDGC-MS-MS finally allowed an unambiguous
differentiation of the compounds under investigation. On octakis-(2,3-di-O-pentyl-
6-O-methyl)-y-cyclodextrin as stationary phase for the D separation column (trade
name LIPODEX G®), baseline separation of the critical dimethyl- (1, 2) and also alkyl
methoxypyrazines (4, 5) could be achieved. An example for the analysis of dimethyl-
substituted methoxypyrazines in ladybugs is given in Fig. 8. Interestingly, in 'D on the
polyethylene glycol stationary phase we observe a co-elution of 1, 2, 4 and 5 that allowed

using a single H/C for all these compounds (Fig. 8a). As an important result, we could
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not detect compound 2 that had previously been described as a constituent of H. axyridis.
Instead, we clearly identified compound 1 (Fig. 8c) with an approximate concentration of
some 1-2 ng/g bug. This could also be confirmed for another ladybug species investigated.
In C. septempunctata, 2 was again absent and we could identify 1 (Fig. 8c) as seen for
H. axyridis (however, on a lower concentration of about 0.01-0.1 ng/gbug). In other
investigations on suspicious cork samples with moldy cork off-flavors, we could confirm
the earlier identification of 1 by Simpson et al. and Chatonnet et al. [13, 14] (data not

shown, [41]).

Conclusion

The unequivocal identification of structurally similar compounds by GC-MS is critical
due to their similar spectrometric and often also chromatographic data. In the present
analytical study this was shown with the example of alkyl methoxypyrazines 1 to 4.
Our work affirms an earlier statement by Molyneux and Schieberle [31] and renders
some literature citations describing the occurrence of these compounds questionable. For
example, 2 has first been described as a constituent of H. axyridis, however, with a tentative
assumption dependent upon mass spectrometric identification based solely on comparison
with commercial databases [17]. With respect to our findings and the earlier statement
for a proper identification [31] such a workflow is not sufficient and should, at best, end
with a tentative result. However, analysis of the dimethyl methoxypyrazine compounds
described in this work is possible if based on a sufficient chromatographic separation and
utilizing structurally verified reference substances. The analytical method proposed in our
work (H/C MDGC-MS-MS using the LIPODEX G® column in ?D) provided the necessary
separation and had also proven to be suitable for application to complex matrices. With
the examples shown in the present study, we could confirm 3,5-dimethyl-2-methoxy-
pyrazine 1 to be a constituent in cork samples with a moldy off-flavor. However, we could
not confirm the presence of 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2 in either ladybug species
H. axyridis or C. septempunctata. Instead, we identified 3,5-dimethyl-2-methoxypyrazine
1 for the first time in these ladybug species.
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Figure 8: H/C MDGC chromatograms after 'D (a; flame ionization detector) and 2D (b;
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MS-MS) separation of a standard mixture of 3,5-dimethyl-2-methoxypyrazine
1; 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazine 2; 3-ethyl-2-methoxypyrazine 4; and 3-
isopropyl-2-methoxypyrazine 5; HS-SPME-H/C MDGC-MS-MS chromatograms
of different ladybug species (c); illustrated ion traces represent quantifier SRMs;
conditions as described in text
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2.1.4.2 Beschaffung und Charakterisierung der Referenzsubstanzen

Fir die Entwicklung einer Analysemethode fiir Isomere werden idealerweise alle Re-
ferenzsubstanzen mit abgesicherter chemischer Struktur benétigt. Fiir diesen Zweck
wurden die Isomere des Dimethylmethoxypyrazins kommerziell erworben oder synthe-
tisch hergestellt (darunter auch die in der Methoxygruppe dreifach deuterierten Analoga
von DMMP und MDMP). Diese Referenzsubstanzen wurden gaschromatographisch auf
zwei gebrauchlichen stationdren Phasen (5 %-Diphenyl-95 %-dimethyl-polysiloxan und
Polyethylenglykol) charakterisiert und wiesen fir DMMP, MDMP und EtMP sehr dhnli-
che lineare Retentionsindizes (Retentionsindex s. folgenden Absatz) auf. Lediglich das
2,3-Dimethyl-5-methoxypyrazin wurde an den genannten geldufigen stationaren Phasen

deutlich von den anderen Isomeren getrennt.

Der Retentionsindex (RI) nach Kovats ist ein Term zur Charakterisierung von Substanzen
bezogen auf Standardsubstanzen (z. B. Alkane unterschiedlicher Anzahl von C-Einheiten)
in der isotherm betriebenen Gaschromatographie. Dieser ist primér von der stationaren
Phase und den auftretenden chromatographischen Wechselwirkungen abhangig und
nicht von Saulengeometrie oder instrumenteller Ausstattung [234]. Bei der Anwendung
von linearen Temperaturprogrammen zur Charakterisierung von Substanzen, wie hier

der Fall war, trifft die Verallgemeinerung des RI-Systems durch Van den Dool und Kratz
zu [235].

Fir die gaschromatographisch auf gebrauchlichen Phasen kaum trennbaren Isomere
DMMP, MDMP und EtMP wirkt der eindeutigen Zuordnung auflerdem entgegen, dass
sie massenspektrometrisch sehr dhnliche Fragmentierungsmuster und gleich grof3e Frag-
mente aufweisen und daher kaum zu unterscheiden sind (s. Fig. 2 in Publikation P4).
Auch bei den iiblichen NMR-Techniken *C- und 'H-NMR resultieren sehr dhnliche
Spektren, die eine sichere Zuordnung erschweren (s. Tab. 1 in Publikation P4). Die
eindeutige Identifizierung der drei Stellungsisomere wurde schlief}lich mittels zweidi-
mensionaler NMR-Korrelationsexperimente erzielt (\H>N-heteronuclear multiple bond
correlation (HMBC), 'H'3C-heteronuclear single quantum coherence (HSQC) und -HMBC;
s. Fig. 6 und 7 in Publikation P4).



