Naturliche Enantioselektivitat und
Isotopendiskriminierung —
Schliissel zur Echtheit dtherischer Ole

DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich
Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

in Frankfurt am Main

von
Stefanie Bilke

aus Recklinghausen

Frankfurt am Main 2002



vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften der Johann

Wolfgang Goethe-Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. W. E. Mller
1. Gutachter: Prof. Dr. A. Mosandl
2. Gutachter: Prof. Dr. M. Karas

Datum der Disputation:  29. Mai 2002



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Juni 1999 bis Februar 2002 am Institut
fur Lebensmittelchemie der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt ange-
fertigt.

Ich bedanke mich bei meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Armin Mosandl fir die
interessante Themenstellung sowie fur den notwendigen Freiraum und die zahlrei-
chen Diskussionen, die zum Gelingen dieser Arbeit maligeblich beigetragen ha-
ben.

Ebenfalls bedanken mochte ich mich bei Herrn Dr. Sven Asche, der mich zu Be-
ginn meiner Arbeit mit der Isotopenmassenspektrometrie bei allen auftretenden
Problemen unterstitzt hat.

Weiterhin danke ich Frau Annette Scharrer fur die Unterstitzung und die Theorien
bei den unzahligen Problemen in der Isotopenmassenspektrometrie.

Herrn Andreas Minch und Herrn Renald Glel} sowie Herrn Frank Dettmar danke
ich fur die Bewaltigung vieler technischer Probleme.

Fur die Losung jeglicher Computerprobleme sowie fur die Durchsicht des Manu-
skriptes danke ich Herrn Panagiotis Steliopoulos.

Weiterhin gilt mein Dank Herrn Dirk Burkhardt fur die ,Beaufsichtigung” der IRMS
uber Weihnachten 2001.

An dieser Stelle mdchte ich auch allen Mitgliedern des Arbeitskreises fur die gute
Zusammenarbeit danken.

Herrn Dr. Dieter Juchelka, Herrn Hairigh Avak und Herrn Peter Haubold der Firma
ThermoFinniganMAT, Bremen, danke ich fur die Hilfe bei vielen technischen und
analytischen Problemstellungen in der Isotopenmassenspektrometrie.

Den Mitarbeitern der Kaders GmbH danke ich dafur, dass mir von lhnen Proben
verschiedener atherischer Ole und Substanzen zur Verfligung gestellt wurden.

Patrick danke ich fir sein Interesse, jede mdgliche Unterstitzung und unendliche
Geduld.

Nicht zuletzt danke ich Margit, Papa, Nadja, Oma und Opa fur die ,seelische Un-
terstitzung® bei allen IRMS- und sonstigen Problemen, wahrend des Studiums und
der Promotion.



Inhaltsverzeichnis -l-

Inhaltsverzeichnis
1 EINLEITUNG ... s s s s s s s s s s s s 1
1.1 Authentizitit dtherischer Ole ... 1
I T B N Y=Y T-Te) = 1= T 1
1.1.2 Methoden zur Authentizitatsbewertung..............ccccvviiiiiiiiiiiiiiii, 2
1121 AllgEMEINES ... 2
1.1.2.2  Enantioselektive AnalytiK................uuuiiiiiiiiiiiiiiie 2
1.1.2.3 Methoden zur Bestimmung von Isotopenverhaltnissen ....................... 4
1.1.2.3.1 IsotopendisSKrmMINIErUNG ..........oiiiiiiiiec e 4
1.1.2.3.2 Site-specific Natural Isotope Fractionation-NMR (SNIF-NMR)......... 8
1.1.2.3.3 Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS) ...........ceeeeiiiiiiiiiiiinn. 8
1.2 Aufgabenstellung ... ————— 15
2 ALLGEMEINER TEIL ... sssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s nn e 16
2.1 Bestimmung von ?H/'H-Isotopenverhiltnissen mittels GC-P-IRMS 16
2.1.1  Maglichkeiten der Kalibrierung............cooiiieiiiiiiicceeeeeeeeee e 16
2.1.2 Kalibrierungsstrategien ... 17
2.1.3 Vergleich der Gber TC/EA-IRMS und GC-P-IRMS bestimmten
[SOtOPENVErhAItNISSE ... .cccvviiii e 18
2.1.4 Einfluss von GC-Bedingungen auf die Bestimmung von ?H/"'H-
Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS..............cccooiiieiiiiieeeeee, 20
2.1.5 Geeignete Bedingungen zur Messung von ?H/'H-Isotopenverhaltnissen
mittels GC-P-IRMS ... 22
2.2 Authentizitat von Lavendeldlen, Lavandindlen und Spikdlen ......... 24
221 EINIEIUNG ... 24
2.2.2 Identifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe ............ccccccceeeee. 26
2.2.3 Enantioselektive Analyse von Linalool und Linalylacetat mittels enantio-
MDGC-MS ... 30
2.2.4 Isotopenmassenspektrometrische Analyse........c.ccooovviiiiiiiiiiiiicceennennn, 32
2.24.1 Bestimmung der *C/"?C-Isotopenverhiltnisse von Linalool und
Linalylacetat mittels GC-C-IRMS ..........cccoooiiiiice e 32
2.2.4.2 Bestimmung der ?H/"H-Isotopenverhaltnisse von Linalool und
Linalylacetat mittels GC-P-IRMS ... 36
23 Authentizitat von Anis- und Fencheldlen ..., 43
2.3 EINIBIUNG ... 43
2.3.2 Identifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe ............ccccccccveeee. 45
2.3.3 Enantioselektive Analyse der chiralen Komponenten des Fencheldls

mittels enantio-MDGC-MS ... .o 47



Inhaltsverzeichnis -1l-

234
2.3.4.1

2342

2343

24
2.41
24.2
243

244
2.4.4.1

2442

5.1

5.1.1
5.1.2
5.1.3

5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.2.4
5.2.5
5.2.6

5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
534

Isotopenmassenspektrometrische Analyse..........cccoovvviiiiiiiiiiicceennenn, 49
Bestimmung der "*C/"?C-Isotopenverhéltnisse von trans-Anethol
mittels GC-C-IRMS ... 49
Bestimmung der ?H/"H-Isotopenverhaltnisse von trans-Anethol
mittels GC-P-IRMS ..o 50
Korrelation der *C/'2C- und ?H/'H-Isotopenverhéltnisse von trans-
ANETNOI ... 53

Authentizitat von Kimmelolen ... 55

BINIEIUNG .. 55

Quantifizierung der Hauptkomponenten von Kimmeldlen..................... 56

Enantioselektive Analyse von Limonen und Carvon mittels enantio-

MDGC-MS ... 57

Isotopenmassenspektrometrische Analyse..........ccooovviiiiiviiiiiiiveeinnnnn. 59
Bestimmung der "*C/"?C-Isotopenverhéltnisse von Limonen und
Carvon mittels GC-C-IRMS ....... ..o 59
Bestimmung der ?H/"H-Isotopenverhaltnisse von Limonen und
Carvon mittels GC-P-IRMS........ .. 61

ZUSAMMENFASSUNG......... i ssssnnnns 66

SUMMARY ... s nnnnnnn 68

EXPERIMENTELLER TEIL .....ccoiiiiiiiciieeicrrrrrsrssrssss s s s s 70

Bestimmung von H/'H-Isotopenverhiltnissen mittels TC/EA- und

LT O |31 70
Materialien .........uee e 70
TC/EA-IRMS ANQAIYSE ...ttt a e e eeenees 71
GC-P-IRMS ANAIYSE ..ot 73
Authentizitat von Lavendel-, Lavandin- und Spikdlen...................... 77
Materialien .........ue e 77
Probenaufarbeitung .........oooovmmiiiiii i 79
GC-MS ANAIYSE ...t 79
enantio-MDGC-MS ANAIYSE.........oovuuiiiee e 83
GC-C-IRMS ANAIYSE.....cceeeiiiee ettt 86
GC-P-IRMS ANAIYSE ..ottt 91
Authentizitat von Anis- und Fenchelodlen ..., 96
Materialien ..........eeee e 96
Probenaufarbeitung ..........ooovmmeiiiiii i 97
GC-MS ANAIYSE ...t 98

enantio-MDGC-MS ANAlYSE.........ooovviiiiiieee et 100



Inhaltsverzeichnis -11-

5.3.5
5.3.6

5.4
5.4.1
54.2
54.3
54.4
54.5
5.4.6

GC-C-IRMS ANAIYSE.....ccoeeeeiieee et 101
GC-P-IRMS ANAIYSE .....coeeeeieeeeeeeeeeeee et 104
Authentizitat von Kimmelolen ... 107
Materialien ...........eeee e 107
Probenaufarbeitung ...........ooovmiiiiii i 108
GC-MS ANAIYSE ... 108
enantio-MDGC-MS ANaAlYSE.........ooovvuiiiiee e 109
GC-C-IRMS ANAIYSE.....coeeeiiieee et 110
GC-P-IRMS ANAIYSE .....ccoeeeeiiee ettt 112
LITERATURVERZEICHNIS ... 115
Publikationen, Patente und Tagungsbeitrage ............ccccovvvvinvievncennn. 119

e NS AUT ... 120



Abkiirzungsverzeichnis

Verzeichnis der verwendeten Abkurzungen

Abb.
CAM
cm
Cut

DAB
DC

ds
enantio
EuAB
eV

et al.
FID

g

GC
GC-C-IRMS

GC-MS

GC-P-IRMS

GISP
°C
GMP
h
IAEA

id.
i.d.R.
IRMS

ITD
MDGC

min
MS
m/z

NBS
n.b.

Abbildung
Crassulacean Acid Metabolism
Zentimeter

Transfer von Vorsaule auf die Hauptsaule in der MDGC-

Technik

Deutsches Arzneibuch

Dunnschichtchromatographie

Filmdicke

enantioselektiv

Europaisches Arzneibuch

Elektronenvolt

et alii

Flammenionisationsdetektor

Gramm

Gaschromatographie/Gaschromatograph
Gaschromatographie-Combustion-Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometrie/Massenspektrometer
Gaschromatographie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometer
Gaschromatographie-Pyrolyse-Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometrie

Greenland Ice Sheet Precipitation

Grad Celsius

Good Manufacturing Practice (Gute Herstellungspraxis)
Stunde

International Atomic Energy Agency (Internationale A-
tomenergiebehorde)

Innendurchmesser

in der Regel

Isotope Ratio Mass Spectrometry (Isotopenverhaltnis-
massenspektrometrie/-spektrometer)

lon Trap Detector

Multidimensionale(r) Gaschroma-
tographie/Gaschromatograph

Minute

Massenspektrometrie/Massenspektrometer
Verhaltnis Masse zu Ladung

Anzahl der Messungen

National Bureau of Standards

nicht bestimmbar



Abkiirzungsverzeichnis

n.n.
NMR

PEP

PDB

rel.
Rubisco

s

SLAP
SMOW
SNIF-NMR

sog.
Tab.
TC/EA

vgl.
V-PDB
V-SMOW
Mg

i

gm

nicht nachweisbar

Kernresonanzspektroskopie

Phosphoenolpyruvat

PeeDee Belemnite

relativ
Ribulosebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
Sekunde

Standard Light Antarctic Precipitation

Standard Mean Ocean Water

Site-specific Natural Isotope Fractionation (Stellungs-
spezifische Isotopenanalyse mittels Kernresonanzspekt-
roskopie)

sogenannt

Tabelle

High Temperature Conversion Elemental Analyzer
Volt

vergleiche

Vienna-PeeDee Belemnite

Vienna-Standard Mean Ocean Water

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer



1 Einleitung -1-

1 Einleitung

1.1 Authentizitit atherischer Ole

1.1.1 Atherische Ole

Die International Organization for Standardization definiert ,atherisches Ol als ein
Produkt, das entweder durch Destillation oder mechanische Behandlung aus
Pflanzenmaterial hergestellt wird". Das Hauptverfahren zur Gewinnung von atheri-
schen Olen ist die Wasserdampfdestillation. Dariiber hinaus wird auch die Dampf-
destillation angewendet, bei der das Pflanzenmaterial nicht in Kontakt mit sieden-
dem Wasser kommt, sondern nur mit Wasserdampf. Diese Methode, die z.B. zur
Gewinnung von Lavendeldlen eingesetzt wird, gilt als schonenderes Verfahren.
Atherische Ole werden aus verschiedenen Teilen aromatischer Pflanzen gewon-
nen: aus den Fruchten (Fenchel, Anis und Kimmel), den Bluten oder Blutenstan-
den (Lavendel, Lavandin, Rose), den Blattern (Basilikum, Minze), den Nadeln (Kie-
fern), den Wurzeln (Ingwer, Baldrian) sowie dem Holz (Sandelholz)?.

Atherische Ole besitzen ein breites Anwendungsgebiet. Sie werden in der Le-
bensmittelindustrie, Kosmetik und Parfumerie als Duft- und Aromastoffe sowie auf-
grund ihrer physiologischen Wirkung auch in der Pharmazie eingesetzt. Tab. 1.
gibt eine Ubersicht (iber die Marktbedeutung atherischer Ole?.

Tab. 1. Marktbedeutung &therischer Ole

Aroma-Extrakte in der Lebensmittelindustrie 55 %
Duftstoffe in der Parfimerie/Kosmetik 20 %
Rohstoffe in der Riechstoffindustrie fur die

. 15 %
Isolierung von Inhaltsstoffen
Wirkstoffe in der Pharmazie 5%
sog. ,Naturwaren-Produkte® 5%

Fur die Verwendung im pharmazeutischen Bereich gelten die Monographien des
Deutschen und des Europaischen Arzneibuchs>*. Die Identitits- und Reinheitsprii-
fung der Monographien beruhen auf KenngroRen wie Dichte, Brechungsindex und
Drehwert, dunnschichtchromatographischen Untersuchungen sowie der gaschro-
matographischen ldentifizierung und Quantifizierung charakteristischer Komponen-
ten.

Aufgrund des steigenden Bedarfs einerseits und begrenzter natirlicher Ressour-
cen andererseits besitzen Methoden zur Echtheitsbewertung &therischer Ole ein
zunehmendes Interesse.
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1.1.2 Methoden zur Authentizitatsbewertung

1.1.2.1 Allgemeines

Die Anwendung der Gaschromatographie, insbesondere in Kopplung mit der Mas-
senspektrometrie (GC-MS), bietet die Mdglichkeit der qualitativen und quantitativen
Analyse von atherischen Olen. Im Hinblick auf die Authentizitatsbeurteilung von
atherischen Olen kann diese Methode angewendet werden, um Verbindungen zu
identifizieren, die nicht naturlich oder zumindest nicht in dem untersuchten atheri-
schen Ol vorkommen. So kann z.B. iber den Nachweis von Synthesenebenpro-
dukten der Zusatz synthetischer Komponenten geflhrt werden. Beispielsweise
kann synthetisches Linalool Uber die Hydrierung von Dehydrolinalool hergestellt
werden, wobei als Nebenprodukt auch Dihydrolinalool gebildet wird. Uber den
Nachweis des Dihydrolinalools kann ein Zusatz von synthetischem Linalool identifi-
ziert werden®. Solche indirekten Nachweise von Verfalschungen sind jedoch auf-
grund wechselnder Synthesewege sowie der Verfluigbarkeit hochreiner Chemikalien
nur bedingt geeignet.

Weiterhin kann mittels GC-MS die quantitative Zusammensetzung der Komponen-
ten atherischer Ole bestimmt werden. Somit lassen sich charakteristische Profile
fir einzelne Ole bestimmen, die zur Authentizitdtsbewertung herangezogen wer-
den kénnen. Die Zusammensetzung von &therischen Olen unterliegt gewissen
Schwankungen, die von der botanischen Spezifikation, der Provenienz des Pflan-
zenmaterials, vom Zeitpunkt der Ernte und von technologischen Faktoren abhan-
gen®. Daher kann ein Verschnitt mit anderen &therischen Olen oder mit syntheti-
schen Verbindungen nicht immer eindeutig Uber die quantitative Analyse mittels
GC-MS nachgewiesen werden, sofern die Zusammensetzung trotz eines Ver-
schnitts noch innerhalb der naturlichen Schwankungsbreite liegt.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass zwei biochemische Prinzipien — Enan-
tioselektivitat und Isotopendiskriminierung wahrend der Biosynthese — als Grundla-
ge fur die Echtheitsbewertung von &therischen Olen und Aromen herangezogen
werden konnen. Voraussetzung hierfur sind geeignete analytische Methoden und
umfassende Daten von authentischen Materialien.

1.1.2.2 Enantioselektive Analytik

Die enantioselektive Diskriminierung ist ein weit verbreitetes Phanomen in der Bio-
genese chiraler Naturstoffe. Aroma- und Duftstoffe kommen haufig enantiomeren-
rein oder in einem charakteristischen Enantiomerenverhaltnis vor, weil enzymkata-
lysierte Reaktionen im allgemeinen mit hoher Stereospezifitat verlaufen. Da bei der
nicht asymmetrischen Synthese chiraler Aromastoffe racemische Mischungen ent-
stehen, unterscheiden sich die Enantiomerenverhaltnisse naturlich vorkommender
Aroma- und Duftstoffe Ublicherweise von denen synthetischer Herkunft. Das Prin-
zip der Enantioselektivitat wahrend der Biosynthese von Aromastoffen kann daher
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als endogener Parameter zur Beurteilung der Authentizitat von Duft- und Aroma-
stoffen herangezogen werden.

Zur Analyse von fllichtigen chiralen Verbindungen in der Aromastoffanalytik bietet
sich die enantioselektive Kapillargaschromatographie an. Die Verwendung von
6-O-tert.-butyldimethylsilylierten Cyclodextrin-Derivaten als chirale stationare Pha-
sen in der Kapillargaschromatographie ermoglicht die Trennung von Duft- und A-
romastoffen der verschiedenen Stoffklassen”?.

Da es sich bei Aromaextrakten und &therischen Olen vorwiegend um komplexe
Mischungen handelt, ist die enantioselektive Analyse mittels Multidimensionaler
Gaschromatographie (MDGC) insbesondere in Kopplung mit der Massenspektro-
metrie sehr geeignet®'’. Bei dieser Methode entfallt zumeist jede aufwendige Auf-
arbeitung, da auch komplexe Gemische auf der achiralen Vorsaule vorgetrennt
und aufgereinigt werden. Chirale Komponenten, deren Enantiomerenverhaltnisse
bestimmt werden sollen, kdnnen dann selektiv auf die chirale Hauptsaule transfe-
riert werden. Der Transfer von der Vor- auf die Hauptsaule kann Uber eine Live-T-
Saulenschaltung erfolgen (vgl. Abb. 1.).

@_
o T
K3

Injektor Vorsaule L Ap—] Hauptsaule
Live-T
() (@
Detektor
Hauptsaule
Detektor
Vorsaule

Abb. 1. Schematischer Aufbau eines MDGC-Systems mit Live-T-S&ulenschaltung

Limitiert wird die Beurteilung der Echtheit mittels enantioselektiver Analytik insbe-
sondere durch mogliche Verfalschungen von atherischen Olen oder Aromen mit
isolierten Naturstoffen oder synthetisch bzw. biotechnologisch erzeugten Verbin-
dungen hoher Enantiomerenreinheit. Weiterhin konnen naturliche Racemate auf-
grund nicht-enzymatischer Reaktionen vorliegen oder es kann im Verlaufe der
Herstellung zu struktur- und/oder milieubedingten Racemisierungen kommen.
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1.1.2.3 Methoden zur Bestimmung von Isotopenverhaltnissen
1.1.2.3.1 Isotopendiskriminierung

Aufgrund der Isotopendiskriminierung wahrend der Biosynthese von Naturstoffen
kann die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen stabiler Isotope zur Echtheitsbe-
wertung von Duft- und Aromastoffen herangezogen werden.

Organische Substanzen sind vorwiegend aus den Elementen Wasserstoff, Kohlen-
stoff, Sauerstoff und Stickstoff aufgebaut. Diese Elemente kommen als Isotopen-
gemische vor und werden als Mischelemente bezeichnet. In Tab. 2. sind die exis-
tierenden stabilen Isotope, deren Haufigkeit und relative Isotopenmassen der wich-
tigste Bioelemente aufgefihrt.

Tab. 2. Haufigkeit der stabilen Isotope von Wasserstoff, Kohlenstoff, Stickstoff und

Sauerstoff !’
Element Isotope HaL[Jof/|g]ke|t rel. Isotopenmasse
00
H 99,985 1,007825
WasserStOff 2H 0,01 5 2’0141 02
12
C 98,90 12,000000
Kohlenstoff 43, 1,10 13.003355
14
, N 99,63 14,003074
Stickstoff 15N 0,37 15.000109
%0 99,762 15,994915
Sauerstoff 70 0,038 16,999130
80 0,200 17,999159

Wegen der unterschiedlichen Atomradien von Isotopen variieren auch die Bin-
dungslangen und Bindungsenergien von Isotopomeren. Als Isotopomere bezeich-
net man Molekule gleicher chemischer Zusammensetzung, die sich in der Isoto-
penzusammensetzung unterscheiden. Dadurch unterscheiden sich Isotopomere in
Bezug auf die Gleichgewichtskonstanten bei Austauschreaktionen und die Ge-
schwindigkeitskonstanten bei chemischen Reaktionen. Diese Effekte bezeichnet
man als thermodynamischen (Isotopenaustausch) und kinetischen Isotopeneffekt
(unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten der Isotopomere)'?.

Aufgrund der Isotopeneffekte kommt es zu einer Isotopendiskriminierung, wobei in
der Regel das leichtere Isotop im Reaktionsprodukt angereichert wird. Diese Isoto-
pendiskriminierung tritt auch im Stoffwechsel lebender Organismen und somit auch
wahrend der Biosynthese bei Pflanzen auf.
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Kohlenstoff

Die primaren Kohlenstoffquellen der Erde sind das in den Ozeanen geléste Koh-
lendioxid und das Kohlendioxid der Atmosphare. Dieses ist aufgrund des thermo-
dynamischen Isotopeneffekts bereits um ca. 8 %0 gegenuber dem in den Ozeanen
geldsten Kohlendioxid abgereichert'.

Ausschlaggebend flr die Isotopenverteilung des Kohlenstoffs in organischen Ver-
bindungen von Pflanzen ist ein kinetischer Isotopeneffekt bei der primaren CO,-
Fixierung in der Photosynthese. Man unterscheidet aufgrund der unterschiedlichen
Photosynthesewege zwischen Cs-, C4- und CAM-Pflanzen (Crassulacean Acid Me-
tabolism)

Cs-Pflanzen

Bei den Cs-Pfanzen findet die primare CO,-Fixierung im sogenannten Calvin-
Zyklus statt. Dabei wird das atmospharische CO; in Ribulose-1,5-bisphosphat ein-
gebaut. Als Intermediat entsteht ein instabiler Cg-Korper (2-Carboxy-3-keto-D-
arabinit-1,5-bisphosphat), der sofort zu 2 Cs-Koérpern (3-Phosphorglycerinsaure)
zerfallt. Diese Reaktion wird durch das Enzym Ribulosebisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) katalysiert™ . Aufgrund des kinetischen Isoto-
peneffekts verursacht dieses Enzym eine Isotopendiskriminierung. Es kommt zu
einer Abreicherung an ">C. Weiterhin fiihren auch Lésungs- und Diffusionsprozes-
se zu Diskriminierungseffekten, die Einfluss auf das Isotopenverhaltnis haben®.

C4-Pflanzen

Bei den C4-Pflanzen sind zwei raumlich voneinander getrennte Kreislaufe fur den
Einbau von CO; verantwortlich. In den Mesophyllzellen findet die primare Fixierung
des CO, an Phosphoenolpyruvat statt. Die Reaktion wird von dem Enzym
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEP-Carboxylase) katalysiert, das weniger
stark diskriminierend wirkt als das Enzym Rubisco, das die primaren CO,-Fixierung
bei den Cs-Pflanzen katalysiert. Das entstehende Oxalacetat reagiert zu Malat,
welches dann in die Bundelscheidenzellen transportiert wird, in denen das aufge-
nommene CO, abgespalten und in den Calvin-Zyklus eingeschleust wird. Der dem
Calvin-Zyklus bei Cs-Pflanzen vorgeschaltete Zyklus zur primaren CO,-Fixierung
wird als Hatch-Slack-Zyklus bezeichnet. Da die Affinitat der PEP-Carboxylase ge-
genuber CO, grofer ist als die von Rubisco, ist diese Art der CO,-Fixierung effekti-
ver, wenn auch energieaufwendiger. Dieser alternative Weg ist eine Anpassung
von Pflanzen an trockene, sonnige und heiRe Standorte™"°.

CAM-Pflanzen

Die CAM-Pflanzen stellen ebenfalls eine Anpassung an trockene, stark sonnenbe-
schienene und heiRe Standorte dar. Auch in diesem Fall sind die beiden Enzyme
PEP-Carboxylase und Rubisco am CO»-Einbau beteiligt. Allerdings sind die beiden
Prozesse nicht raumlich getrennt — wie bei den C4-Pflanzen — sondern finden zeit-
lich getrennt statt. Nachts wird CO, bei gedffneten Spaltéffnungen aufgenommen
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und als Malat gespeichert. Tagsuber wird das CO, wieder freigesetzt und an Ribu-
lose-1,5-bisphosphat gebunden und in den Calvin-Zyklus eingeschleust. Ahnlich
wie bei den C4-Pfanzen ist bei den CAM-Pflanzen die Diskriminierung von *C ge-
ringer. Allerdings passen sich fakultative CAM-Pflanzen veranderten Umweltbedin-
gungen an und kénnen zum Photosyntheseweg der Cs-Pflanzen wechseln. Somit
kann bei CAM-Pflanzen eine groRe Spannbreite bei den '*C/'’C-
Isotopenverhaltnissen auftreten*°.

In Tab. 3. sind die Bereiche der §'°C-Werte von Cs-, C4- und CAM-Pflanzen aufge-
fuhrt.

Tab. 3. 5 *C-Bereiche von Cs-, C4 und CAM-Pflanzen'”'®

5'3C-Bereiche

Pflanzentyp wichtige Kulturpflanzen %]
00
Cs-Pflanzen Weizen, Zuckerribe, Weintraube -24 — -35
Cs-Pflanzen Mais, Zuckerrohr, Hirse -10 - -16
CAM-Pflanzen Ananas, Vanille -12 --30

Kinetische Isotopeneffekte treten nicht nur bei der CO,-Fixierung sondern auch im
Sekundarstoffwechsel auf. Somit unterscheiden sich die Isotopenwerte von einzel-
nen Stoffgruppen (wie Kohlenhydraten, Lipiden und Proteinen) innerhalb einer
Pflanze'’. Aufgrund der beschriebenen Diskriminierungseffekte ergeben sich die in
Abb. 2. dargestellten Schwankungsbreiten der 5'°C-Werte.

Carbonate

HCO;3; im Meerwasser
atmospharisches CO,
Erdgas

Erdol, Kohle
C,4-Pflanzen
Cs-Pflanzen

CAM-Pflanzen

[ I I l I I I
-50 -40 -30 -20 -10 0 10
PDB 8"3C [

Abb. 2. § *C-Bereiche der Hauptkohlenstoffreservoirs der Erde’”®
(PDB: PeeDee Belemnite)
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Wasserstoff

Isotopeneffekte sind prinzipiell um so groRer, je grolier die Massendifferenz der
Isotope ist. Wie aus Abb. 3. ersichtlich treten im Falle des Wasserstoffs grof3e Dis-
kriminierungseffekte auf.

Ursache des
Isotopeneffekts:

Meerwasser
Verdampfung Wasserdampf (Wolken)
Kondensation Regen, Schnee
Transpiration Wasser in Blattmaterialien
Photosynthese Kohlenhydrate
Proteinstoffwechsel Proteine
Fettstoffwechsel Lipide
Sekundarstoffwechsel Isoprenoide
-4(|)0 -3(I)O -2(|)0 -1(|)0 (I) (IJO 2
SMOW §°H [

Abb. 3. Isotopeneffekte und Schwankungsbreiten der §°H-Werte™®
(SMOW: Standard Mean Ocean Water)

Die einzige Wasserstoffquelle der Pflanzen ist das Wasser. Isotopeneffekte werden
durch Verdunstung und Kondensation hervorgerufen. Schwere Isotopomere des
Wassers tendieren dazu, langsamer zu verdunsten und schneller zu kondensieren.
Aus diesem Grund ist der Isotopenwert des von den Pflanzen aufgenommenen
Wassers von dem Isotopenwert des Niederschlags und daher von den geographi-
schen und klimatischen Bedingungen des Standorts abhangig. Aufgrund des aus-
gepragten kinetischen Isotopeneffekts im Falle des Wasserstoffs, kommt es im
Primar- und Sekundarstoffwechsel zu starken Fraktionierungen, die zu deutlichen
Unterschieden in den Isotopenverhaltnissen fihren'®%.

Wegen der dargestellten Isotopendiskriminierungen und der dadurch bedingten
Unterschiede in den Isotopenverhaltnissen der Elemente Wasserstoff und Kohlen-
stoff (sowie auch Stickstoff und Sauerstoff) in Materialien verschiedenerer Quellen,
kann die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen zur Authentizitatsbestimmung
herangezogen werden. Fur die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen stehen
derzeit zwei Methoden zur Verfugung: SNIF-NMR (Site-specific Natural Isotope
Fractionation) und IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry).
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1.1.2.3.2 Site-specific Natural Isotope Fractionation-NMR (SNIF-NMR)

Mit der quantitativen 2H-NMR Spektroskopie ist es madglich, stellungsspezifische
Deuteriumverteilungen in Molekulen zu bestimmen. Da Deuterium an den ver-
schiedenen Positionen organischer Molekule nicht statistisch verteilt ist, sondern
durch Isotopeneffekte signifikante Unterschiede aufweisen kann, eignet sich dieses
Verfahren zur Authentizitatsbewertung von Aromastoffen. Martin et al. erhielten auf
diese Weise charakteristische Isotopenmuster fur Aromastoffe, wie z.B. fur Anethol
und Vanillin?"?2,

Der Vorteil der Methode liegt darin, dass die Isotopenverhaltnisse stellungsspezi-
fisch bestimmt werden und somit fur bestimmte Fragestellungen deutlich mehr Er-
kenntnisse bringen als die Uber die Isotopenverhaltnismassenspektrometrie ermit-
telten Isotopenverhaltnisse. Ein wesentlicher Nachteil der SNIF-NMR liegt darin,
dass relativ grol’e Mengen der isolierten, chemisch reinen und diskriminierungsfrei
aufgearbeiteten Verbindung bendtigt werden. Weiterhin sind die Investitionskosten
sehr hoch.

1.1.2.3.3 Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS)

Die Isotopenverhaltnismassenspektrometrie (IRMS) ist eine Methode, die schon
relativ lange bekannt ist, aber noch immer weiteren Bedarf an Forschung und Ent-
wicklung erfordert.

Erste Anwendungen gehen auf J. J. Thompson und F. W. Aston im Jahr 1919 zu-
rick. Der Aufbau moderner Isotopenmassenspektrometer beruht auf den Weiter-
entwicklungen von A. O. Nier um 1940. Die Einflhrung des doppelten Einlasssys-
tems von McKinney im Jahre 1950 ermdglichte die relative Messung von Isotopen-
verhaltnissen einer Probe in Bezug auf ein Referenzgas®.