2.1 Methodenentwicklung P4

2.1.4.3 Analysemethode fiir Dimethylmethoxypyrazin-lsomere

Im weiteren Verlauf stand die Entwicklung einer analytischen Methode im Fokus. Hierzu
wurde die eMDGC-MS/MS Methode aus Abschnitt 2.1.3.3 als Ausgangspunkt genutzt.
Bei Anwendung der bisherigen chromatographischen Bedingungen auf 'D (Trennphase
Polyethylenglycol) wurde eine Co-Elution der Isomere DMMP, MDMP und EtMP mit
dem IPMP, welches eine zusatzliche C-Einheit im Alkylrest enthélt, beobachtet. Die
deuterierten Analoga von DMMP und MDMP wiesen wie die hoher alkylierten Methoxy-
pyrazine keinen merklichen Isotopeneffekt auf, was in 'D wiederum die Optimierung
hin zu schmalen Schnittfenstern begiinstigt. Diese Co-Elution erlaubte es nun durch
ein einziges Schnittfenster vier Substanzpeaks sowie die entsprechenden isotopologen

Standards auf die 2D-Séule (Lipodex G®) zu transferieren (s. Fig. 8a in Veréffentlichung
Pyg).

In 2D wurde von einer niedrigen Starttemperatur (60 °C) ausgehend und mit einem
vergleichsweise langsamen Temperaturanstieg von 1 °C/min eine vollstandige chromato-
graphische Trennung aller vier MPs, die durch den Transfer auf die 2D-Siule gelangten,
erreicht (s. Fig. 8b in Verodffentlichung Pyg). Fiir eine selektive Detektion wurden fiir al-
le vier MPs (IPMP, EtMP, DMMP und MDMP) die SRM-Bedingungen des Tandem-MS
optimiert. Fir DMMP und MDMP bestanden hierbei wiederum kaum Unterschiede, so
dass letztlich die gleichen Bedingungen fiir die Aufzeichnung der Signale beider Isomere
verwendet wurden. Letztlich erlaubte die gaschromatographische Trennung in ?D die

eindeutige Zuordnung der Isomere, vor allem von DMMP und MDMP.

2.1.4.4 Relevanz eindeutiger chemischer Zuordnung von Isomeren

Am Beispiel der Dimethylmethoxypyrazine zeigt sich der Vorteil, beim potentiellen Vor-
kommen von Isomeren alle denkbaren Verbindungen als Referenzen zu beschaffen, diese
eindeutig chemisch zu charakterisieren und sie fiir die Entwicklung einer geeigneten
analytischen Methode einzusetzen. Auf diese Entwicklungsschritte folgte nun in der
Praxis die Anwendung auf verschiedene Proben, in denen Dimethylmethoxypyrazine
vorkommen konnen. Mittels HS-SPME wurden beispielsweise die Marienkéferspezies
H. axyridis und C. septempunctata analysiert. In beiden Spezies konnte nur das MDMP,
nicht aber DMMP, identifiziert werden (s. Fig. 8c in Veréftentlichung P4). Dieses Ergebnis
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2 Ergebnisse und Diskussion

steht im Widerspruch zu Publikationen, in denen die Identifizierung lediglich auf den
massenspektrometischen Daten und deren Abgleich mit Datenbanken beruhte. Cai et al.
formulierten ihre Zuordnung eines in H. axyridis gefundenen Dimethylmethoxypyrazins
als DMMP hypothetisch auf Grundlage einer massenspektrometrischen Ubereinstimmung
von uUber 70 % mit entsprechenden Datenbankeintragen [36]. Die Verwechslungsgefahr
bei alleinigem massensprektrometrischen Vergleich ist allerdings sehr hoch, wie die
Massenspektren verdeutlichen (s. Fig. 2 in Publikation P4). In einer Arbeit von Botezatu
et al. fand die entsprechende Zuordnung aus Rot- und Weilweinen, die unter Zugabe von
H. axyridis und C. septempunctata hergestellt waren, angelehnt an Cai et al. ebenfalls als
DMMP statt, ohne die anderen moglichen Isomere erkennbar auszuschlieflen [37]. Thre
multidimensionale GC-Methode beruhte auf den stationaren Phasen 5 %-Diphenyl-95 %-
dimethyl-polysiloxan in !D und Polyethylenglykol in ?D, zwei stationire Phasen, die
in unseren eigenen Studien fiir DMMP, MDMP und EtMP Unterschiede in den linearen
RIs von lediglich 2 bis 5 Einheiten aufzeigten. Sofern nicht alle Referenzen verfiigbar
sind, kann eine Zuordnung anhand der linearen RIs bei so nah gelegenen Werten leicht
zu Fehlern fithren, da der RI durch eine Reihe von Eigenschaften wie z. B. der genauen
chemischen Natur der stationdren Phase beeinflusst wird [236]. Ein wie bei Bicchi et al.
festgelegtes Toleranzlimit von + 3 Einheiten bedeutet im Falle der Dimethylmethoxy-
pyrazine auf den genannten stationdren Phasen, dass anhand des linearen Rls ohne die

Referenzen keine sichere Zuordnung moglich ist.

In einer weiteren Anwendung der hier beschriebenen Analysemethode wurde im Extrakt
von auffalligen Flaschen-Korken mit schimmeligem Fehlton ebenfalls MDMP identi-
fiziert, was in Ubereinstimmung mit der fritheren Identifikation durch Simpson et al.
[39], Prat etal. [82] und Chatonnet et al. [40] ist. Die Identifizierung von Substanzen,
die im Zusammenhang mit atypischen Kork-Fehlnoten stehen, darunter MDMP, IPMP
und IBMP, wurden in einer Arbeit von Slabizki et al. veroffentlicht [42]. Quantitative
Daten zu MDMP, IPMP und IBMP auf Grundlage der hier beschriebenen analytischen
Methode fiir eine gréfere Bandbreite von Kork- und Wein-Proben sind in einer weiteren

Veroffentlichung in Zusammenarbeit mit Slabizki et al. enthalten [237].
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2.2 Analysenergebnisse von Alkylmethoxypyrazinen

in verschiedenen Spezies

Im folgenden Teil werden die Erkenntnisse der gewonnen Daten beziiglich der MPs in
den verschiedenen untersuchten Matrices zusammengefasst. Die genauen Methodenbe-

schreibungen befinden sich in den zuvor genannten Publikationen.