Die Nachteile der konventionellen IRMS, bei der relativ grolke Mengen des reinen
Analyten bendétigt werden und diese in eine messbare Gasart Uberfuhrt werden
mussen, wurden durch die Entwicklung von Continuous-flow-Techniken und der
Kopplung der Gaschromatographie (GC) mit der Isotopenmassenspektrometrie
Uberwunden. Die Anfange der GC-IRMS Kopplungen zur Bestimmung von Kohlen-
stoff-Isotopenverhaltnissen gehen auf Sano (1976) sowie Matthews und Hayes
(1978) zuriick®. Bei dieser Methode wird das GC-Eluat in einem Mikroverbren-
nungsofen oxidiert und das entstandene Kohlendioxid gelangt Uber ein spezielles
Interface in das Isotopenmassenspekirometer. Seit 1990 sind die GC-IRMS-
Systeme zur Bestimmung von Kohlenstoffisotopenverhaltnissen kommerziell er-
haltlich®®,

Der Aufbau der heute verfligbaren GC-Combustion-IRMS (GC-C-IRMS)-Systeme
ist in Abb. 4. dargestellt. Dabei wird die Kapillargaschromatographie Uber ein so-
genanntes ,Combustion-Interface“ mit dem Isotopenmassenspektrometer gekop-
pelt.
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GC Interface Massenspektrometer

Standardgas
OZ He COz

lonen-
quelle
< Magnet

|

Reduktionsreaktor
LI 1111 1T1]
Faraday Cups
< und Verstarker LI L”_I
44 45 46 CO,
Open-
Oxidations- Wasser- X split
reaktor separator
Injektor
He —>»|
—-><H

Trennsaule

Ofen

Abb. 4. Schematischer Aufbau der GC-C-IRMS-Kopplung

Nach der gaschromatographischen Trennung gelangen die Komponenten eines
Gemisches in den Oxidationsreaktor, in dem bei 960°C eine Verbrennung zu CO
und Wasser stattfindet. Der Oxidationsreaktor besteht aus einer Keramikrohre, in
der sich drei verschiedene Drahte (Platin, Kupfer und Nickel) befinden. Der Platin-
draht dient als Katalysator, der Nickel- sowie der Kupferdraht dienen als Sauer-
stofflieferanten fur die Verbrennung. Durch Einleiten von Sauerstoff bei der Be-
triebstemperatur von 960°C bilden sich Kupfer- und Nickeloxid. Aus den gebildeten
Oxiden wird dann Sauerstoff zur Oxidation der von der GC-Saule eluierenden or-
ganischen Verbindungen freigesetzt. Der bendtigte Sauerstoff wird vom Nickeloxid
abgegeben und das Kupferoxid dient als Sauerstoffspeicher zur Regenerierung
des Nickeloxids. Der Oxidationsreaktor muss in regelmaRigen Abstanden durch
Einleiten von Sauerstoff reoxidiert werden. Der nachgeschaltete Reduktionsreak-
tor, der drei Kupferdrahte enthalt, ist vor allem bei der Bestimmung von Stickstoff-
isotopenverhaltnissen zur Reduktion von Stickoxiden zu Stickstoff erforderlich. Im
Falle der Bestimmung von Kohlenstoffisotopenverhaltnissen dient er dazu, den aus
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dem Oxidationsreaktor ,ausblutenden® Sauerstoff durch die Bildung von Kupferoxid
abzufangen.

Das bei der Verbrennung entstandene Wasser kann die Messung durch die Bil-
dung von HCO,'-lonen stéren, da diese die Masse 45 besitzen und somit 3Co,
vortauschen wirden. Um diesen Fehler zu vermeiden, wird das Wasser mit Hilfe
einer semipermeablen Nafion™-Membran, die im Gegenstromverfahren mit Helium
gespult wird, quantitativ entfernt.

Das CO; gelangt dann Uber eine Open-split-Kopplung, die fir einen konstanten
Fluss sorgt, in die lonenquelle. Uber eine weitere Kapillare kann Referenzgas in
die lonenquelle eingelassen werden.

Die Isotopomere des Kohlendioxids kénnen nach lonisation und Auftrennung si-
multan Uber drei Faraday-Cups registriert werden:

m/z = 44 12¢"%0,
m/z = 45 13¢™®0, und 2c’"0"0
m/z = 46 12c180"%0

Das "*C/'?C-Isotopenverhaltnis des analysierten CO, wird aus dem Quotienten der
Signale der Massen 45 und 44 errechnet. Der Anteil des Signals der Masse 45, der
durch "“C"0'"0 verursacht wird, wird liber das in der Natur konstante Verhaltnis
von '®0/'"0 korrigiert. Dazu wird zusatzlich die Masse 46 detektiert.

Die Bestimmung von 2H/'H-Isotopenverhéltnissen in der Continous-flow-Technik
war lange Zeit mit Schwierigkeiten verbunden, da die Detektion der Masse 3 (HD)
durch die grole Menge des Tragergases Helium (m/z = 4) gestort wurde. Dieses
Problem konnte durch die Entwicklung speziell konstruierter Ablenkrohre bzw.
durch die Verwendung eines Palladiumfilters iiberwunden werden®*%°. Eine kom-
merziell erhaltliche Kopplung des Elemental Analyzers bzw. des Gaschroma-
tographen mit dem Isotopenmassenspektrometer zur Bestimmung von Wasser-
stoffisotopenverhaltnissen |6st das Problem, indem ein Energiefilter vor dem Fara-
day-Cup der Masse 3 das stérende Signal des Heliums unterdriickt?.

TC/EA-IRMS

Die Kopplung des Isotopenmassenspektrometers mit dem High Temperature Con-
version Elemental Analyzer (TC/EA) bietet die Mdglichkeit, die ®0/'°O- und ?H/'H-
Isotopenverhaltnisse von Substanzen zu bestimmen. Dazu werden die Substanzen
in Zinn- oder Silberkapseln eingewogen und gelangen uber einen Autosampler di-
rekt in den Pyrolysereaktor (zum genauen Aufbau des Reaktors vgl. Kapitel 5.1.2),
in dem sie bei 1450°C quantitativ zu Kohlenmonoxid, Wasserstoff und Kohlenstoff
umgewandelt werden. Fir FlUssigkeiten besteht die Mdglichkeit, diese Uber einen
Injektor direkt in den Pyrolysereaktor zu injizieren. Die entstandenen Gase werden
in einem nachgeschalteten Gaschromatographen, der eine mit Molekularsieb ge-
packte Saule enthalt, getrennt. So lassen sich Kohlenmonoxid und Wasserstoff



1 Einleitung -11-

simultan in einem Lauf bestimmen und Stérungen durch Stickstoff werden verhin-
dert. Die Kopplung des Elemental Analyzers mit dem Isotopenmassenspektrometer
erfolgt Uber ein sogenanntes ConFlo-Interface. Der Aufbau des TC/EA-IRMS-
Systems ist in Abb. 5. dargestellt.

@ Autosampler
—
@ He lonen-
quelle
== Magnet
; Glassy
Carbon
/A|203
ConFlo- He
Interface Faraday Cups
o — und Verstarker Ll Ll
|| : _%

GC-Saule Referenzgase

Abb. 5. Schematischer Aufbau der TC/EA-IRMS-Kopplung

Die Isotopomere des Wasserstoffs kdnnen dann nach lonisation und Auftrennung
simultan Uber zwei Faraday-Cups registriert werden:

m/z =2 H,
m/z=3 HD, Hs

Das 2H/'H-Isotopenverhaltnis des analysierten H, wird aus dem Quotienten der

Signale der Massen 3 und 2 errechnet. In der lonenquelle entstehen durch die Re-
aktion von H,"-lonen mit H, H3*-lonen.

H2+ + H, > H3+ + H°
Der Anteil des Signals der Masse 3, der durch Hs*-lonen verursacht wird, wird Giber

den sogenannten Hs-Faktor korrigiert. Die Bildung von Hs*-lonen ist abhangig von
der Bildung von Hy*-lonen und somit vom Partialdruck des Wasserstoffs.

[Hs"] oc [H2] [H2] = K [H2]?
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Dabei ist die Proportionalitatskonstante (K) der Hs-Faktor. Der Hs-Faktor wird in der
Praxis ermittelt, indem das Verhaltnis der Signale der Masse 3/Masse 2 von Refe-
renzgaspeaks unterschiedlicher Intensitat bestimmt wird®’+?%,

GC-P-IRMS
Der Aufbau der heute kommerziell erhaltlichen GC-Pyrolyse-IRMS (GC-P-IRMS)-
Systeme ist in Abb. 6. dargestellt.

GC Massenspektrometer

) Interface >

Standardgas
CH, He H,

lonen-
quelle
>} Magnet

[

Faraday Cups

< und Verstarker Ll LI

3 H;
Open-

Pyrolyse- Wasser- split
reaktor separator

—><t

Injektor

He —>»

X

()

Trennsaule

Ofen

Abb. 6. Schematischer Aufbau der GC-P-IRMS-Kopplung

Nach der gaschromatographischen Trennung gelangen die Komponenten eines
Gemisches in den Pyrolysereaktor, in dem bei einer Temperatur groRer 1400°C die
Pyrolyse der organischen Komponenten zu C, CO und H; erfolgt. Der Pyrolysere-
aktor besteht aus einer leeren Keramikrohre.

Das entstandene H; gelangt dann Uber den Wasserseparator und die Open-split-
Kopplung in das Isotopenmassenspektrometer. Uber eine weitere Kapillare kann
Referenzgas in die lonenquelle eingelassen werden. Die Isotopomere des Was-
serstoffs werden nach lonisation und Auftrennung simultan Gber zwei Faraday-
Cups (m/z = 2 und 3) registriert. Zur Bestimmung des Hs-Faktors vgl. Beschrei-
bung des TC/EA-IRMS-Systems (S. 11).
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Angabe von Isotopenverhaltnissen und internationale Standards

In der Isotopenmassenspektrometrie ist es uUblich, die Isotopenverhaltnisse als -
Werte in Promille relativ zu einem internationalen Standard anzugeben.

Es gilt folgende Gleichung:

R -R
8 _ Wert [%0] — Probe S tan dard % 1000

RStandard
R = Isotopenverhaltnis [schweres Isotop/Hauptisotop]

Die internationalen Standards sind von der International Atomic Energy Agency
(IAEA) festgelegt worden.

3C/'?C-Isotopenverhaltnisse werden auf den Standard V-PDB (Vienna-PeeDee
Belemnite) bezogen. Es handelt sich dabei um Kohlendioxid, das durch 100 %ige
Phosphorsaure aus dem Fossil Belemnitella americana gewonnen wird. Dieses
Fossil besteht aus Calciumcarbonat und stammt aus den Sedimenten der Kreide-
zeit in der PeeDee-Formation in South Carolina®.

80/'°0- und 2H/'H-Isotopenverhaltnisse werden auf den Standard V-SMOW
(Vienna-Standard Mean Ocean Water) bezogen. V-SMOW ist ein von der IAEA
hergestellter Wasserstandard, dessen Isotopenverhaltnis nahe an das des frihe-
ren Standards SMOW herankommt. Bei dem urspringlichen Standard handelt es
sich um ein nicht real existierendes Wasser, dessen Isotopenverhaltnis nahe an
dem des durchschnittichen Ozeanwassers liegt und das in Bezug auf den Stan-
dard NBS 1 (National Bureau of Standards) definiert wurde. Weitere gebrauchliche
Standards fur die Elemente Sauerstoff und Wasserstoff sind SLAP (Standard Light
Antarctic Precipitation) und GISP (Greenland Ice Sheet Precipitation).

Als Bezugspunkt fiir die Bestimmung von "°N/**N-Isotopenverhalnissen dient Luft-
stickstoff.

Die 5-Werte der in Tab. 4. aufgefuhrten internationalen Standards werden defini-
tionsgemal gleich 0,0 %o gesetzt.

Tab. 4. Internationale Standards und deren mittlere Isotopenverhéltnisse (R) 30

Element Standard R
Wazsse1rstoff V-SMOW 0,00015576
H/'H
Kohlenstoff
130120 V-PDB 0,0112372
Stickstoff
15/ 14N Luft 0,0036765
Sauerstoff V-SMOW 0,0020052

180/160
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Isotopeneffekte in der GC-IRMS

Isotopomere unterscheiden sich in ihrem chromatographischen Verhalten. In der
Gas-Flissig-Chromatographie beobachtet man den sogenannten inversen Isoto-
peneffekt. Die schweren Isotopomere eluieren vor den leichteren. Dieser Effekt
lasst sich durch die kiirzeren C-H Bindungslangen bei Beteiligung von schweren
Isotopen erklaren. Dadurch resultieren flr die schwereren Isotopomere kleinere
Molvolumina und somit schwachere Wechselwirkungen mit der stationaren Phase.
Da in der GC-IRMS verschiedene Massenspuren simultan registriert werden, ist
der inverse Isotopeneffekt hier besonders gut sichtbar. Abb. 7. zeigt die Auswir-
kungen des inversen Isotopeneffekts am Beispiel der '>C/'?C-Isotopenverhéltnis-
bestimmung.

Amplitude [V] (@
— 10
20 4 *co, R =310 _
- _ 8 T
] R =310 30
1.0 — 0,0
| -3,0 -
= T T T T T T T T T T T T T
5 10 5 10
Zeit [s] Zeit [s]

Abb. 7. Isotopeneffekte in der Gaschromatographie, Massenspur 44 und 45 sowie deren
Verhéltnis (dargestellt als 8 '°C-Wert) [R = Widerstand]

Der vordere Teil des Peaks ist mit "°C angereichert, wihrend im hinteren Teil des
Peaks ein relatives *C-Defizit vorliegt. Dadurch resultiert bei der Betrachtung des
Verhaltnisses der Masse 45 zur Masse 44 der charakteristische ,isotopic-swing®.
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1.2 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Methoden zur Authentizitatsbewertung von atheri-
schen Olen entwickelt werden. Neben der Anwendung der enantioselektiven Ana-
lytik mittels multidimensionaler Gaschromatographie (enantio-MDGC) und der Be-
stimmung von *C/'?C-Isotopenverhéltnissen mittels GC-C-IRMS sollte insbeson-
dere die online-Bestimmung von ?H/'H-Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS
etabliert werden. Die aufgeflihrten Methoden sollten in der Authentizitatsbewertung
von Fenchel-, Anis- und Kimmeldlen sowie Lavendel-, Lavandin- und Spikdlen
angewendet werden.

Etablierung der Bestimmung von 2H/'H-Isotopenverhiltnissen mittels GC-P-
IRMS
» Uberpriifung der Richtigkeit der Bestimmung von 2H/'H-Isotopen-
verhaltnissen mittels GC-P-IRMS durch den Vergleich der Uber den Elemen-
tal Analyzer und die GC-IRMS-Kopplung bestimmten Isotopenwerte anhand
von verschiedenen Standardsubstanzen
» Uberpriifung von Parametern, die auf die Bestimmung von 2H/'H-
Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS Einfluss haben (Fluss des Trager-
gases des Gaschromatographen, linearer Bereich der Messung)

Authentizitatsbewertung von Lavendel-, Lavandin- und Spikolen
» Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat
mittels enantio-MDGC-MS
» Bestimmung der Isotopenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat mittels
GC-C-IRMS und GC-P-IRMS
» Ableitung von Authentizitatsprofilen fur Lavendelole
> Anwendung der Methoden auf kommerziell erhaltliche Ole

Authentizititsbewertung von Anis- und Fenchelélen anhand der ?H/'H- und
3¢c/'2C-Isotopenverhiltnisse von trans-Anethol
» Bestimmung der Isotopenverhaltnisse von trans-Anethol mittels GC-C-IRMS
und GC-P-IRMS
> Ableiten des Authentizitatsbereichs fur trans-Anethol in Anis und Fenchel-
Olen
> Anwendung der Methoden auf kommerziell erhaltliche Ole

Authentizitatsbewertung von Kiimmelolen
» Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse von Limonen und Carvon mittels
enantio-MDGC-MS
» Bestimmung der Isotopenverhaltnisse von Limonen und Carvon mittels GC-
C-IRMS und GC-P-IRMS
> Anwendung der Methoden auf kommerziell erhaltliche Ole
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2  Allgemeiner Teil

2.1 Bestimmung von ?H/'H-Isotopenverhiltnissen mit-
tels GC-P-IRMS

2.1.1 Moglichkeiten der Kalibrierung

Das Isotopenverhaltnis eines Analyten wird nicht absolut sondern relativ zu einem
Standard gemessen und angegeben. Daher ist die Kalibrierung in der Isotopen-
massenspektrometrie von groRer Bedeutung, um die Vergleichbarkeit der gemes-
senen Werte zu gewahrleisten.
Grundsatzlich bestehen zwei Moglichkeiten zur Kalibrierung:

1. Einlass eines Referenzgases mit bekanntem Isotopenverhaltnis

2. Einspritzen von Standardsubstanzen mit bekanntem Isotopenverhaltnis
Die gangige Methode bei der Kopplung des Gaschromatographen bzw. des Ele-
mental Analyzers mit dem Isotopenverhaltnismassenspektrometer besteht darin,
dass vor und nach dem Eluieren der Analyten eine Folge von Standardgaspulsen
eines kalibrierten Referenzgases Uber einen separaten Einlass in die lonenquelle
geleitet wird.
Referenzgase mit bekannten Isotopenverhaltnissen, die Uber gravimetrische Ver-
fahren hergestellt werden, sind kommerziell erhaltlich®'. Weiterhin stehen Refe-
renzmaterialien der Internationalen Atomenergiebehérde (IAEA) zur Verfiigung®.
Fir die Messung von 2H/'H-Isotopenverhaltnissen gibt es z.B. die Referenzmateri-
alien NBS 22 und IAEA-CH 7. Es handelt sich dabei um ein Ol und eine Polyethy-
lenfolie. Diese Referenzmaterialien lassen sich zur Kalibrierung des Referenzga-
ses heranziehen. Allerdings eignen sie sich nur fur die Analyse mittels eines Ele-
mental Analyzers. Derzeit existieren keine internationalen Standards, die zur Kalib-
rierung mittels GC-IRMS verwendet werden kénnen.
Die beschriebene Vorgehensweise hat den Nachteil, dass mogliche Diskriminie-
rungseffekte des chromatographischen Systems und des Interfaces durch die Ka-
librierung nicht berlcksichtigt und kompensiert werden. Zur Uberwindung dieses
Problems gibt es verschiedene Ansatze. Meier-Augenstein entwickelte ein speziel-
les Einlasssystem fur die Bestimmung von Isotopenwerten mittels GC-C-IRMS, bei
dem das Referenzgas vor dem Oxidationsreaktor in das System eingelassen
wird®*3, So ist die gleiche Vorbehandlung von Standard und Probe beziiglich des
Interfaces gegeben, allerdings nicht bezuglich des chromatographischen Systems.
Eine weitere Moglichkeit zur Kalibrierung eines GC-IRMS-Systems ist der Zusatz
von Standardsubstanzen mit bekanntem Isotopenwert zu der zu untersuchenden
Probe. Somit durchlaufen Referenzsubstanz und Analyt den gleichen Weg. Aller-
dings kann es durch Koelution von Referenzsubstanzen und Matrixbestandteilen



2 Allgemeiner Teil -17-

der Probe zu Verfalschungen des Isotopenwerts der Referenzsubstanzen kom-
men. Somit ist dieses Verfahren flir komplexe Gemische nur schwer anwendbar.