2.2.1 MP-Gehalte in Gemtse

Die quantitative Bestimmung der drei Vertreter IPMP, SBMP und IBMP wurde mit der
HS-SPME eMDGC-MS (SIM) (Methode s. P3, Abschnitt 2.1.3.1) durchgefithrt und ergab
Gehalte in einem Bereich von ca. 0,1 bis tiber 60 pg/kg (s. Tab. 2.3 und Poster A1 im
Anhang, A.1). Besonders auffallig ist, dass IBMP, welches mit dem Geruchsattribut 'griine
Paprika’ beschrieben wird, mit der hochsten Konzentration in griiner Paprika vorkommt
und in den Paprikasorten generell — mit teilweise weit iiber 10 pg/kg — die Majorkom-
ponente ist. Ahnlich verhilt es sich mit IPMP, welches mit dem Geruch nach Erbse in
Verbindung gebracht wird und in Zuckererbsen und Erbsen mit tiber 1 pg/kg die Major-
komponente darstellt. Die Quantifizierung von SBMP iiber die gleiche Methode ergab,
dass die Zuckererbse in dieser Auswahl das SBMP-reichste Gemiise mit tiber 1,5 pg/kg
(S)-SBMP ist (hier wie auch in allen weiteren Proben war kein (R)-SBMP detektierbar
bei einer Nachweisgrenze von 0,15 pg/kg). Weitere SBMP-reiche Sorten waren griine
Paprika, Karotte, Erbse, rote Bete und Petersilienwurzel mit 0,5-1 pg/kg (s. Tab. 2.3). In
einigen Proben wie Pastinak, gelbe Paprika und Tomate wurde kein SBMP detektiert,
was zumindest im Falle des Pastinaks wenig plausibel ist, da dieser in den Analysen von
Murray et al. [6] eine der SBMP-reichsten Gemiisesorten war. Solche Proben wurden
mittels HS-SPME eMDGC-MS/MS (SRM) nochmals analysiert, und hier konnten Gehalte
im Bereich von 0,04 bis 0,1 pg/kg in Tomate, gelber Paprika und Kartoffel und im Pasti-
nak sogar von ca. 5 pg/kg ermittelt werden (vgl. Diskussion in Abschnitt 2.1.3.4). Diese
Ergebnisse sind iiber die hohere Selektivitiat der Tandem-MS im SRM-Modus erklarbar
und gerade im Hinblick auf den Pastinak verglichen zu Daten aus Literatur wesentlich

plausibler.
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Tabelle 2.3: Gehalte von Alkylmethoxypyrazinen in Gemiise, mittels HS-SPME eMDGC-
MS (SIM) bestimmt

Spezies Gewebe IPMP S-SBMP R-SBMP IBMP
ng/kg*
Paprika griin Frucht 0,20 0,95 nd 63,03
Paprika rot Frucht 0,12 0,35 nd 12,28
Paprika gelb Frucht 0,12 nd nd 24,53
Karotte Wurzel nd 0,83 nd 0,29
Rote Bete Wurzel 0,34 0,64 nd 0,25
Zuckererbse Schote 3,84 1,54 nd 1,05
Erbse Samen 1,34 0,72 nd 0,14
Stangenbohne Schote 0,13 0,38 nd 0,11
Pastinak Wurzel nd nd nd 1,02
Petersilienwurzel Wurzel nd 0,62 nd 0,37
Kartoffel Knolle nd 0,46" nd 0,17
Tomate Frucht 0,12 nd nd 0,50

nd nicht detektiert; unter den LOD von 0,1 pg/kg (IPMP und IBMP), 0,15 pg/kg (SBMP)

a
b

Gehalte aus Doppelbestimmungen, Abweichungen 1-10 % der Ergebnisse
Gehalt aus Einfachbestimmung, da bei weiteren Messungen Co-Elutionen storten
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2.2.2 MP-Gehalte in Vitis vinifera Wein

Fiir die Bestimmung der MPs in Weinen, die unter Einsatz verschiedener weinbaulicher
und oenologischer Verfahren hergestellt wurden, sind die in Abschnitt 2.1.1 vorgestellten
multidimensionalen Analysemethoden angewendet worden (s. auch P1). Die in den folgen-
den beiden Abschnitten gezeigten Ergebnisse wurden von Weiand et al. mit sensorischen

Daten korreliert, diskutiert und publiziert [28-30].

2.2.2.1 Weinbauliche Einfliisse

Die Ergebnisse zu den weinbaulichen Varianten Entbldtterung, Lesetermin und Klon zeigen
ahnliche Zusammenhéange wie frithere Studien in diesem Gebiet (vgl. Abschnitt 1.1.3).
Das Auslassen der Entblétterung in der Traubenzone von Sauvignon blanc wirkte sich in
einer leichten Erh6hung der MP-Gehalte aus. Dies stimmt mit dhnlichen Studien [59, 238]

uberein.

Da die untersuchten Sauvingnon blanc Jahrgiange 2007-2009 und 2011 alle recht MP-arm
waren und die Probenzahl begrenzt war, konnten Einfliisse des Klons nur eingeschrankt
und eine Abhéngigkeit der MP-Gehalte vom Reifestadium, wie von Ryona et al. u.a. an

V. vinifera gezeigt [51], kaum beobachtet werden.

2.2.2.2 Oenologische Einfliisse

Im Gegensatz zu den weinbaulichen Varianten wurden hohere MP-Gehalte und deut-
lichere Unterschiede zur Kontrolle durch die oenologischen Varianten Kaltmaceration
und Rappenzusatz erreicht. Beide Verfahren begiinstigen die MP-Extraktion aus den
Beerenschalen oder den Rappen (vgl. Abb. 1.6 und 1.7, S. 8), in denen MPs hauptséachlich
lokalisiert sind [52]. Die Kaltmaceration oder eine moderate Kontaktzeit der Rappen
wahrend der Garung bewirkten etwa eine Verdreifachung der nativen MP-Gehalte, wobei
das Potential stark vom Jahrgang abhingt. Bei dem mittlerweile zugelassenen neuen
V. vinifera-Hybriden Cabernet blanc [239, 240] wurde die Steigerung der MP-Gehalte
durch Kaltmaceration ebenfalls bestétigt, mit dem Unterschied, dass die nativen Gehalte

bereits hoher sind als bei den hier analysierten Sauvignon blanc Klonen.
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Die hier untersuchten oenologischen Varianten Kaltmaceration und Rappenzusatz stellen
zur Steigerung der MP-Gehalte in Sauvignon blanc (oder Cabernet blanc) fiir die Praxis
legitime Mittel zur Betonung des griinen Charakters im Aroma und damit der Typizitét
von cool-climate Sauvignon blanc Weinen dar. Konkrete Vorschldge zur Variation der Stili-
stik von Sauvignon blanc finden sich in den Verdffentlichungen der Kooperationspartner
Weiand et al. [28-30].

2.2.3 Enantiodifferenzierung von 2-Methoxy-3-sec-butylpyrazin
2.2.3.1 In einer Auswahl an Gemiisesorten

Das Enantiomerenverhaltnis von SBMP wurde in diversen Gemiiseproben mittels der in
Abschnitt 2.1.3.3 (P3) behandelten HS-SPME eMDGC-MS (SIM) und HS-SPME eMDGC-
MS/MS (SRM) Methoden ermittelt. Dabei zeigte sich bei der eMDGC-MS-Methode, dass
unter Beriicksichtigung der Nachweisgrenze von etwa 0,15 pg/kg kein (R)-SBMP vor-
kommt. Sofern in den Proben weniger als 0,15 pg/kg SBMP vorkam, wurde die we-
sentlich empfindlichere eMDGC-MS/MS-Methode mit Nachweisgrenzen im unteren
ng/kg-Bereich verwendet. In einer Probe (Tomate) war die selektivere MS/MS-Detektion
hilfreich, speziell die als Qualifier zusétzlich aufgezeichneten Spuren (Uberginge zwi-
schen Mutter- und Tochterionen): Das scheinbare Signal von (R)-SBMP auf der Quantifier-
Massenspur stellte sich als Co-Elution heraus da es keine Signale auf den Qualifier-Spuren
gab. Nicht nur der selektivere Detektor, sondern méglicherweise auch der Unterschied
der 'D-Trennphasen leistet einen Beitrag zu einer alternativen Absicherung der weniger
plausiblen Ergebnisse nach eMDGC-MS (SIM).

2.2.3.2 In zwei Marienkaferspezies

Die Analyse der zwei Marienkéaferspezies H. axyridis und C. septempunctata wurde so-
wohl mittels HS-SPME H/C-eMDGC-MS/MS (SRM) als auch mit der in Abschnitt 2.1.3.5
beschriebenen HS-SPME enantio-GCXGC (P3) durchgefiihrt und ergab, dass auch in
den hier untersuchten Kéfern lediglich (S)-SBMP vorkommt. Die Konzentrationen des
(S)-SBMPs betrugen fiir H. axyridis etwa 20 ng/g Kéafer und fir C. septempunctata etwa

2 ng/g Kafer (mittels Ein-Punkt-Kalibrierung und einem deuterierten internen Standard
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berechnet). Durch die vorgegebene Elutionsreihenfolge an Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-
O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin ((R)- vor (S)-SBMP) konnten selbst Spuren von
(R)-SBMP ausgeschlossen werden, die in der eMDGC-Methode mit Lipodex G® in D und
damit umgekehrter Elutionsreihenfolge im Tailing der grof3en (S)-SBMP-Peaks hétten

verdeckt werden konnen.

2.2.3.3 In Vitis vinifera-Spezies

Mit Hilfe der HS-SPME enantio-GCXGC-TOF-MS wurde der Beerensaft von Cabernet
sauvignon, Cabernet franc und Sauvignon blanc in Hinblick auf das Enantiomerenver-
héltnis von SBMP analysiert. Damit von der Minorkomponente SBMP moglichst hohe
native Gehalte fiir die Detektion verfigbar waren, wurden die Beeren zu Beginn der
Reifung gesammelt, da zu diesem Zeitpunkt die MP-Gehalte ihr Maximum durchlau-
fen (s. Abschnitt 1.1.3). In Cabernet sauvignon und Cabernet franc waren anhand der
Massenspur m/z 138, dem héaufigsten Fragment im Massenspektrum von SBMP, deut-
liche (S)-SBMP-Peaks im 2D-Plot sichtbar (s. Fig. 6 und 7 in P3). Bei Sauvignon blanc
war m/z 138 von (S5)-SBMP gerade vom Grundrauschen unterscheidbar, was auf eine
wesentlich niedrigere Konzentration in dieser Rebsorte und Probe schlief3en lasst (nicht
quantifiziert). Sofern von der SBMP-Konzentration auf die Konzentration der Majorkom-
ponente IBMP geschlossen werden kann oder umgekehrt, so zeigten bereits Arbeiten
von Allen und Lacey, dass IBMP-Gehalte in Beerensaft und Wein der Sorte Cabernet
sauvignon hoher reichen koénnen als die in der Sorte Sauvignon blanc [23]. Die hier
beschriebene Enantiodifferenzierung zeigt, dass auch in diesen Proben kein (R)-SBMP

detektiert wurde.

2.2.4 Dimethylmethoxypyrazine

2.2.4.1 Marienkafer

Fiir die Analytik von MPs inklusive der Isomere der Dimethylmethoxypyrazine war die
eMDGC-MS/MS Methode aus Abschnitt 2.1.3.3, S. 111 (P3) zielfithrend. Die Extraktion

der Analyten aus den Marienkaferspezies H. axyridis und C. septempunctata wurde mit-

tels HS-SPME vorgenommen. In beiden Spezies wurde neben der erwarteten MPs (IP-,
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SB- und IBMP) erstmals das MDMP identifiziert, nicht aber DMMP, welches in anderen
Studien genannt wurde [36, 37], vgl. Diskussion in Abschnitt 2.1.4.4, S. 139. Die MDMP-
Konzentration war in H. axyridis mit etwa 1-2 ng/g Kafer wesentlich héher als die in
C. septempunctata mit etwa 0,01-0,1 ng/g Kafer (mittels Ein-Punkt-Kalibrierung und ei-
nem deuterierten internen Standard berechnet). Insgesamt lagen diese Konzentrationen
unter denen der drei anderen erfassten MPs, wobei das IPMP mit etwa 50 ng/g Kéfer in
H. axyridis und etwa 30 ng/g Kéfer in C. septempunctata in beiden Spezies (entsprechend
Daten aus Literatur [35, 36]) die Majorkomponente darstellt.