2.1.2 Kalibrierungsstrategien

Zur Bestimmung von H/"H-Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS wurde fol-
gende Mdoglichkeit der Kalibrierung gewahlt. Zunachst wurde das Referenzgas an-
hand zweier Referenzmaterialien der IAEA Uber die TC/EA-IRMS-Kopplung kalib-
riert. Weiterhin wurden die 2H/'H-Isotopenverhaltnisse von Tertidrstandards (iber
den TC/EA bestimmt. Bei den Tertiarstandards handelt es sich um hochreine, sta-
bile Verbindungen, die sich zur Gaschromatographie eignen. Als Standards wur-
den die Verbindungen 5-Nonanon, Menthol, Linalool, Linalylacetat und y-Deca-
lacton ausgewahlt. Die Tertiarstandardmischung wurde je nach Anwendung vari-
iert, so dass sie immer die zu untersuchenden Substanzen der jeweiligen Anwen-
dung enthielt. Die Tertiarstandards dienen zur Uberpriifung von Einflissen des
chromatographischen Systems, der Pyrolyse und des Interfaces.

Kalibrierung des Referenzgases

Das Referenzgas wurde mit den Referenzmaterialien der IAEA NBS 22 und |IAEA-
CH 7 kalibriert. Die Messungen der Referenzmaterialien wurden Uber einen lange-
ren Zeitraum durchgefuhrt, in dem auch der Pyrolysereaktor des TC/EA mehrmals
neu gepackt wurde, um zu uUberpriufen, ob Veranderungen des Systems einen Ein-
fluss auf die bestimmten Isotopenwerte zeigen. Die in Tab. §. wiedergegebenen
Werte zeigen, dass die fur das Referenzgas Uber die zwei verschiedenen IAEA-
Referenzmaterialien ermittelten Werte gut Ubereinstimmen und sich die Referenz-
materialien auch Uber einen langeren Zeitraum mit der erforderlichen Prazision
(Standardabweichung < 3 %o) messen lassen.

Das Isotopenverhaltnis des Referenzgases ergibt sich als Mittelwert aus den Mes-
sungen der beiden Referenzmaterialien NBS 22 und IAEA-CH 7.

Tab. 5. 5°Hy.syon-Wert [%0] des Referenzgases

8Hy.smow n
[%0]

Isotopenverhaltnis des Referenzgases
(bestimmt Uber IAEA-CH 7)
Isotopenverhaltnis des Referenzgases
(bestimmt Gber NBS 22)

-216,5+2,4 60

-218,5+2,5 80
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2.1.3 Vergleich der uber TC/EA-IRMS und GC-P-IRMS be-
stimmten Isotopenverhaltnisse

Um die Uber den TC/EA und die GC-P-IRMS-Kopplung bestimmten Isotopenver-
haltnisse zu vergleichen, wurden die 8*Hyv.smow-Werte von fiinf Standardsubstan-
zen zunachst Uber den Elemental Analyzer bestimmt. Es wurden die Substanzen
5-Nonanon, Menthol, Linalool, Linalylacetat und y-Decalacton verwendet. Eine Mi-
schung dieser Substanzen wurde dann mittels GC-P-IRMS untersucht. Abb. 8.
zeigt ein Chromatogramm der Mischung der Standardsubstanzen. Im oberen Tell
der Abbildung ist das Verhaltnis der Masse 3 zur Masse 2 aufgetragen und im un-
teren Teil die Massenspur 2.

ratio 3/2

e "

55 60 65 70 75 80 85
Zeit [min]
. mlz=2 Linalylacetat v-Decalacton
4 5-Nonanon Menthol
- Linalool

55 60 65 70 75 80 85
Zeit [min]

Abb. 8. GC-P-IRMS-Chromatogramm der Tertidrstandardmischung

Der Vergleich der tber TC/EA-IRMS und GC-P-IRMS bestimmten Isotopenwerte
der Tertidgrstandards zeigte zunachst keinerlei Ubereinstimmung. Die tber das GC-
P-IRMS-System bestimmten Werte lagen zwischen 20 und 100 %0 negativer als die
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Uber den TC/EA bestimmten Werte (Tab. 6.). Dabei war der Wert des zuerst eluie-
renden Peak am starksten betroffen.

Tab. 6. SZHV_SMOW Werte [%o] der Tertidrstandards ermittelt liber TC/EA-IRMS und GC-P-
IRMS mit und ohne Konditionierung des Pyrolysereaktors

GC-P-IRMS GC-P-IRMS

TCZ/EA_lRMS ohne Konditionierung mit Konditionierung
Substanz 0“Hv.smow 2 2
(%] 6“Hv.smow 6“Hv.smow

[%o] [%o]
5-Nonanon -89+ 3 -247 -95
Menthol -242 £+ 3 -260 -239
Linalool -190 £ 4 -242 -197
Linalylacetat -181+4 -228 -181
v-Decalacton -191+£ 3 -210 -187

Die Uber das GC-P-IRMS-System bestimmten Isotopenverhéaltnisse blieben auch
nach bis zu 100 Messungen deutlich negativer als die Uber den Elemental Analy-
zer bestimmten Werte. Folglich handelt es sich nicht nur um ein Phanomen, das
sich nach dem ,Einlaufen® des Pyrolysereaktors legt.

Konditionierung des Pyrolysereaktors

Burgoyne und Hayes beschreiben, dass bei der Bestimmung von 2?H/'H-
Isotopenverhaltnissen durch die Verwendung eines Pyrolysereaktors, in dem sich
eine Graphitschicht befindet, bessere Peakformen und Wiederholbarkeiten erzielt
wurden. Die Graphitschicht wurde durch Einleiten von Propan in den heil3en Reak-
tor erzeugt®.

Durch wiederholtes Injizieren von Hexan (dreimal) wurde eine Kohlenstoffschicht in
den Pyrolysereaktor eingebracht. Die nach dieser Konditionierung fur die Tertiar-
standards ermittelten Isotopenwerte stimmten unter Berlcksichtigung der Stan-
dardabweichungen gut mit denen Uberein, die uber den Elemental Analyzer be-
stimmt wurden (vgl. Tab. 6.). Nach ungefahr 80 Messungen der Tertiarstandard-
Mischung zeigten die Werte einen Trend zu negativeren Werten, d. h. die Werte
wichen deutlich von denen ab, die Uber den Elemental Analyzer bestimmt wurden.
Nach Wiederholung der Konditionierung mit Hexan, stimmten die Werte wieder mit
denen Uber den Elemental Analyzer bestimmten Uberein. Es zeigt sich somit, dass
sich mittels GC-P-IRMS nur nach einer Konditionierung des Pyrolysereaktors (Koh-
lenstoffschicht im Reaktor) Isotopenverhaltnisse fir die genannten Substanzen
ermitteln lassen, die mit denen Ubereinstimmen, die Uber den Elemental Analyzer
bestimmt wurden. Offensichtlich ist ein Kohlenstoffvorrat in Pyrolysereaktor not-
wendig, um optimale Bedingungen flr die Pyrolyse zu schaffen und somit richtige
Isotopenverhaltnisse zu ermitteln. Mdglicherweise ist die Notwendigkeit und Hau-
figkeit der Konditionierung von der Art der zu messenden Substanzen abhangig.



2 Allgemeiner Teil -20-

Die Konditionierung durch Einspritzen von Hexan muss in regelmafRigen, relativ
kurzen Abstanden wiederholt werden. Aulderdem ftritt nach einiger Zeit das Prob-
lem auf, dass der Reaktor sich zusetzt und ausgetauscht werden muss. Um diese
Probleme zu umgehen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Konditionierung mit
Methan realisiert. Dazu wurde Methan fur 5 min bei Betriebstemperatur in Gegen-
richtung durch den Reaktor geleitet. Diese Methode zur Konditionierung zeigt den
gleichen positiven Effekt auf die Isotopenwerte, ist aber deutlich effektiver. Offen-
sichtlich bildet sich durch die Konditionierung mit Methan eine gleichmalligere Koh-
lenstoffschicht im Reaktor aus. Die Konditionierung ist weniger haufig erforderlich
und der Reaktor setzt sich nicht oder zumindest deutlich seltener zu.

2.1.4 Einfluss von GC-Bedingungen auf die Bestimmung von
’H/'H-Isotopenverhiltnissen mittels GC-P-IRMS

Der Tragergasfluss des Gaschromatographen hat Einfluss auf die Richtigkeit der
Bestimmung von 8?Hyv.smow-Werten mittels GC-P-IRMS. Aus Tab. 7. geht hervor,
dass nur die bei einem Tragergasfluss von 0,8 mL/min bestimmten Isotopenver-
haltnisse der Tertiarstandards unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen
(GC-P-IRMS-Messung s = 1-3 %o) mit denen Ubereinstimmen, die Uber den Ele-
mental Analyzer bestimmt wurden. Wie in Abb. 9. dargestellt, liegen die bestimm-
ten Isotopenverhaltnisse bei einem héheren Tragergasfluss deutlich negativer.

Tab. 7. 8 *Hy.swow Werte [%o] der Tertidrstandards in Abhéngigkeit des Tragergasflusses
des Gaschromatographen

Tragergasfluss 5-Nonanon Linalool Menthol Linalylacetat y-Decalacton

[m L/ min] [%o] [%o] [%o] [%o] [%o]
8?Hyv.smow (GC-P-IRMS)

0,8 -95 -197 -239 -181 -187

1,2 -114 -210 -251 202 -203

1,8 -119 213 -254 -206 -205

3,0 -118 211 -258 212 -208

8°Hy.smow (TC/EA-IRMS)
89+3 -190+4 -242+3 -181t4 -191£3
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Abb. 9. 5 ?H\.spow-Werte in Abhéngigkeit des Tragergasflusses des Gaschromatographen

Die Abhangigkeit der Isotopenverhaltnisse vom Tragergasfluss des Gaschroma-
tographen ist durch die Bauweise des Heizers bedingt, der den Pyrolysereaktor
heizt. Die heilde Zone des Reaktors betragt nur 6 cm. Bei einem niedrigen Trager-
gasfluss ist die Verweilzeit der Substanz in der heilen Zone hoéher, so dass die
Pyrolyse erst damit vollstandig ist.

Ein weiterer wichtiger Parameter flr die Richtigkeit der Messung ist der lineare Be-
reich der Methode. Hilkert et al. zeigten, dass bei der Bestimmung der §*Hy.smow-
Werte von Methan mittels GC-P-IRMS im Bereich von 1-5 V (m/z = 2) keine Ab-
hangigkeit der bestimmten Werte von der Amplitude des GC-Peaks vorhanden
ist?®. Schreier et al. ermittelten den linearen Bereich fiir Benzaldehyd fiir Konzen-
trationen gréRer 0,6 pg on column®.

Zur Ermittlung des linearen Bereichs wurde eine Mischung der Tertiarstandards (5-
Nonanon, Linalool, Menthol, Linalylacetat, y-Decalacton) in verschiedenen Kon-
zentrationen vermessen. Abb. 10. zeigt die Abhangigkeit der ermittelten &*Hy.
smow-Werte von der Amplitude des GC-Peaks am Beispiel der Substanz 5-
Nonanon. Mit Erhéhung der Probenmenge werden die ermittelten §?Hy.smow-Werte
negativer. Der grauunterlegte Bereich in Abb. 10. zeigt den Bereich, in dem die
mittels GC-P-IRMS bestimmten Isotopenverhaltnisse gut mit denen Uber den
TC/EA ermittelten Gibereinstimmen. Die Auftragung der 8*Hy.smow-Werte gegen die
Peakintensitat zeigt bei den anderen Substanzen die gleiche Abhangigkeit wie fur
5-Nonanon dargestellt. Oberhalb einer Amplitude von 2,5 - 3 V (entspricht > 0,3 ug
Substanz on column) stimmen die ermittelten Werte gut mit denen Uber den Ele-
mental Analyzer bestimmten Uberein. Tendenziell werden die bestimmten Werte
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mit einer groReren Amplitude negativer. Der optimale Messbereich fiur die ge-
testeten Substanzen liegt bei einer Amplitude zwischen 3 und 6 V.
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Abb. 10. Abhéngigkeit der 8°Hy.smow-Werte von 5-Nonanon von der Amplitude des GC-
Peaks, grau unterleger Bereich 82Hv.smow (TC/EA-IRMS) £ 5 %o

2.1.5 Geeignete Bedingungen zur Messung von *H/'H-
Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS

Wie die dargestellten Ergebnisse zeigen, werden die mittels GC-P-IRMS bestimm-
ten 8°Hv.smow-Werte von verschiedenen Parametern beeinflusst. Daher sind ge-
eignete Bedingungen zu wahlen, um zu richtigen Messergebnissen zu gelangen.
Die Kalibrierung des Referenzgases Uber den Elemental Analyzer ist mit den von
der IAEA erhaltlichen Referenzsubstanzen IAEA-CH 7 und NBS 22 mdglich. Die
Substanzen lassen sich Uber einen langen Zeitraum stabil messen. Allerdings
reicht es fir Messungen mittels GC-P-IRMS nicht aus, nur gegen das kalibrierte
Referenzgas zu messen. Da keine Referenzsubstanzen erhaltlich sind, die fur die
Gaschromatographie geeignet sind, ist es notwendig eigene Tertiarstandards ein-
zusetzen. Bei den Tertiarstandards sollte es sich um mehrere chemisch reine Sub-
stanzen unterschiedlicher Funktionalitat handeln. Am besten sollten die jeweils zu
analysierenden Komponenten in der Mischung enthalten sein. Mit einer geeigneten
Tertiarstandard-Mischung kann dann die Stabilitat, Linearitat und Richtigkeit der
Bestimmung der ?H/"H-Isotopenverhaltnisse mittels GC-P-IRMS (iberpriift werden.
Wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben wurde, lassen sich die Isotopenverhaltnisse der
gewahlten Tertiarstandards mittels GC-P-IRMS ohne eine Konditionierung des Py-
rolysereaktors nicht richtig bestimmen. Die Notwendigkeit einer erneuten Kondi-
tinierung kann ebenfalls anhand der Tertiarstandardmischung Uberprift werden.
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Weiterhin hat der Tragergasfluss und die Substanzmenge Einfluss auf die Richtig-
keit der bestimmten Isotopenverhaltnisse. Wie in Kapitel 2.1.4 gezeigt werden
konnte, ist es nur mit einem niedrigen Tragergasfluss (0,8 mL/min) mdglich, richti-
ge Ergebnisse zu erzielen. Weiterhin ist eine Substanzmenge von grélier als 0,3
Mg on column notwendig.