2.2.4.2 Kork

Extrakte von auffalligen Flaschen-Korken mit schimmeligem Fehlton wurden ebenfalls
mittels eMDGC-MS/MS (s. Abschnitt 2.1.4) analysiert (Flussig-Injektionen in den PTV
mit on-column Liner und im on-column Modus, Details siche Methodenteil in P4). In
solchen Proben wurde MDMP identifiziert, was in Ubereinstimmung mit der fritheren
Identifikation durch Simpson etal. [39], Prat etal. [82] und Chatonnet etal. [40] ist.
Weitere Daten zu Korken und Wein mit Korkfehlnoten auf Grundlage dieser analytischen

Methode sind in Zusammenarbeit mit Slabizki et al. entstanden [42, 237].

2.2.4.3 Wein

In der jingsten Studie beziiglich Migration von Fehlaromastoffen aus Kork in Wein wurde
in Zusammenarbeit mit Slabizki et al. [237] die HS-SPME eMDGC-MS/MS-Methode aus
Abschnitt 2.1.3.3 nach weitergehender Optimierung zur Erfassung noch kleinerer Konzen-
trationen sowohl fiir Korkextrakte als auch fiir Weine eingesetzt (Nachweisgrenzen fiir
IPMP, IBMP und MDMP Kkleiner oder gleich 0,3 ng/L, Bestimmungsgrenzen unter 1 ng/L).
Die Analysen von Korken und Weinen konnten zeigen, dass insbesondere MDMP — un-
abhéngig vom klassischen Korkton durch TCA - eine Rolle fiir den untypischen Fehlton
in Kork und folglich auch in den damit verschlossenen und in Kontakt stehenden Weinen
spielt. Die Bestimmung der MPs und der Dimethylmethoxypyrazine in Wein erlaubt
daher iiber die teilweise nativ vorkommenden Gehalte hinaus auch Riickschliisse auf

andere Eintragswege, wie zum Beispiel durch Kork gezeigt.



3 Zusammenfassung

Alkylmethoxypyrazine stellen eine wichtige Stoffgruppe mit Aromarelevanz fiir vegetati-
ve, sogenannte griine Noten in vielen Lebensmitteln dar. Die prominentesten Vertreter
aus pflanzlichen Quellen sind IPMP, SBMP und IBMP, die endogen je nach Spezies in
variierenden Konzentrationen und Relationen zueinander gebildet werden (Gemiise mit
Konzentrationen im ppb-Bereich, Vitis vinifera Beeren und der daraus hergestellte Wein
im ppt-Bereich). Diese und weitere MPs kommen auch in Insekten vor, z. B. in den Marien-
kéferspezies Coccinella septempunctata (Siebenpunkt Marienkéafer) und Harmonia axyridis
(asiatischer Marienkéfer, multicolored asian lady beetle), die bei der ungewiinschten Mit-
verarbeitung in der Weinherstellung Fehlnoten hervorbringen konnen. MPs werden auch
durch einige Mikroorganismen gebildet, was einen direkten Eintrag in z. B. Trinkwas-
ser zur Folge haben kann. Ein indirekter Eintrag beispielsweise in Wein ist durch die
mikrobiologische Kontamination von Kontaktmaterialien wie Flaschenkorken, die als

Verschlussmaterial mit dem Wein in Kontakt stehen, moglich.

Zu Beginn der Arbeiten war die Biogenese der MPs nicht vollstandig aufgeklart, wobei
die bisherigen Studien andeuten, dass Aminoséduren als Ausgangsstoffe fungieren. Beim
SBMP gibt es eine Seitenkette mit Stereozentrum, dessen Konformation Riickschliisse

auf den Einbau der Aminosaure Isoleucin mit entsprechender Seitenkette liefern kann.

Bei der Entwicklung frither Analysemethoden fiir MPs in den 70 er Jahren stand die
Aufklarung von grilnen Aromaeindriicken in einigen Gemiisesorten im Vordergrund. Auf
Grund der recht hohen Konzentrationen in diesen Matrices reichten fiir die haufig quali-
tativen Studien meist klassische Extraktionsverfahren wie die Fliissig-fliissig-Extraktion,
eindimensionale gaschromatographische Trennungen und einfache massenspektrome-
trische oder olfaktorische Detektion aus. In Wein dagegen liegen wesentlich geringere
Konzentrationen der MPs vor (von wenigen ng/L bis etwa 50 ng/L), so dass fiir diese
Matrix Methoden mit niedrigeren Nachweisgrenzen benotigt werden. Auflerdem gilt

Wein mit der hohen Anzahl und Vielfalt seiner Inhaltsstoffe als besonders komplexe
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Matrix. Dieser Umstand macht die Entwicklung von Analysemethoden nicht weniger
anspruchsvoll im Hinblick auf die Storanfalligkeit bei der Detektion der Analyten gegen-
tiber der Matrix. Viele der bisher veroffentlichten Analysemethoden fiir Wein liegen mit
ihren Nachweisgrenzen noch oberhalb der Geruchsschwellenwerte der MPs, die ca. 1 bis

2 ng/L fur Weilwein betragen.

Daher war das grundlegende Ziel dieser Arbeit die Entwicklung einer routinefahigen Spu-
renanalysemethode zur Quantifizierung von MPs unterhalb der Geruchsschwellenwerte
in Wein. Fir eine verlassliche Quantifizierung wurde der Stabilisotopenverdiinnungsas-
say angewendet, mit den dreifach deuterierten Analoga der MPs als interne Standards.
Ausgehend von einer fritheren Methode mit SPE und H/C-MDGC-MS wurde eine Spu-
renanalysemethode auf Grundlage der HS-SPME MDGC-MS/MS entwickelt. Nur durch
die Optimierung der zeitlichen Ausdehnung der Schnittfenster in der H/C-MDGC wurde
eine gute Matrixabtrennung in der ersten Dimension bei vollstindigem Transfer der
Analyten und internen Standards in die zweite Dimension erreicht. Die Detektion mittels
MS/MS ist fur kleine m/z-Verhiltnisse, wie sie aus kleinen Molekuilen wie Aromastoffen
entstehen, aufgrund der ubiquitédren, kleinen Fragmentionen stéranfallig und musste
hinsichtlich der Signal-Rausch-Verhiltnisse und der Intensititen der moglichen Ubergén-
ge von Mutter- zu Tochterionen optimiert werden. Die so entwickelte Analysemethode
lieferte Nachweisgrenzen bis unterhalb der Geruchsschwellen der Analyten, auch fiir die
hochkomplexe Matrix Wein, wobei die Spurenanalytik in Wein kritisch bleibt und Daten

nahe der Nachweisgrenzen immer auf Plausibilitat gepriift werden miissen.