Wie gezeigt werden konnte, haben verschiedene Parameter Einfluss auf den be-
stimmten Isotopenwert. Daher ist es zwischen den Messungen der Proben not-
wendig, die Richtigkeit der Messungen regelmallig anhand einer Tertiarstandard-
Mischung zu Uberpriifen. Dabei miissen die mittels GC-P-IRMS bestimmten ?H/'H-
Isotopenverhaltnisse mit denen Ubereinstimmen, die Uber den Elemental Analyzer
ermittelt wurden. Hierbei sind die Standardabweichungen (TC/EA-IRMS i.d.R. 3 %o,
GC-P-IRMS < 3 %0) zu berucksichtigen, so dass die bestimmten Werte um maximal
6 %o von den TC/EA-Ergebnissen abweichen durfen.

Die dargestellte Vorgehensweise zur Bestimmung von ?H/'H-Isotopenverhaltnissen
mittels GC-P-IRMS liefert zuverlassige Ergebnisse, da alle moglichen Einflusse auf
die bestimmten Werte Uberpruft werden. Anhand der Stabilitat und Richtigkeit der
8°Hv.smow-Werte der Tertidrstandards kdnnen mdgliche Einfliisse der chroma-
tographischen Trennung sowie der Pyrolyse ausgeschlossen werden. Vor diesem
Hintergrund ist es winschenswert, dass in Zukunft auch internationale Standards,
die fUr die Kalibrierung mittels GC-IRMS herangezogen werden kdénnen, zur Verfu-
gung stehen.
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2.2 Authentizitat von Lavendelolen, Lavandindlen und

Spikolen
2.2.1 Einleitung

Sowohl Lavendel (Lavandula angustfolia MILLER) als auch die Lavandinpflanze
(Lavandula angustfolia MILLER x Lavandula latifolia) und der Grof3e Speik (Lavan-
dula latifolia) gehoren zu der Familie der Lippenbliutler (Lamiaceae). Alle genann-
ten Lavandula-Arten kommen vorwiegend in den Mittelmeerlandern (insbesondere
Frankreich) vor. Die aus den Lavandula-Arten gewonnenen &therischen Ole La-
vendel-, Lavandin- und Spikél werden in der Parfim- und Kosmetikindustrie, ins-
besondere auch zur Parfimierung von Seifen verwendet. Der Olgehalt der Lavan-
dinpflanze — Kreuzung des Echten Lavendels mit dem Grof3en Speik — ist mit 3 — 6
% deutlich héher als der des Lavendels (0,5 — 1 %)*. Lavandindl wird in den Quali-
taten ,grosso“, ,super‘ und ,abrialis“ gehandelt; Lavendeldle in den Qualitaten
»,Mont Blanc® und ,Baréme®. Als qualitatsgebende Komponente gilt Linalylacetat.
Gemal Europaischem Arzneibuch ist Lavendel6l das durch Destillation mit Was-
serdampf gewonnene &therische Ol aus den frischen Blitenstanden von Lavandu-
la angustfolia MILLER (Lavandula officinalis Chaix)®. Die Herkunft wird also auf die
Stammpflanze spezifiziert und schliet andere natirliche Quellen (z. B. die ge-
nannten Lavandula-Arten) sowie synthetische Quellen aus. Gemal Europaischem
Arzneibuch ist zur Prifung auf Reinheit unter anderem die gaschromatographische
Identifizierung und Quantifizierung bestimmter Komponenten vorgeschrieben (vgl.
Tab. 8.)°.

Tab. 8. Prozentgehalte der Komponenten von Lavendeldl gemél3 Européischem Arznei-

buch
Gehalt
Substanz (%]
Limonen <1,0
1,8-Cineol <25
3-Octanon <25
Campher <1,2
Linalool 20,0-45,0

Linalylacetat 25,0-46,0
Terpinen-4-ol 1,2-6,0
Lavandulylacetat >1,0
Lavandulol >0,1
a-Terpineol <20
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Uber die Quantifizierung der genannten Komponenten lasst sich eine Verfalschung
des echten Lavendeldls mit anderen Lavandula-Arten tUber erhéhte Campher- und
1,8-Cineolgehalte nachweisen. Diese Substanzen kommen im Lavendeldl nur als
Minorkomponenten vor, in Lavandin- und Spikdlen in hdheren Konzentrationen®°.
Neben der Mdglichkeit der Verfalschung von Lavendelélen mit Olen anderer La-
vandula-Arten kdnnen synthetisches Linalool und/oder Linalylacetat zugesetzt
werden. Da sowohl Linalool als auch Linalylacetat in Lavendeldlen sowie auch in
Lavandin- und Spikélen natirlich in hohem (R)-Enantiomerentberschuss vorkom-
men, konnte gezeigt werden, dass die enantioselektive Analyse dieser Hauptkom-
ponenten zur Authentizitatsbewertung von Lavendeldlen herangezogen werden
kann 40,41,42-

Eine weitere Methode, die zur Authentizitatsbewertung von Lavendeldlen herange-
zogen werden kann, ist die Isotopenverhaltnisanalytik. Die Bestimmung von §'Cy.
ppe-Werten von Linalool wurde von einigen Autoren im Hinblick auf die Echtheits-
bewertung von Lavendeldlen (iberpriift**#4*°. Es konnten keine signifikanten Un-
terschiede in den 'C/'?C-Isotopenverhéltnissen von natiirlichem und syntheti-
schem Linalool festgestellt werden. Hanneguelle et al. konnten mittels SNIF-NMR
aufgrund der Deuteriumisotopenverteilung zwischen synthetischem und naturli-
chem Linalool differenzieren. Culp et al. zeigten mittels offline IRMS, dass sich die
8?Hv.smow-Werte von synthetischem (8?Hv.smow= -196 + 59 %o) und natiirlichem
Linalool (5°Hv-smow= -297 + 26 %o) deutlich voneinander unterscheiden®’.

Auf Basis dieser Ergebnisse erscheint es méglich, aufgrund der §?Hy.smow-Werte
von Linalool und Linalylacetat eine Authentizitatsbewertung von Lavendeldlen vor-
zunehmen. Daher wird der authentische Bereich der §°Hy.swow-Werte von Linalool
und Linalylacetat in Lavendeldlen mittels GC-P-IRMS sowie der §'°Cy.pps-Werte
mittels GC-C-IRMS bestimmt. Weiterhin werden Handelsproben sowie syntheti-
sche Linalool und Linalylacetat-Standards untersucht, um zu Uberprifen, inwieweit
sich diese Methoden zur Authentizitatsbewertung eignen. Die Enantiomeren-
verhaltnisse von Linalool und Linalylacetat der authentischen und kommerziellen
Proben werden ebenfalls bestimmt, um die Ergebnisse der herkdmmlichen Metho-
de zur Authentizitatskontrolle mit der potentiellen neuen Methode zu vergleichen.
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2.2.2 ldentifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe

Bei den untersuchten authentischen Proben handelt es sich um Lavendel- und
Spikole, die aus definiertem Pflanzenmaterial mittels Dampfdestillation gewonnene
wurden. Das Pflanzenmaterial stammt aus verschiedenen Botanischen Garten.
Weiterhin wurden kommerziell erhaltliche Lavendel-, Lavandin- und Spikdle ver-
schiedener Hersteller analysiert. Alle untersuchten kommerziellen Ole waren von
den Herstellern als natirliche Lavendel-, Lavandin- und Spikole ausgelobt.

Die Identifizierung der Komponenten der Lavendel-, Lavandin- und Spikodle erfolgte
mittels GC-MS Uber den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit
denen von Standardsubstanzen. Die Ole wurden auf die in Abb. 11. dargestellten
Komponenten untersucht. Die Quantifizierung ist insbesondere fir die Komponen-
ten Campher und 1,8-Cineol interessant, da der Gehalt dieser Komponenten in
Lavendeldlen sehr gering ist und in Spik- sowie Lavandindlen deutlich héher liegt.

B

Linalylacetat Linalool Lavandulol Terpinen-4-ol
OH
E ? g\‘ E/E
Limonen Octan-3-ol 1,8-Cineol
OH
Campher Oct-1-en-3-ol Borneol

Abb. 11. Untersuchte Komponenten in Lavendel-, Lavandin- und Spikélen

In Abb. 12. ist das GC-MS-Chromatogramm eines mittels Dampfdestillation ge-
wonnenen Lavendeldls dargestellt. Die Komponenten Oct-1-en-3-ol, Limonen,
1,8-Cineol und Lavandulol, die in geringen Gehalten gefunden wurden, sind in der
Abbildung nicht gekennzeichnet.
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Abb. 12. GC-MS-Chromatogramm eines mittels Dampfdestillation gewonnenen Lavendel-
6ls

Tab. 9. Flachenprozent der Komponenten in Lavendel-, Lavandin- und Spikélen (EuAB
Européisches Arzneibuch®)

Limonen  1,8-Cineol Linalool Campher Lavan-  Terpinen- Linalyl-
[%] [%] [%] (%] dulol 4-ol acetat
[%] [%] [%]
EuAB < 1,0 <2,5 20,0—45,0 <12 >O,1 1,2—6,0 25,0—46,0

authentische
Lavendelsle < 1.9 01-23 76-614 n.n. 01-18 01-151 241-814

kommerzielle
Lavendelsle <42 <43 15,3 - 56,2 <53 <06 <6,3 28,0-774

authentische
Spikole ~ 22—38 417-480 252-367 87-93 0,1 01-03 01-1,9

kommerzielle
Spikéle <36 27,3-463 334-537 67-20,7 nn <04 <06

kommerzielle
Lavandindle <3,2 1,9-142 341-475 28-9,6 <0,3 <3,8 26,3-51,2

Wie aus Tab. 9. ersichtlich ist, wurden fur die authentischen Lavendeldle geringe
1,8-Cineol- und Camphergehalte ermittelt. Die bestimmten Gehalte stimmen mit
den Forderungen der Monographie des Europaischen Arzneibuchs Uberein. Der
Lavandulolgehalt liegt bei allen Proben Uber dem Mindestgehalt, der gefordert ist.
Der Limonengehalt liegt bei den meisten untersuchten Proben unter 0,8 %. Nur bei
einer Probe liegt er mit 1,9 % uber dem Maximalwert, den das Arzneibuch vorgibt.
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Die im Arzneibuch angegebenen Bereiche flr die Komponenten Linalool und Lina-
lylacetat sowie flr Terpinen-4-ol werden bei den Proben sowohl unter- als auch
uberschritten. Der Anteil der beiden Hauptkomponenten Linalool und Linalylacetat
betragt bei den authentischen Lavendeldlen zwischen 59,1 und 90,6 %, wobei er
bei einem Grol3teil der Proben zwischen 80 und 90 % liegt.

Die Spikole weisen einen deutlich hdheren Gehalt an Campher und 1,8-Cineol auf.
Weiterhin ist der Limonengehalt leicht erhéht sowie der Linalylacetatgehalt (< 1,8
%) sehr gering. Die 1,8-Cineolgehalte liegen bei den authentischen Spikdlen bei
41,7 und 48,0 % und bei den kommerziellen Olen zwischen 27,3 und 46,3 %. Die
Camphergehalte betragen fur die authentischen Spikdle 8,7 und 9,3 % und liegen
fur die kommerziellen Ole zwischen 6,7 und 20,7 %. Aufgrund der Gehalte dieser
beiden Komponenten lassen sich Spikdle eindeutig von Lavendeldlen unterschei-
den. Abb. 13. zeigt das GC-MS-Chromatogramm eines Spikdls.

1,8-Cineol Linalool Campher

Linalylacetat

Terpinen-4-ol

B 1O S O Y O

I I I I I I I
10 15 20 25 30 35 40
Zeit [min]

Abb. 13. GC-MS-Chromatogramm eines mittels Dampfdestillation gewonnenen Spikéls

Bei den untersuchten kommerziellen Lavandindlen zeigt sich ebenfalls ein erhdhter
Campher- und 1,8-Cineolgehalt, dabei liegen die Gehalte mit 1,9 — 14,2 % fir 1,8-
Cineol und 2,8 — 9,6 % fur Campher Uber denen der echten Lavendeldle aber nicht
so hoch wie die der Spikole. Die Gehalte von Linalool und Linalylacetat in den un-
tersuchten Lavandindlen liegen im selben Bereich wie die der Lavendeldle. Abb.
14. zeigt ein Chromatogramm eines kommerziellen Lavandindls. Die Komponenten
Oct-1-en-3-ol und Lavandulol, die in geringen Gehalten gefunden wurden, sind in
der Abbildung nicht gekennzeichnet.
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Abb. 14. GC-MS-Chromatogramm eines kommerziellen Lavandinéls

Die Zusammensetzung der kommerziellen Lavendeldle in Tab. 9. zeigt, dass die
Limonen-, 1,8-Cineol- und Camphergehalte einiger untersuchter Proben nicht de-
nen entsprechen, die im Arzneibuch gefordert sind. In Tab. 10. sind die kommer-
ziellen Ole, die den Anforderungen des Arzneibuchs bzw. den fir die authenti-
schen Proben ermittelten Zusammensetzungen nicht entsprechen, im einzelnen
aufgefuhrt. Die jeweils fettgedruckten Gehalte entsprechen nicht den Anforderun-
gen des Arzneibuchs. Die erhohten Gehalte von Limonen, 1,8-Cineol und/oder
Campher deuten auf einen Verschnitt mit Spik- oder Lavandindélen hin.

Tab. 10. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der kommerziellen Lavendelble
(fettgedruckte Gehalte entsprechen nicht den Anforderungen geméan Europdi-
schem Arzneibuch®)

Limonen 1,8-Cineol Linalool Campher Lavan- - Terpinen- Linalyl-

Probe (%] (%] (%] (%] dulol 4-ol acetat
[%] [%] [70]

EuAB <1,0 <25 20,0-45,0 <1.2 >0,1 1,2-6,0 25,0-46,0

LK1 4,5 2,2 48,6 n.n. n.n. n.n. 41,0
LK2 0,6 1,9 42,7 2,8 n.n. 0,3 45,5
LK3 3,3 1,7 48,3 0,1 n.n. n.n. 43,9
LK4 4,0 2,4 42,0 n.n. n.n. n.n. 45,8
LK6 0,3 4,3 56,2 5,3 0,2 0,3 28,0
LK8 0,7 3,6 37,6 1,5 n.n. 0,6 50,5
LK9 3,7 2,0 447 n.n. n.n. n.n. 46,6
LK19 n.n. 1,1 43,7 1,6 n.n. 0,5 48,4

LK21 0,5 2,9 48,2 2,8 n.n. 0.4 411
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Die Quantifizierung der Komponenten des Lavendeldls zeigt, dass die fur die au-
thentischen Lavendeldle ermittelten Gehalte fir Limonen, Campher, Lavandulol
und 1,8-Cineol mit den Vorgaben des Europaischen Arzneibuchs Ubereinstimmen.
Die Angaben der Bereiche der Linalool-, Linalylacetat- und Terpinen-4-ol-gehalte
des Arzneibuchs sind sehr eng gefasst. Fir die untersuchten authentischen La-
vendeldle wurden fir die Gehalte dieser Komponenten weitere Bereiche gefunden.
Der Nachweis erhodhter Gehalte an Campher bzw. 1,8-Cineol ist als Hinweis auf
einen Verschnitt von Lavendeldlen zu deuten. Eine schlissige Beweisflihrung kann
uber die Quantifizierung der Komponenten jedoch im Regelfall nicht zwingend ab-
geleitet werden.

2.2.3 Enantioselektive Analyse von Linalool und Linalylacetat
mittels enantio-MDGC-MS

Die Enantiomerentrennung der Hauptkomponenten Linalool und Linalylacetat er-
folgte mittels enantio-MDGC-MS. Dabei wurde Heptakis(2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-
butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin als chirale stationare Phase eingesetzt.

Sowohl (R)-Linalylacetat als auch (R)-Linalool findet sich in allen untersuchten,
mittels Dampfdestillation entsprechend GMP (Good Manufacturing Practice) ge-
wonnenen authentischen Lavendel- und Spikélen in einem hohen Uberschuss (>
99%, bzw. > 98%). Zur Bewertung der Enantiomerenverhaltnisse der kommerziel-
len Lavendeldle wurden die von Kreis et al. aufgestellten Bewertungskriterien her-
angezogen (vgl. Tab. 11.)*,

Tab. 11. Enantiomerenreinheit [%] von Linalool und Linalylacetat zur Beurteilung der Au-
thentizitat von Lavendelblen

Enantiomerenreinheit [%]

Substanz
authentisch verdachtig verfalscht
(R)-Linalylacetat > 98 98 - 95 <95
(R)-Linalool > 904 94 -85 <85

Auf Grundlage dieser Bewertungskriterien sind einige der untersuchten kommer-
ziell erhaltlichen Lavendeldle als verfalscht zu beurteilen, wahrend alle untersuch-
ten kommerziellen Lavandin- und Spikole als authentisch zu bewerten sind. Abb.
15. zeigt die Enantiomerentrennung von Linalool und Linalylacetat eines kommer-
ziellen, verfalschten Lavendeldls.
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Abb. 15. Enantiomerentrennung von Linalool und Linalylacetat eines kommerziellen La-
vendelbls

Die Enantiomerenverhéltnisse der eindeutig als verfalscht einzustufenden Ole sind
in Tab. 12. aufgefuhrt.

Tab. 12. Enantiomerenverhéltnisse [%] der als verfélscht zu beurteilenden kommerziell
erhéltlichen Lavendeldle

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)
[%] [%] [%] [%]
LK1 52,9 47,1 70,7 29,3
LK3 55,7 44,3 55,5 44,5
LK4 51,8 48,2 62,0 38,0
LK7 52,0 48,0 69,7 30,3
LK8 80,7 19,3 > 99 <1
LK9 53,3 46,7 60,8 39,2
LK10 914 8,6 87,5 12,5
LK11 86,9 13,1 91,4 8,6
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2.2.4 Isotopenmassenspektrometrische Analyse

2.2.4.1 Bestimmung der *C/'?C-Isotopenverhiltnisse von Lina-
lool und Linalylacetat mittels GC-C-IRMS

Die unterschiedlichen Gewinnungsmethoden der &therischen Ole (Dampfdestilla-
tion und Diethyletherextraktion), die insbesondere im Hinblick auf die Bestimmung
von &%Hyv.smow-Werten eingesetzt wurden (vgl. 2.2.4.2), zeigen erwartungsgeman
keinen Einfluss auf die §'°Cy.pps-Werte.

In Tab. 13. sind die 8"°Cy.pps-Bereiche von Linalool der synthetischen und natur-
lichen Standards®™ sowie der authentischen und kommerziellen Lavendel-, Lavan-
din- und Spikdle aufgefuhrt. Die Einzelwerte aller Proben sind in Abb. 16. darge-
stellt.

Tab. 13. 5 °Cy.ppg-Bereiche [%o] von Linalool

813Cv-pDB-Bereiche

Linalool n

[%o]
synthetisch -249 — -28,4 7
naturlich -25,5 - -28,5 3
authentische Lavendeldle -25,2 — -30,3 11
kommerzielle Lavendeldle -24,8 — -29,2 26
authentische Spikdle -242 — -25,8 2
kommerzielle Spikdle -249 - -29,3 5
kommerzielle Lavandindle -241 — -26,5 9

" Die Angaben natlrlich bzw. synthetisch beziehen sich auf die Auslobung oder die Auskunft der
Hersteller.
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Abb. 16. § °C\.pps-Werte von Linalool unterschiedlicher Herkunft
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Wie aus Abb. 16. ersichtlich ist, liegen die fur die synthetischen Linalool-Standards
ermittelten Isotopenverhaltnisse im Bereich von -24,9 — -28,4 %.. Die &'°Cy.pps-
Werte der als naturlich bezeichneten Standards (-26,7 und -28,5 %.) sowie die der
authentischen Lavendeldle (-25,2 —-30,3 %o) liegen im selben Bereich. Daher kann
aufgrund der §"*Cy.pps-Werte von Linalool keine Aussage im Hinblick auf die Au-
thentizitat von Lavendelolen gemacht werden.
In Tab. 14. sind die §">Cy.pps-Bereiche von Linalylacetat der synthetischen und
naturlichen Standards sowie der authentischen und kommerziellen Lavendel- und
der kommerziellen Lavandindéle zusammengefasst.

Tab. 14. 5 °Cy.pps-Bereiche [%o] von Linalylacetat

513Cy.pps-Bereiche

Linalylacetat n

[%o]
synthetisch -35,8 — -37,0 6
naturlich -28,3 — -30,2 2
authentische Lavendeldle 27,1 — -31,2 11
kommerzielle Lavendeldle -244 — -32,5 26
kommerzielle Lavandinole -23,9 - -27,8 9
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Abb. 17. § °C\.pps-Werte von Linalylacetat unterschiedlicher Herkunft

Wie aus Abb. 17. ersichtlich ist, zeigt sich beim Vergleich der Isotopenwerte der
synthetischen Standards mit denen der entsprechenden Komponente der authenti-
schen Ole, dass die Werte des synthetischen Linalylacetats (-35,8 bis -37,0 %o)
deutlich negativer liegen als die des Linalylacetats aus den authentischen Laven-
deldle (-27,1 — -31,2 %o). Die Werte der als naturlich bezeichneten Linalylacetat-
Proben liegen im authentischen Bereich. Die flr die kommerziellen Lavendeldle
ermittelten Werte streuen Uber einen Bereich von -24,4 bis -32,5 %o. Die Ole (Pro-
benbezeichnung: LK1, LK3, LK4, LK7 und LK9), bei denen die Enantiomeren-
verhaltnisse von Linalool und Linalylacetat, wie in Kapitel 2.2.3 dargestellt wurde,
nicht den natiirlichen entsprechen, lassen sich aufgrund der 8"°Cy.ppg-Werte nicht
als verfalscht identifizieren. Die ermittelten Isotopenverhaltnisse dieser Proben lie-
gen zwar, wie aus Abb. 17. ersichtlich ist, relativ negativ, lassen sich aber nicht
klar von denen der authentischen Proben differenzieren.

Die Bestimmung der 8"Cy.pps-Werte von Linalool kann aufgrund der identischen
Werte von synthetischem und naturlichem Linalool nicht zur Echtheitsbewertung
von Lavendeldlen herangezogen werden. Etwas besser stellt sich die Situation fur
die 8"Cy.ppe-Werte von Linalylacetat dar. Die Isotopenverhaltnisse von syntheti-
schem Linalylacetat und authentischem Linalylacetat aus Lavendeldlen unter-
scheiden sich deutlich. Allerdings zeigt sich anhand der untersuchten kommerziel-
len Lavendeldle, dass sich eine Verfilschung aufgrund der §'*Cy.pps-Werte nicht
eindeutig nachweisen Iasst.
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Abb. 18. § °C\.pps-Werte von Linalylacetat und Linalool aus authentischen Lavendelélen

In Abb. 18. sind die Isotopenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat der au-
thentischen Lavendeldle aufgetragen. Die Werte der Komponenten weisen nur
sehr geringe Unterschiede auf. Aufgrund der Biosynthese (Linalool — Linalylace-
tat) sind diese geringen Abweichungen der Isotopenverhaltnisse dieser beiden
Komponenten zu erwarten. Die groRte ermittelte Abweichung der §'3Cy.pps-Werte
der beiden Komponenten liegt fur die authentischen Lavendeldle bei 1,9 %o.
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3Cv.pos-Werte von Linalylacetat und Linalool aus kommerziellen Lavendelblen



2 Allgemeiner Teil -36-

In Abb. 19. sind die Isotopenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat der kom-
merziellen Lavendeldle aufgetragen. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass die
bestimmten Werte der beiden Komponenten in einigen Fallen deutlich voneinander
abweichen. Bei der Probe LK3 betragt die Differenz der fir Linalool und Linalyl-
acetat bestimmten Isotopenverhaltnisse 4,4 %o.

2.2.4.2 Bestimmung der *H/'H-Isotopenverhiltnisse von Linalool
und Linalylacetat mittels GC-P-IRMS

Um Effekte auf die bestimmten &°Hyv.smow-Werte durch mdgliche Austauschreak-
tionen bei der Aufarbeitung auszuschlieen, wurden die atherischen Ole auf zwei
verschiedene Weisen gewonnen. Als gangige Herstellungsmethode wurde die
Dampfdestillation angewendet. Kreis et al. konnten zeigen, dass diese Methode
unter GMP Bedingungen keinen Einfluss auf die Bestimmung der Enantiomeren-
verhaltnisse hat*®. Weiterhin wurden die &therischen Ole mittels Diethylether-
extraktion bei Raumtemperatur gewonnen. Diese Methode wurde als schonende
Vergleichsmethode herangezogen, da keine Temperaturbelastung vorliegt und
keine Austauschreaktionen mit dem Extraktionsmittel moglich sind. In Tab. 15. ist
am Beispiel einiger Ole gezeigt, dass die Aufarbeitung keinen Einfluss auf die be-
stimmten Isotopenverhaltnisse hat. Die Werte stimmen unter Bertcksichtigung der
Standardabweichungen uberein. Im folgenden wird daher nur noch auf die Werte
der mittels Dampfdestillation gewonnenen Ole Bezug genommen.

In Abb. 20. ist das GC-P-IRMS-Chromatogramm eines mittels Dampfdestillation
gewonnenen Lavendeldls dargestellt.

Tab. 15. Vergleich der 62HV_SMOW Werte [%o] von Linalool und Linalylacetat der mittels
Dampfdestillation und Diethyletherextraktion gewonnenen Lavendeléle

Dampfdestillation Diethyletherextraktion
Linalool Linalylacetat Linalool Linalylacetat
Probe  8Hv.smow 8Hv.smow 8Hy.smow 8Hy.smow
[%0] [%o] [%0] [%0]
LA1 -274 -269 -270 -268
LA2 -259 -251 -257 -257
LA3 -241 -246 -251 -253

LA4 -253 -256 -252 -250
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Abb. 20. GC-P-IRMS-Chromatogramm eines mittels Dampfdestillation gewonnenen La-
vendelbls

In Tab. 16. sind die 5°Hyv.smow-Bereiche von Linalool der synthetischen und natiirli-
chen Standards” sowie der authentischen und kommerziellen Lavendel-, Lavandin-
und Spikole aufgefuhrt. Die Einzelwerte aller Proben sind in Abb. 21. dargestellt.

Tab. 16. 5°H,.syow-Bereiche [%o] von Linalool

82HV_SMOW—Bereiche

Linalool n

[%o]
synthetisch -189 - -209 6
naturlich -265 — -307 3
authentische Lavendeldle -241 — -274 11
kommerzielle Lavendeldle -190 - -294 26
authentische Spikdle -250 — -255 2
kommerzielle Spikole -208 — -277 5
kommerzielle Lavandinole -231 — -270 9

" Die Angaben natlrlich bzw. synthetisch beziehen sich auf die Auslobung oder die Auskunft der
Hersteller.
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Abb. 21. §?H\.syow-Werte von Linalool unterschiedlicher Herkunft

Die 8°Hv.smow-Werte der synthetischen Linalool-Standards liegen im Bereich von
-159 — -209 %o und sind damit deutlich positiver als die von naturlichem Linalool
aus den authentischen Lavendel- und Spikdlen (5°Hy.swow-Bereich = -241 — -274
%o). Die Isotopenverhaltnisse der als naturlich bezeichneten Linalool-Proben sind
ebenfalls deutlich negativer (8§°Hy.smow-Bereich = -265 — -307 %) als die der syn-
thetischen Linalool-Standards. Der authentische Bereich fur Linalool in Lavendel ist
somit eindeutig von den Isotopenwerten der synthetischen Standards zu unter-
scheiden. Aufgrund der genannten Isotopenverhaltnisse besteht die Mdglichkeit,
die 8%Hv.smow-Werte von Linalool als Authentizitatsparameter fur Lavendeldle her-
anzuziehen. Die Isotopenverhaltnisse von Linalool der untersuchten kommerziellen
Lavendeldle streuen Uber einen weiten Bereich mit Werten von -190 — -294 %.. Wie
aus Abb. 21. hervorgeht, liegen die Werte von finf kommerziellen Olen (Proben-
bezeichnung: LK1, LK3, LK4, LK7 und LK9) deutlich hoher als die der authenti-
schen Ole und somit im Bereich der synthetischen Standards. Daher ist davon
auszugehen, dass diese kommerziellen Ole mit synthetischen Linalool verfalscht
wurden. Weiterhin weicht das Isotopenverhaltnis eines kommerziellen Spikols
(Probenbezeichnung: Spik 5) deutlich vom authentischen Bereich ab.
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Tab. 17. 5°H,.suow-Bereiche [%o] von Linalylacetat

Linalylacetat 8°Hv.smow-Bereiche

[%o]
synthetisch -172 - -197 5
naturlich -276 — -280 2
authentische Lavendelole -238 — -272 11
kommerzielle Lavendeldle -187 — -274 26
kommerzielle Lavandindle -229 — -254 9
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Abb. 22. °H\.syon-Werte von Linalylacetat unterschiedlicher Herkunft

In Tab. 17. sind die °Hv.smow Bereiche von Linalylacetat der synthetischen und
der naturlichen Standards sowie der authentischen und kommerziellen Lavendel-
und der kommerziellen Lavandindle zusammengefasst. Wie aus Abb. 22. ersicht-
lich ist, zeigt sich beim Vergleich der Isotopenwerte der synthetischen Proben mit
denen der authentischen Ole wie im Falle des Linalools, dass die Werte des Linaly-
lacetats aus authentischen Lavendeldlen (5°Hv.smow = -238 — -272 %) deutlich ne-
gativer liegen, als die der synthetischen Standards (§°Hv.smow = -172 — =197 %o).
Die bestimmten Werte der als naturlich ausgelobten Linalylacetat-Standards liegen
mit -276 %o und -280 %o ebenfalls negativer. Die §°Hv.smow-Werte des Linalylace-
tats der kommerziellen Lavendeldle streuen Uber einen weiten Bereich (SZHV-SMOW
= -187 — -274 %0). Wie bei den fur Linalool ermittelten Isotopenverhaltnissen wei-
chen die Ergebnisse fiir funf der kommerziellen Ole (Probenbezeichnung: LK1,
LK3, LK4, LK7 und LK9) deutlich vom authentischen Bereich ab und sind somit als
verfalscht zu beurteilen.
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Die Isotopenverhaltnisse des Linalylacetats der kommerziellen Lavandindle liegen
alle im authentischen Bereich. Auch die Korrelation der 8°Hy.smow-Werte von Lina-
lylacetat und Linalool (Abb. 23.) zeigt, dass die Werte der kommerziellen Lavan-
dindle im selben Bereich liegen wie die der authentischen Lavendeldle.
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Abb. 23. Korrelation der &°H\.syon-Werte von Linalylacetat und Linalool aus authentischen
Lavendelblen und kommerziellen Lavandinblen
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Abb. 24. Korrelation der 8°H\.syon-Werte von Linalylacetat und Linalool aus kommerziel-
len und authentischen Lavendelblen
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In Abb. 24. ist die Korrelation der §?Hy.smow-Werte fiir Linalool und Linalylacetat fiir
authentische Lavendelole (A) und kommerzielle Lavendeldle (¢) dargestellt. Die
Werte von funf der kommerziellen Lavendeldle (Probenbezeichnung: LK1, LK3,
LK4, LK7 und LK9) liegen eindeutig in einem anderen Bereich und sind somit of-
fensichtlich mit synthetischem Linalool und Linalylacetat verfalscht worden. Wie in
Kapitel 2.2.3 dargestellt wurde, entsprechen die Enantiomerenverhaltnisse von
Linalool und Linalylacetat in diesen Proben nicht den natlrlichen Verhaltnissen.
Linalylacetat liegt in den genannten Proben annahernd racemisch vor und der An-
teil von (R)-Linalool liegt zwischen 55 — 70 %. Weiterhin liegt bei drei untersuchten
kommerziellen Lavendeldlen der Anteil von (R)-Linalylacetat zwischen 80 — 90 %.
Aufgrund dieser Enantiomerenverhaltnisse ist auf einen Verschnitt mit syntheti-
schem Linalylacetat zu schlieRen. Diese drei kommerziellen Lavendeldle (Proben-
bezeichnung LK8, LK10 und LK11) lassen sich aufgrund der 8*Hy.smow-Werte von
Linalylacetat nicht von den authentischen Proben unterscheiden.