Zusétzlich zur quantitativen Bestimmung der MPs wurde auch eine Methode zur Enan-
tiodifferenzierung von SBMP etabliert, um die Konformation des Stereozentrums in der
Seitenkette zu ermitteln. Ergebnisse zu solchen Studien kdnnen eine Bestatigung der Hy-
pothesen, dass die Biogenese der MPs aus natiirlichen Aminoséauren erfolgt, liefern. Durch
Verwendung einer stationdren Phase mit einem modifizierten Cyclodextrin als chiralen
Selektor in der zweiten Dimension wurden die genannten MDGC-MS(/MS)-Methoden fiir
die Enantiodifferenzierung erweitert bei gleichzeitigem Erhalt der quantitativen Bestim-
mung (enantioselektive multidimensionale Gaschromatographie (eMDGC)-Methoden).
Der verwendete chirale Selektor Oktakis(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-cyclodextrin
(kommerziell Lipodex G®) bewirkt, wie aus der Literatur bekannt, die Elutionsreihenfolge
(S)- vor (R)-SBMP.



Die quantitative Bestimmung von MPs in Gemiiseproben mittels HS-SPME eMDGC-MS
oder -MS/MS lieferte MP-Gehalte von wenigen ng/kg bis in den pg/kg-Bereich. Bei
der Enantiodifferenzierung wurde in allen analysierten Proben (unter Beriicksichtigung
der Nachweisgrenzen) ausschliellich das (S)-SBMP gefunden. Obwohl in diesen Proben
die Konzentration der MPs relativ hoch ist (verglichen zu Wein) und die H/C-MDGC
zur Trennung verwendet wurde, konnten Stérungen bei der Detektion durch andere
Matrixbestandteile festgestellt werden, die erst durch die selektivere MS/MS evident und

als falsch-positiv erkannt wurden.

Fiir Wein und Most wurden zundchst Methoden auf Grundlage der SPE H/C-MDGC-MS
oder -MS/MS genutzt, die Nachweisgrenzen bis in den Bereich der Geruchsschwellen
der MPs in Wein erreichten. Dank der hoheren Selektivitiat bewies sich die MS/MS im
SRM-Modus besonders bei unplausiblen Ergebnissen nach einfacher MS-Detektion als
verlasslicherer Detektor um potentielle Co-Elutionen auszublenden. Anhand der quanti-
tativen Ergebnisse wurden oenologische und weinbauliche Einfliisse auf die MP-Gehalte
in Sauvignon blanc-Wein festgestellt. Eine Entblatterung der Traubenzone fordert dem-
nach den MP-Abbau und resultiert in niedrigeren MP-Gehalten bei der Lese, wobei die
Gehalte umso niedriger sind je spater die Trauben gelesen werden. Kaltmaceration und
Rappenzusatz haben zu einer Steigerung der MP-Gehalte und damit einer sensorisch
starker wahrnehmbaren Griinnote gefiihrt. Diese beiden oenologischen Prozesse begiin-
stigen die Extraktion von MPs aus dem Gewebe (Beerenschalen, Rappen). Die in 2014
zugelassene Neuziichtung Cabernet blanc verhilt sich in allen vorgenannten Punkten
ahnlich wie Sauvignon blanc, weist bei den hier analysierten Proben aber insgesamt
hohere MP-Gehalte auf. Die Ergebnisse dieser Einfliisse und die Auswirkung auf die
sensorische Wahrnehmung sind der Weinwirtschaft mit der Nennung von Moglichkeiten

zum MP-Management prasentiert worden [28-30].

Aufgrund der fiir die Minorkomponente SBMP nicht ausreichenden Nachweisgrenzen bei
der HS-SPME eMDGC-MS/MS-Methode war die Enantiodifferenzierung des SBMPs in
V. vinifera-Beeren oder Wein nicht sinnvoll. Daher wurde eine enantioselektive GCXGC-
Methode entwickelt. In der ersten Dimension wurde eine enantioselektive Trennsédule mit
Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin als Selektor einge-
setzt. Dieser Selektor wurde hier erstmals fiir die Trennung von SBMP-Enantiomeren
beschrieben und bewirkt eine Elutionsreihenfolge von (R)- vor (S)-SBMP. Unabhangig
von der verwendeten Methode ergab die Enantiodifferenzierung, dass lediglich (S)-SBMP
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3 Zusammenfassung

in den analysierten Gemiise-, Wein-, Most- und Kaferproben gefunden wurde. Bisherige
Daten aus der Literatur zeigen, dass in natiirlichen Quellen wie Galbanumoél und dem
marinen Bakterium Halomonas venusta ebenfalls nur das (S)-SBMP identifiziert wurde.
Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die in der Natur vorkommenden Amino-
sauren als Ausgangsstoffe in alle diesen Spezies fungieren konnen, vorausgesetzt dass im
Verlauf der Biogenese keine Inversion oder Racemisierung des chiralen Zentrums der
Seitenkette von L-Isoleucin stattfindet. Im Sinne einer Priifung auf Authentizitit einer
Probe bedeutet nach heutigem Wissensstand ein Vorkommen von (R)-SBMP einen nicht
natiirlichen Eintrag, da bisher in keiner natiirlichen Probe (R)-SBMP nachgewiesen wurde.
(R)-SBMP ist allenfalls auf synthetisches SBMP zuriickzufiihren, in dem die Enantiomere
bzw. Diastereomere des natiirlich vorkommenden L-Isoleucins (also D-Isoleucin und
L-allo-Isoleucin mit R-Konfiguration in der Seitenkette) als Ausgangsstoffe eingebaut

sind.