Die 8*Hv.smow-Werte der Hauptkomponenten naturbelassener Lavendeldle lassen
sich aufgrund der deutlichen Unterschiede zu den entsprechenden Werten von
synthetischem Linalool bzw. Linalylacetat zur Authentizitatsbewertung von Laven-
deldlen heranziehen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich ein Verschnitt
mit Linalool bzw. Linalylacetat nachweisen lasst. Allerdings kdnnen Verschnitte mit
geringen Mengen der synthetischen Verbindungen aufgrund der Spannbreite der
Isotopenverhaltnisse der natlrlichen Substanzen ggf. nicht erkannt werden.
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Abb. 25. §°H\.syow-Werte von Linalylacetat und Linalool aus authentischen Lavendelblen
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In Abb. 25. sind die Isotopenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat der au-
thentischen Lavendeldle aufgetragen. Die Werte der Komponenten weisen nur
sehr geringe Unterschiede auf. Aufgrund der Biosynthese sind diese geringen Ab-
weichungen der Isotopenverhaltnisse zu erwarten. Tendenziell Iasst sich erkennen,
dass der flr Linalool ermittelte Wert niedriger liegt als der fur Linalylacetat. Eine
Ausnahme stellen drei Ole (Probenbezeichnung LA3, LA4 und LA8) dar. Hier muss
allerdings berucksichtigt werden, dass die Abweichung der Werte von Linalool und
Linalylacetat bei diesen Olen im Bereich des Fehlers der Messung liegt. Die groRte
ermittelte Abweichung der 8?Hyv.smow-Werte der beiden Komponenten in den au-
thentischen Olen liegt bei 14 %o.

In Abb. 26. sind die Isotopenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat der kom-
merziellen Lavendeldle aufgetragen. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass die
bestimmten Werte der beiden Komponenten in vielen Fallen deutlich voneinander
abweichen (bis zu 40 %eo).
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Abb. 26. 5°H\.son-Werte von Linalylacetat und Linalool aus kommerziellen Lavendelblen
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2.3 Authentizitat von Anis- und Fenchelolen

2.3.1 Einleitung

Fenchel (Foeniculum vulgare MILLER) und Anis (Pimpinella anisum L.) gehoOren
zur Familie der Doldengewachse (Apiaceae). Beheimatet sind beide Pflanzen im
Mittelmeerraum, werden aber heute auch in Mittel- und Westeuropa angebaut.

Der Anteil des atherischen Ols in den Samen des Fenchels betragt zwischen 2 %
und 6 %. Man unterscheidet bitteres Fencheldl, welches aus den Samen von Foe-
niculum vulgare var. vulgare gewonnen wird und sif3es Fencheldl aus den Samen
von Foeniculum vulgare var. dulce. Hauptkomponente des Fencheldls ist trans-
Anethol, daneben kommen o- und B-Pinen, Limonen, a-Phellandren und Fenchon
vor. Eingesetzt werden Fencheldle in der Pharmazie, in der Lebensmittelindustrie
zur Herstellung von Likéren und zum Wurzen von Speisen®’.

Der Anteil des &therischen Ols in den Samen von Anis betrat zwischen 2 und 6 %.
Die Hauptkomponente, die bis zu 90 % des Anisdls ausmacht, ist frans-Anethol.
Daneben kommen Linalool, Estragol und o-Terpineol in geringen Mengen vor.
Anisél wird in der Pharmazie, Parfimerie (Moos- und Tabaknoten) und in der Le-
bensmittelindustrie verwendet®’.

GemalR Europaischem Arzneibuch ist zur Prifung auf Reinheit von Anis- und Fen-
cheldlen unter anderem die gaschromatographische Identifizierung und Quantifi-
zierung charakteristischer Komponenten vorgeschrieben (vgl. Tab. 18.).

Im Deutschen Arzneibuch werden in der Monographie flr bitteres Fenchel6l Anga-
ben zu den Prozentgehalten weiterer charakteristischer Komponenten gemacht
(vgl. Tab. 18.).

Tab. 18. Prozentgehalte der Komponenten von Anis- und Fenchelbélen gemal3 Européi-
schem (EuAB) und Deutschem Arzneibuch (DAB)>*

Anis6l  Fencheldl siit  Fencheldl bitter Fencheldl bitter

Substanz Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt
EuAB EuAB EuAB DAB
[%] [%] [%] [%]
Linalool 0,1-15
Estragol 0,5-6,0 <10 <6
o-Terpineol 0,1-1,5
cis-Anethol <0,5 <0,5
trans-Anethol 84 — 93 > 80 > 60 55,0-75,0
Anisaldehyd 0,1-3,5 <2
o-Pinen 1,0-10,0
Limonen 1,0-5,0

Fenchon <7,5 > 15 12,0 -25,0
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Aufgrund der hohen Anforderungen des Arzneibuchs an die trans-Anetholgehalte
beider Ole sind Verfalschungen mit synthetischem trans-Anethol nicht auszu-
schlie3en.

Methoden, mit denen man einen solchen Zusatz nachweisen kann, sind SNIF-
NMR und Isotopenverhaltnismassenspektrometrie.

Martin et al. wendeten die SNIF-NMR zur Bestimmung der Herkunft von frans-
Anethol an. Aufgrund der charakteristischen Isotopenverteilung konnten sie zwi-
schen natiirlichem und synthetischem trans-Anethol unterscheiden?'.

Culp et al. bestimmten die "*C/"?C- und ?H/'H-Isotopenverhéltnisse von syntheti-
schem und natiirlichem trans-Anethol offline mittels IRMS. Die ?H/'H-Verhaltnisse
von synthetischem trans-Anethol lagen bei -58 + 28 % und die '*C/'C-
Verhaltnisse bei -31,3 + 0,8 %o; die 2H/'H Verhaltnisse fir natiirliches trans-Anethol
betrugen -85 + 12 %0 und die *C/'2C Verhaltnisse -28,5 + 1,8 %.**. Aufgrund der
weiten Spannbreiten der bestimmten Isotopenverhaltnisse und mehr oder minder
groRe uberlappender Bereiche lasst sich keine eindeutige Unterscheidung zwi-
schen synthetischem und naturlichem trans-Anethol treffen. Es lasst sich jedoch
sagen, dass die 2H/'H-Isotopenverhiltnisse von natiirlichem trans-Anethol tenden-
ziell negativer und die '*C/"?C-Isotopenverhaltnisse weniger negativ sind als die
von synthetischen Proben.

Daher erscheint es mdglich, durch die Bestimmung der C/"C- und ?H/'H-
Isotopenverhaltnisse von trans-Anethol mittels GC-IRMS und die integrale Betrach-
tung beider Parameter, eine Methode zur Authentizitatskontrolle von trans-Anethol
zu entwickeln.

Dazu sollen die authentischen Bereiche der §?Hy.swow-Werte mittels GC-P-IRMS
sowie der 8"*Cy.ppg-Werte mittels GC-C-IRMS bestimmt werden. Weiterhin werden
synthetische und natlrliche trans-Anethol-Proben sowie kommerziell erhaltliche
Anis- und Fencheldle untersucht, um die Moglichkeit zu Uberprifen, inwieweit die
Methoden zur Authentizitatsbewertung genutzt werden konnen.
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2.3.2 ldentifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe

Bei den untersuchten authentischen Proben handelt es sich um &therische Ole aus
Fenchel- bzw. Anissamen, die mittels Wasserdampfdestillation gewonnen wurden.
Weiterhin wurden kommerziell erhaltliche Anis- und Fencheldle verschiedener Her-
steller analysiert.

Die Identifizierung der Komponenten der Fenchel- und Anisdle erfolgte mittels GC-
MS Uber den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit den Refe-
renzdaten von Standardsubstanzen. Die Ole wurden auf die in Abb. 27. dargestell-
ten Komponenten untersucht. In Abb. 28. ist das GC-MS-Chromatogramm eines
authentischen Fencheldls dargestellt.

a-Phellandren Limonen Linalool
0

B-Pinen Fenchon a-Pinen

o] / 0

/ < > / < >

trans-Anethol Estragol

Abb. 27. Komponenten in Anis- und/oder Fenchelblen

Fenchon trans-Anethol

a-Pinen
Limonen
E I
a-Phellandren strago
B-Pinen
] Y L
[ [ [ [ [ [
10 15 20 25 30 35 40

Abb. 28. GC-MS-Chromatogramm eines mittels Wasserdampfdestillation gewonnenen
Fenchelbls
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Tab. 19. Flachenprozente der identifizierten Komponenten der Fenchelble (EuAB = Euro-
péisches Arzneibuch®, DAB = Deutsches Arzneibuch®)

- - Fen- .
o-Pinen B-Pinen o-Phellan Limonen en Linalool Estragol trans
[%] %] dren (%] chon (%] (%] Anethol
[%] [%] [%0]
EuAB
Fencheldl siiR <75 <10 >80
EuAB
Fencheld! bitter >15 > 60
DAB 1,0 — 12,0 — 55,0 -
Fencheldl bitter 10,0 1.0-50 25,0 <6 75,0
authentische 04— 01— 05— 84,1 —
Fencheldle siit 0,8 0,2 0,1 2,1 —6,8 6,2 n.n. 1,3—-2,9 92,9
authentische 31— 02— 16,8 — 60,3 —
Fencheldle bitter 58 05 03-04 21-27 27.1 nn. 11-23 73,3
kommerzielle 05— 79,5 —
Fencheldle sap <62 <05 <22 <68 o2 S04 <29 g4

In Tab. 19. sind die prozentualen Gehalte der identifizierten Komponenten der
Fencheldle zusammengefasst. Die fiir die authentischen Ole ermittelten Gehalte
entsprechen den im Europaischen und Deutschen Arzneibuch angegebenen Wer-
ten fur bitteres Fencheldl bzw. den im Europaischen Arzneibuch angegebenen
Gehalten fir siiBes Fencheldl. Eines der untersuchten kommerziellen Ole (Pro-
benbezeichnung FK3) uberschreitet mit 10,2 % den fur sifles Fencheldl vorge-
schriebenen Maximalgehalt an Fenchon.

Tab. 20. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der Aniséle (EuAB = Européi-

sches Arzneibuch’®)
o-Pinen B-Pinen a-Phellandren Limonen Linalool Estragol trans-Anethol
[7] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
EuAB 01-15 05-6,0 84 — 93
authentische <10  952-97,7
Anisoldle
kommerzielle - 0.2=" 4, <02  03-15 06-11 <33  940-96,4
Anisole 0,4

In Tab. 20. sind die prozentualen Gehalte der identifizierten Komponenten der
Anisdle aufgefihrt. Die authentischen Anisdle weisen hohe Gehalte an trans-
Anethol auf, die den Bereich Uberschreiten, der im Europaischen Arzneibuch an-
gegeben ist. Dagegen entsprechen die kommerziellen Anisdle den Anforderungen
gemald Europaischem Arzneibuch.
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2.3.3 Enantioselektive Analyse der chiralen Komponenten
des Fencheldls mittels enantio-MDGC-MS

Die enantioselektive Analyse zur Echtheitsbewertung von Fencheldlen macht nur
in Bezug auf Fenchon in bitteren Fencheldlen Sinn, da fur diese Komponente im
Europaischen Arzneibuch ein Mindestgehalt gefordert ist. Fenchon kommt in Fen-
cheldlen hochrein zugunsten des (1S)-Enantiomeren vor?’.

Abb. 29. zeigt die enantioselektive Analyse der chiralen Komponenten eines
Fencheldls unter Verwendung von Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl)-B-cyclodextrin in SE 52 als stationare Phase.

In Tab. 1. sind die Enantiomerenverhaltnisse der chiralen Komponenten der Fen-
cheldle dargestellt.

(R)-Limonen

(1S,4R)-Fenchon

(1R,5R)-a-Pinen
(S)-a-Phellandren

(1R,5R)-B-Pinen

N

I [ [ [ [ [ I
40 45 50 55 60 65 70

Zeit [min]

Abb. 29. Hauptsdulenchromatogramm eines mittels Wasserdampfdestillation gewonnenen
Fenchelbls
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Tab. 21. Enantiomerenverhéltnisse [%] der chiralen Komponenten in Fenchelblen

o-Pinen B-Pinen a-Phellandren Limonen Fenchon
Probe (S) (R) (R) (S) (R) (S) (S) (R) (R) (S)
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
authentische 4, 988 >99 <1 <1 >09 <410 >590 <1  >99

Fencheldle

FK1 1,2 98,8 >99 <1 <1 > 99 40,6 59,4 <1 > 99
FK2 17,3 82,7 54,8 451 <1 >99 53,3 46,7 <1 > 99
FK3 <1 > 99 > 99 <1 <1 > 99 15,1 84,9 <1 >99
FK4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <1 > 99

Die ermittelten Enantiomerenverhaltnisse der authentischen LavendelOle zeigen,
dass (R)-a-Pinen und (R)-B-Pinen hoch enantiomerenrein vorkommen. Bei den
Komponenten a-Phellandren und Fenchon liegen die ermittelten Gehalte fur das
(S)-Enantiomer bei gréfier 99 %. Das Enantiomerenverhaltnis von Limonen unter-
liegt starken Schwankungen. In allen untersuchten kommerziellen Fencheldlen lie-
gen a-Phellandren und Fenchon ebenfalls enantiomerenrein vor. Bei einem der
kommerziellen Fencheldle liegt B-Pinen annahernd racemisch vor und a-Pinen in
einem Enantiomerenverhaltnis von 17,3 : 82,7 (S : R). Die Verbindungen sind al-
lerdings nur in geringen Gehalten (a-Pinengehalt = 4,9 %, pB-Pinengehalt = 0,5 %)
enthalten und eine Verfalschung mit diesen Komponenten erscheint nicht sinnvoll.
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2.3.4 Isotopenmassenspektrometrische Analyse

2.3.4.1 Bestimmung der °*C/'?C-Isotopenverhiltnisse von trans-
Anethol mittels GC-C-IRMS

In Tab. 22. sind die 8">Cy.pps-Bereiche von trans-Anethol der synthetischen und

natlrlichen Standards” sowie der authentischen und kommerziellen Anis- und Fen-
cheldle aufgefuhrt.

Tab. 22. 5 "°Cy.pps-Bereiche [%o] von trans-Anethol

trans-Anethol §"°Cv.poe-Bereiche

[%o]
synthetisch -24.8 — -321 5
naturlich -24,2 — -29,6 2
authentische Fencheldle -26,6 — -28,4 5
kommerzielle Fenchelole 24,5 — -28,5 4
authentische Anisole -25,3 — -26,3 4
kommerzielle Anisole -23,7 — -28,0 3
-22,0 ~
24,0 - R .
AS1 .
A
A
-26,0 - A
A A A
A
A
A
-28,0 A
A A
a
2 30,0 4 A &Nt
o A
-32,0 - A
-34,0 T T T T T 1
synthetisch natirlich authentische kommerzelle authentische kommerzelle
Anisole Anisdle Fencheldle Fencheldle

Abb. 30 5 °Cy.ppg-Werte von trans-Anethol unterschiedlicher Herkunft

" Die Angaben natlrlich bzw. synthetisch beziehen sich auf die Auslobung oder die Auskunft der
Hersteller.
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Der authentische Bereich von trans-Anethol in Fenchel- und Anisdlen liegt wie aus
Abb. 30. ersichtlich zwischen -25,3 und -28,4 %o, wobei die Werte fur die Fenchel-
Ole tendenziell negativer liegen als die fur die Aniséle ermittelten Werte (-25,3 —
-26,3 %o). Die 8"°Cy.ppe-Werte fiir die meisten der synthetischen Proben liegen im
Bereich von -29,6 %o bis -32,1 %o, und unterscheiden sich somit deutlich vom au-
thentischen Bereich. Das '*C/'?C-Isotopenverhéltnis einer synthetischen Probe
(Probenbezeichnung S1) liegt mit einem Wert von -24,8 %o im Bereich der authen-
tischen Proben. Synthetisches trans-Anethol kann durch Isomerisierung aus Estra-
gol hergestellt werden oder ausgehend von Anisol synthetisiert werden*®. Der
8"*Cv.ppa-Wert von trans-Anethol, das durch Isomerisierung aus Estragol herge-
stellt wird, entspricht dem des Estragols. Da Estragol haufig aus den selben natur-
lichen Quellen stammt wie trans-Anethol, ist davon auszugehen, dass der §'>Cy.
pps-Wert von trans-Anethol, das aus Estragol hergestellt wurde, im gleichen Be-
reich liegt wie der von natiirlichem trans-Anethol'®. Somit lasst sich der "Cy.pps-
Wert des synthetischen trans-Anethols (Probenbezeichnung S1), der im Bereich
der authentischen Proben liegt, erklaren. Dagegen kénnen die negativeren §'*Cy.
pps-Werte der anderen synthetischen Proben auf die Synthese ausgehend von
Anisol zuruckgefuhrt werden.