Eine Ausweitung der HS-SPME eMDGC-MS/MS-Methode auf weitere alkylierte Me-
thoxypyrazine wie die Isomere MDMP und DMMP erfolgte insbesondere fiir Kork und
Marienkafer (H. axyridis und C. septempunctata). Diese beiden Stoffe werden als eine mog-
liche Ursache beim Auftreten von Fehlnoten in Wein diskutiert. Die Analyse von DMMP,
MDMP und EtMP aus zwei Marienkéferspezies ergab die erstmalige Identifizierung von
MDMP in H. axyridis und C. septempunctata. Die anderen beiden Konstitutionsisomere
DMMP und EtMP wurden nicht detektiert. Dank der chromatographischen Abtrennung
von seinem Stellungsisomer wurde DMMP in diesen Proben klar ausgeschlossen, ent-
gegen Berichten in der Literatur, wonach ein Vorkommen von DMMP durch den rein
massenspektrometrischen Abgleich in Kifer- oder Weinproben angenommen wurde [36].
Anhand der hier verwendeten Methode wurde weiterhin das Vorkommen von MDMP in
Korkmatrices mit der untypischen Kork-Fehlnote bestatigt und die MDMP-Gehalte in

mehreren Kork- und Weinproben quantifiziert.

In dieser Arbeit wurden leistungsstarke Analysemethoden auf Grundlage multidimen-
sionaler gaschromatographischer Trenntechniken zur Bestimmung von MPs bis in den
Spurenbereich von unter 1 ng/L und zur Enantiodifferenzierung des chiralen Vertreters
etabliert. Die Kopplung mit der Tandem-Massenspektrometrie im SRM-Modus erwies sich
fiir die hier untersuchten Proben als notwendig fiir die Bestimmung der MPs aus komple-
xer Matrix und gerade in Féllen von Co-Elutionen. Fiir eine hohere Verlasslichkeit bei der

Quantifizierung wurde der SIDA angewendet, um Schwankungen insbesondere bei der Ex-
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traktion mittels HS-SPME zu kompensieren. Die enantio-GCXGC bot chromatographisch
eine gute Abtrennung von Co-Elutionen. Auflerdem wurde die Enantiodifferenzierung
von SBMP durch den Einsatz der enantio-GCXGC gerade in solchen Proben erméglicht,
in denen die Konzentrationen fiir die Enantiodifferenzierung mittels SPE oder HS-SPME
eMDGC-MS/MS zu gering waren.

Fir zukinftige Anwendungen bieten sich die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
quantitativen Analysemethoden zur Beobachtung der MP-Gehalte im Reifeverlauf von
Weinbeeren an, um die weinbaulichen und oenologischen Schritte in der Weinherstellung
zu stiitzen (z. B. die Festlegung des Erntezeitpunkts). Ein weiterer wichtiger Anwendungs-
bereich wird in der Analytik von MPs in Korkextrakten oder Wein mit dem sogeganann-
ten untypischen Kork-Fehlton gesehen. Der Nachweis von MPs die normalerweise in
V. vinifera nicht vorkommen, kann zur Erfassung von Fehltonen dienen (z. B. MDMP

durch Korken oder Marienkifer).

Um mehr Aussagekraft tiber die MP-Biogenese zu erhalten, steht der direkte Nachweis,
z.B. anhand von geeigneten Markierungsstudien noch aus. Die grofite Herausforderung
liegt hier noch in der Auswahl und Umsetzbarkeit von geeigneten Modellen. Fiir die
Analyse solcher Versuche sind die in dieser Arbeit entwickelten Analysemethoden zur

Quantifizierung (und Enantiodifferenzierung) im Spurenbereich eine wichtige Grundla-

ge.
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Einleitung

2-Methoxy-3-alkylpyrazine, insbesondere iso-Propyl- (IPMP), sec-Butyl-
(SBMP) oder iso-Butyl- (IBMP) Methoxypyrazine (MPs) sind potente
Aromastoffe in vielen Lebensmitteln mit intensiv griinen Aromanoten. Man
findet sie unter anderem in griinen Bohnen, griinem Spargel, Paprika, Erbsen
aber auch in einigen Vitis vinifera Varianten, insbesondere den
Cabernet-Typen (Rotwein) oder dem Sauvignon blanc (WeiBwein). Die Ge-
ruchsschwellenwerte fiir die oben genannten Verbindungen sind extrem
niedrig (1 - 2 ng/L in Weiwein [1]) und liegen in Konzentrationsbereichen
von wenigen ng/L (Wein) aber auch mehreren hundert ng/kg bis in den
Hg/kg-Bereich (Gemdise) vor [2, 3]. Basierend auf einer gaschromatogra-
phischen Trennung mit heart-cut multidimensionaler Gaschromatographie
(MDGC) und massenspektrometrischer Detektion (MS) wurde fir eine
verldssliche Quantifizierung das Stabilisotopenverdiinnungsassay eingesetzt.
Im Falle des SBMPs sind zwei enantiomere Formen existent, die in einer
stereoselektiven Analytik zu berticksichtigen sind. Zur Enantiomerenvertei-
lung des SBMPs in Lebensmitteln liegen bisher kaum Daten vor.

Methoden
Zur effektiven Abtrennung von stérenden Matrixbestandteilen und um eine
enantioselektive Trennung zu realisieren wurde die sogenannte heart-cut
MDGC mit enantioselektiver Trenns&ule in der 2. Dimension (2D) eingesetzt.
Die Probenvorbereitung bestand aus der Aufschlimmung des
homogenisierten Probenmaterials (1 g in 5 mL entionisiertem Wasser), der
Zugabe von 1 g NaCl und der internen Standards (c = 200 ng/kg).
AnschlieBend erfolgte die Extraktion mittels HS-SPME an einer 1 cm
DVB/Carboxen/PDMS-Faser (50/30 um) fiir 30 min bei 50 °C. Zur verldsslichen
Quantifizierung wurden deuterierte (d3) Isotopologe als interne Standards
eingesetzt. Fir eine selektive Detektion wurde ein Quadrupol
Massenspektrometer im SIM-Modus verwendet. Das System ist in Abb. 1
schematisch dargestellt.

Nacl

N e
HS-SPME Probe Interne Standards
| omogenisiert 3 [ o \Z'D [ g;ri
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Abb. 1: Schema des HS-SPME-eMDGC-MS-System; oben rechts: Probenvorbereitung

D SLB-IL60 30 m x 0.25 mm i.d, 0.2 pm
2D Lipodex G 25 m x 0.25 mm i.d. (Oktakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)-y-Cyclodextrin)

AC: analytische Saule; MCSS: Moving Capillary Stream Switching device; INJ: Injektor; P1, P2: Druckkontrolle;
P2*. Manometer mit Druckanzeige des Glasdomes; FID: Flammenionisationsdetektor; MS:
Massenspektrometer

Ergebnisse

Die ermittelten Methoxypyrazingehalte (siehe Tab. 1) zeigen, dass je nach
Gemlisesorte ein anderes MP die Majorkomponente ist. Meistens liegen sie
zwischen 100 und 1000 ng/kg, kdnnen aber auch bis ca. 60 pg/kg reichen
(Paprika). Unter Berticksichtigung der Nachweisgrenze von etwa 100 ng/kg
wurde in allen Proben kein (R)-SBMP gefunden.

Zur Kalibrierung dienten wassrige Losungen mit Konzentrationen von 0.1 - 25
Hg/kg fiir IPMP und SBMP, 1 - 200 pg/kg fir IBMP. Die Wiederfindung wurde
in aufgestockter Matrix bestimmt und betrdgt etwa 60 - 85 %. Die
Wiederholbarkeit in verschiedenen Matrices betragt in unterem bis mittleren
Kalibrierbereich zwischen 1 und 10 % Abweichung vom Messergebnis.

Tab. 1: Methoxypyrazingehalte in unterschiedlichen Gemusesorten

Probe Teil Gehaltin ng/kg

IPMP (5)-SBMP (R)-SBMP 1BMP
Paprika griin Frucht 202 827 nd 63028
Paprika rot Frucht 19 350 nd 12282
Paprika gelb Frucht 119 nd nd 24529
Karotte Wurzel nd 825 nd 286
Rote Bete Wurzel 339 635 nd 252
Zuckererbse Schote 3838 1537 nd 1052
Erbse Samen 1340 699 nd 138
Stangenbohne Schote 129 376 nd m
Pastinake Wurzel nd nd nd 1015
Petersilienwurzel ~ Wurzel nd 615 nd 368
Kartoffel Knolle nd 459 nd 170
Tomate Frucht 18 nd nd 496

Diskussion

Die Isolierung und Quantifizierung der Zielanalyten aus Matrix konnte durch
die Anwendung von heart-cut MDGC mit SIM-MS erreicht werden (Beispiel-
Chromatogramme in Abb. 2). Insbesondere fiir die Trennung und
Quantifizierung der Enantiomere von SBMP ist es wichtig, frei von
Co-Elutionen in der 2D Trennsaule zu sein. Die Schnittfenster in 'D mussen
einerseits einen ausreichenden Transfer der Zielanalyten und Standards

D ASEU FID
>
2
o+
2
B

T Tmemm )
2 3
D 1o iz 140 e 181 iz 127 SIM
= d3-MPs
0
iz 137 mzias (| | iz 126
d-MPs

32 34 36 38 40 a2 a4 a6 48 50
Time (min)

Relative Abundance

Abb. 2: oben: 'D-Chromatogramm von griner Paprika, Schnittfenster angedeutet;
unten: 2D-Chromatogramm mit SIM-Massen fiir die Quantifizierung

gewahrleisten, andererseits sollten sie aber zeitlich nicht zu lang sein um
weitere Komponenten, die potentiell zu Co-Elution fiihren, auf die 2D Saule
gelangen zu lassen. Um moglichst enge Schnittfenster setzen zu kénnen
wurde eine Trennsaule fiir 'D gewahlt, auf der zwischen den Analyten und
ihren Isotopologen kein Isotopeneffekt auftritt und diese daher gleichzeitig
eluieren. Ergebnisse zu Untersuchungen der Auswirkungen von Lange und
Position der Schnittfenster in 'D auf die Trennleistung in 2D sind in einer
gesonderten Publikation beschrieben [5].

Die mittels MDGC-SIM-MS ermittelten quantitativen Daten in Gemuseproben
mit hohen MP-Gehalten bewegen sich in GroBenordnungen die in der
Literatur beschrieben sind [3]. Obwohl bisher noch nicht eindeutig geklart,
deutet das ausschlieBliche Vorkommen des (5)-SBMPs auf eine Biogenese aus
dem vorhandenen Aminosaure-Pool hin [6].
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A.2 Van’t-Hoff-Plots der Enantiomere des SBMP

A.2 Van’t-Hoff-Plots der Enantiomere des SBMP

Tabelle A.1: Berechnung des Trennfaktors « und R - In

T [°C] 60 65 70 75 80

T [K] 333 338 343 348 353

17 [1/K] 0,00300 |  0,00296 |  0,00292 | 0,00287 | 0,00283
t [s] | 58 | 58 |57 |57 |57
(S)-SBMP-d;

v [s] | 2124 | 1447 | 1014 | 724 | 526
(R)-SBMP-d;

v [s] | 2217 | 1498 | 1044 | 741 | 536

o =t/ 1,0438 1,0353 1,0294 1,0239 1,0185
R-lna [Jmol'K™] 0,3563 0,2881 0,2413 0,1963 0,1521
(S)-SBMP

v [s] | 2149 | 1461 | 1026 733 | 532
(R)-SBMP

v [s] | 2242 | 1512 | 1054 | 749 | 542

o =t/ 1,0435 1,0352 1,0279 1,0226 1,0191
R-lna [Jmol'K™] 0,3544 0,2876 0,2284 0,1859 0,1570
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A Anhang

van’t-Hoff-Plot der Enantiomere von SBMP-d,

0,5
y =1177,2 - x — 3,1869
0,4 | R? = 10,9937
0,3 |
s 0,2
s
Q.: 01 Tisoenan = 96,4OC
0 |
-0,1
-0,2
van’t-Hoff-Plot der Enantiomere von SBMP
0,5
y =1170,3 - x — 3,1708
0,4 | R? = 10,9806
0,3 |
s 0,2
=
‘Z. 01 Tisoenan = 96,10C

-0,1 |

—0,2 T T T T
0,0026 0,0027 0,0028 0,0029 0,0030

Y1 [YK]

Abbildung A.1: Van’t-Hoff-Plots der Enantiomere von SBMP-d; und SBMP aus experi-
mentell bei unterschiedlichen Temperaturen bestimmten Werten von «
auf Lipodex G® (Sdulenlinge 25 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Helium
1,2 ml/min)
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