Von den als naturlich bezeichneten trans-Anethol-Proben liegt der Wert einer Pro-
be im authentischen Bereich, der 53Cyv.pos-Wert der anderen Probe
(Probenbezeichnung N1) liegt mit 29,6 %0 eher im Bereich der synthetischen
BiotERCy.pps-Werte von trans-Anethol aus den kommerziellen Anis- und Fenchel-
Olen streuen Uber einen weiteren Bereich (Fencheldle -24,5 — -28,5 %o, Anistle
-23,7 — -28,0 %o) als die der authentischen Proben, liegen aber im selben Bereich.

2.3.4.2 Bestimmung der ?H/'H-Isotopenverhiltnisse von trans-
Anethol mittels GC-P-IRMS

Ein mdglicher Einfluss der Wasserdampfdestillation auf die bestimmten Isotopen-
verhaltnisse wurde Uberpruft, indem ein trans-Anethol-Standard unter den selben
Bedingungen wie die Anis- und Fenchelsamen wasserdampfdestilliert wurde. Die
bestimmten Isotopenverhaltnisse stimmen unter Berlcksichtigung der Standard-
abweichung iberein (8°Hyv.smow = -34 %o + 3 %o bzw. §?Hv.smow = -30 %o + 2 %o).
Somit kann ein Einfluss der Probenaufarbeitung auf die bestimmten Isotopenver-
haltnisse ausgeschlossen werden. Abb. 31. zeigt ein GC-P-IRMS-Chromatogramm
eines Fencheldls. Im oberen Teil der Abbildung ist das Verhaltnis der Masse 3 zur
Masse 2 aufgetragen und im unteren Teil die Massenspur 2.
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Abb. 31. GC-P-IRMS-Chromatogramm eines Fenchelbls

In Tab. 23. sind die 8°Hyv.smow-Bereiche von trans-Anethol der synthetischen und
natlrlichen Standards sowie der authentischen und kommerziellen Anis- und Fen-
cheldle aufgefihrt. Die Einzelwerte aller Proben sind in Abb. 32. dargestellt.

Tab. 23. 5°H,.suow-Bereiche [%o] von trans-Anethol

trans-Anethol 82HV-SMow-Ber'eiChe

[%o]
synthetisch -20 - -79 5
naturlich -71 — -99 2
authentische Fencheldle -67 — -84 5
kommerzielle Fencheldle -30 — -113 4
authentische Anisole -46 — -74 4
kommerzielle Anisole -61 — -93 3
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S 2Hv.s|\/|ow trans-Anethol [%o]
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Abb. 32 §2H\.suow-Werte von trans-Anethol unterschiedlicher Herkunft

Die 8*Hv.smow-Werte von trans-Anethol aus authentischen Anis- und Fencheldlen
liegen im Bereich von -46 — -84 %o. Die 2H/'H-Isotopenverhéltnisse der als natiirlich
bezeichneten trans-Anethol Proben liegen mit -71 und -99 %. im selben Bereich.
Die Werte der meisten synthetischen Proben liegen im Bereich von -20 — -42 %o
und somit weniger negativ als die 8?Hyv.smow-Werte von trans-Anethol der authenti-
schen Anis- und Fencheldle. Das Isotopenverhaltnis einer der synthetischen Pro-
ben (Probenbezeichnung S2) liegt mit -79 %o im Bereich der authentischen Proben.
Die 8°Hv.smow-Werte von trans-Anethol in den kommerziellen Olen streuen Uber
einen weiten Bereich (Fencheldle -30 — -113 %o, AnisOle -61 — -93 %o). Das Isoto-
penverhaltnis eines der kommerziellen Fencheldle (Probenbezeichnung FK1)
weicht mit -30 %o von den fiir die authentischen Fencheldle (-67 — -84 %o.) ermittel-
ten Werte ab und fallt in den Bereich der synthetischen Proben.
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2.3.4.3 Korrelation der *C/'2C- und 2H/'H-Isotopenverhiltnisse

von trans-Anethol

In Abb. 33. sind die §'*Cy.pps-Werte von trans-Anethol gegen die §?Hy.smow-Werte
aufgetragen.

-21 A

-23

-25 - xS1

-27

OFK1
-29

& ">Cv.roe [%o]

-31 1
x82
-33 1

'35 T T T T T T T T T T

-120 110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30  -20 -10

8 *Hy.smow [%o]

x synthetisch < authentische Anisole m authentische Fencheldle
A naturlich o kommerzielle Fencheldle

Abb. 33. Auftragung der 8 °C\.pps-Werte gegen die &°Hy.suow-Werte von trans-Anethol

Die Ellipse in Abb. 33. skizziert den authentischen Bereich, der aufgrund der ermit-
telten §"*Cy.ppa-Werte und 8%Hv.smow-Werte von trans-Anethol aus authentischen
Fenchel- und Anisolen festgelegt wurde. Tendenziell Iasst sich erkennen, dass die
Isotopenverhaltnisse von trans-Anethol in Fencheldlen bei beiden Elementen
negativer liegen als die des trans-Anethols aus Anisdlen. Die synthetischen trans-
Anethol Proben konnen deutlich von den authentischen Proben unterschieden
werden. Probe S1 ist aufgrund ihres §°Hy.smow-Wertes als synthetisch zu beurtei-
len, wahrend der 8"*Cy.pps-Wert von Probe S2 nicht im authentischen Bereich liegt.
In Abb. 33. sind aullerdem beispielhaft die Werte von zwei kommerziellen Fen-
cheldlen aufgetragen. Die Probe FK4 liegt eindeutig im authentischen Bereich, wo-
gegen die Probe FK1 aufgrund ihres §?Hv.smow-Wertes als synthetisch beurteilt
werden muss.
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Die bestimmten "*C/'?C- und 2H/'H-Isotpenverhiltnisse von trans-Anethol zeigen
deutlich die neuen Mdoglichkeiten, die die Multielement-Analyse mittels GC-IRMS in
der Authentizitatsbewertung von Aroma- und Duftstoffen bietet.
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2.4 Authentizitat von Kiimmelolen

2.4.1 Einleitung

Kidmmel (Carum carvi L.) gehort zur Familie der Doldengewachse (Apiaceae) und
ist in Europa, Nordafrika und Nordamerika weit verbreitet. Die Frichte enthalten
zwischen 3 und 7 % éatherisches Ol, das zu circa 95 % aus den Hauptkomponen-
ten Limonen und Carvon besteht. Die wesentliche Geruchskomponente des Kum-
meldles ist das (S)-Carvon. Einsatzgebiete von Kimmeldlen sind Kosmetik, Par-
fumerie (Moos- und Tabaknoten), Pharmazie (Mundpflegemittel, Bader) und die
Lebensmittelindustrie (Likore)*’.

GemalR Europaischem Arzneibuch ist zur Prifung auf Reinheit unter anderem die
enantioselektive Analyse der Hauptkomponenten Limonen und Carvon vorge-
schrieben (vgl. Tab. 24.).

Tab. 24. Prozentgehalte von Limonen und Carvon geméaR Deutschem Arzneibuch (DAB)*

Gehalt
[%o]
(R)-Limonen 35,0-40,0
(S)-Carvon 50,0 - 65,0
(R)-Carvon <1,0

Substanz

Neben der enantioselektiven Analyse der Hauptkomponenten Carvon und Limonen
kann auch die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen dieser Hauptkomponenten
zur Authentizitatsbewertung herangezogen werden. Faulhaber bestimmte die
3¢/12C-Isotopenverhaltnisse von Limonen und Carvon in Kiimmeldlen*®. Die §"*Cy.
pps-Bereiche fur Limonen lagen zwischen -27,6 und -29,2 %. und die fur Carvon
bestimmten Isotopenverhaltnisse lagen im Bereich von -27,4 bis -29,2 %.. Weiter-
hin zeigte sich, dass die Differenzen zwischen dem &"*Cy.pps-Wert von Limonen
und dem von Carvon eines Oles nur sehr gering (< 1 %) waren. Aufgrund der bio-
chemischen Zusammenhange sind nur geringe Unterschiede in den Isotopenver-
haltnissen von Limonen und Carvon zu erwarten. Ausgehend von (+)-Limonen wird
(+)-Carvon (iber die Zwischenstufe (+)-trans-Carveol gebildet™® °".

Durch die Bestimmung der "*C/'2C- und ?H/'H-Isotopenverhaltnisse von Limonen
und Carvon mittels GC-IRMS soll eine Methode zur Authentizitatskontrolle von
Kimmeldlen entwickelt werden, die die enantioselektive Analytik erganzt.

Dazu werden die authentischen Bereiche der 8*Hyv.smow-Werte sowie der §'*Cy.ppg-
Werte von Limonen und Carvon in Kimmeldlen bestimmt. Weiterhin werden kom-
merziell erhaltliche Limonen-Standards sowie kommerziell erhaltliche Kimmeldle
untersucht, um die Moglichkeit zur Authentizitatsbewertung auszuloten. Die Be-
stimmung der Isotopenverhaltnisse von kommerziell erhaltlichen Carvon-Standards
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erscheint nicht sinnvoll, da Chemikalienhersteller/-Vertreiber Carvon nur enantio-
merenrein anbieten. (R)-(-)-Carvon wird entweder aus Spearmintdl isoliert oder
ausgehend von (R)-Limonen hergestellt*®. Da (S)-Carvon aus Kiimmeldlen isoliert
wird, kann eine mdgliche Verfalschung mit kommerziell erhaltlichem (S)-Carvon
aufgrund der gleichen Herkunft nicht nachgewiesen werden. Eine Verfalschung
von Kiimmeldlen mit (R)-Carvon ist aufgrund der verschiedenen Geruchseindriicke
der Enantiomeren nicht zu erwarten.

2.4.2 Quantifizierung der Hauptkomponenten von Kuimmel-
olen

Bei den untersuchten authentischen Proben handelt es sich um &therische Ole, die
aus Kimmelsamen mittels Wasserdampfdestillation gewonnen wurden. Weiterhin
wurden kommerziell erhaltliche Kimmeldle verschiedener Hersteller analysiert.

Die Identifizierung von Limonen und Carvon (vgl. Abb. 34.) in Kimmeldlen erfolgte
mittels GC-MS uber den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit
denen von Standardsubstanzen.

In Tab. 25. sind die prozentualen Gehalte von Limonen und Carvon der untersuch-
ten Kimmeldle zusammengefasst.

Limonen Carvon

Abb. 34. Strukturformeln von Limonen und Carvon

Tab. 25. Gehalte von Limonen und Carvon in Kiimmelble in Flachenprozent [%]

Limonen Carvon
[%] [%]
authentische Kimmeldle 37,5-46,4 53,1-62,3
kommerzielle Kimmeldle 13,0-47,7 51,3-86,5

Der Limonengehalt der authentischen Kimmelodle liegt zwischen 37,5 und 46,4 %,
der Carvongehalt im Bereich von 53,1 und 62,3 %. Die ermittelten Bereiche stim-
men mit den Angaben des Deutschen Arzneibuchs Uberein. Die fur die meisten
kommerziellen Ole ermittelten Gehalte fiir die Hauptkomponenten liegen im selben
Bereich. Nur bei einer kommerziellen Probe liegt der Limonengehalt mit 13,0 %
sehr niedrig und der Carvongehalt mit 86,5 % sehr hoch. Diese Gehalte liegen
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deutlich aul3erhalb der im Deutschen Arzneibuch angegebenen Limonen- und Car-
vongehalte.

Limonen Carvon

e -

I I I I I I I
10 15 20 25 30 35 40
Zeit [min]

Abb. 35. GC-MS-Chromatogramm eines authentischen Kiimmeléls

2.4.3 Enantioselektive Analyse von Limonen und Carvon mit-
tels enantio-MDGC-MS

Da die Hauptkomponenten Limonen und Carvon in Kimmelélen enantiomerenrein
vorkommen [(R)-Limonen und (S)-Carvon], bietet sich die enantioselektive Analyse
dieser Komponenten zur Echtheitsbewertung der atherischen Ole an®* 3.

Die Enantiomerenverhaltnisse von Limonen und Carvon in den untersuchten
Kimmeloélen sind in Tab. 26. zusammengefasst.

Tab. 26. Enantiomerenverhéltnisse [%] der authentischen Kiimmeléle

Limonen Carvon
(S) (R) (S) (R)
[%] [%] [%] [%]

authentische Kiimmelole <1 > 99 > 99 <1
kommerzielle Kimmelole <1 > 99 > 92 <8

In den untersuchten authentischen Kimmeldlen kommt Carvon enantiomerenrein
zugunsten des (S)-Carvon (> 99 %) vor und der (R)-Limonengehalt liegt ebenfalls
uber 99 %. Bei den kommerziellen Kimmeldlen liegt der (R)-Limonengehalt bei
allen Proben Uber 99 %. Bei einem Ol liegt der (R)-Carvongehalt bei 8 %. Dieser
Gehalt entspricht nicht dem naturlich vorkommenden Enantiomerenverhaltnis von
Carvon in Kimmelolen.
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Abb. 36. zeigt die Enantiomerentrennung von Limonen und Carvon eines Kim-
meldls unter Verwendung von Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl)-B-cyclodextrin in SE 52 als stationaren Phase.

(R)-Limonen (S)-Carvon

(S)-Limonen

N L

I I I I I |
50 60 70 80 90 100

Zeit [min]

Abb. 36. Hauptsdulenchromatogramm eines mittels Wasserdampfdestillation gewonnenen
Kimmelbls
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2.4.4 Isotopenmassenspektrometrische Analyse

2.4.41 Bestimmung der *C/'?C-Isotopenverhiltnisse von Limo-
nen und Carvon mittels GC-C-IRMS

In Tab. 27. sind die 813CV_pDB-Bereiche der kommerziell erhaltlichen Limonen-
Standards sowie von Limonen aus den authentischen und kommerziellen Kim-
meldlen aufgeflihrt. Die Einzelwerte aller Proben sind in Abb. 37. dargestellt.

Tab. 27. 5 °Cy.pps-Bereiche [%o] von Limonen

813CV-pDB-Bereiche

Limonen
[%o]
Limonen-Standards -30,8 — -34,2 6
authentische Kimmelole -24.7 — -29,0 5
kommerzielle Kimmelole -26,4 — -28,8 6
-20 -
§ -25 - A
o A
E A &
3 A
a A §
3 .30 -
3 A
‘_(/O A
A
A
'35 Ll T 1
kommerzielle Limonen- authentische kommerzielle
Standards Kimmelole Kimmelole

Abb. 37. § °C\.pps-Werte von Limonen unterschiedlicher Herkunft

Die 8"*Cv.ppe-Werte der Limonen-Standards liegen im Bereich von -30,8 — -34,2 %o
und somit negativer als die Isotopenverhaltnisse von Limonen aus den authenti-
schen Kiimmeldlen (8">Cy.pps-Bereich = -24,7 — -29,0 %o). Die ermittelten §'*Cy.

poe-Werte fir die kommerziellen Ole liegen im gleichen Bereich wie die der authen-
tischen.
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Da die meisten Chemikalienhersteller/-vertreiber Limonen tUberwiegend enantiome-
renrein anbieten, wurden sowohl enantiomerenreine als auch racemische Stan-
dards untersucht. Die "*C/'?C-Isotopenverhiltnisse aller Limonen-Standards lagen
im gleichen Bereich.

Der authentische Bereich der ">C/'2C-Isotopenverhaltnisse von Carvon in Kim-
meldlen liegt zwischen -24,9 — -29,2 %o.. Die fuir Carvon aus kommerziellen Kim-
meldlen ermittelten Isotopenverhaltnisse liegen im gleichen Bereich

Tab. 28. 5 "°C\.pps-Bereiche [%o] von Carvon

513Cy.pps-Bereiche

Carvon
[%o]
authentische Kiimmelole -249 — -292 5
kommerzielle Kimmelole -26,4 — -29,0 6
-22 A
-23
24
£ 25
m
& -26 -
>
O o7
%o}
-28
-29
'30 T T T T 1
KA1 KA2 KA3 KA4 KA5
authentische Kiimmelole
—o— Limonen —a— Carvon

Abb. 38. 3 "°C\.ppg-Werte von Limonen und Carvon aus authentischen Kiimmelélen

In Abb. 38. sind die Isotopenverhaltnisse von Limonen und Carvon der authenti-
schen Kimmeldle aufgetragen. Die Werte der Komponenten weisen nur sehr ge-
ringe Unterschiede auf. Aufgrund der Biosynthesesequenz (Limonen — frans-
Carveol — Carvon) sind diese geringen Abweichungen der Isotopenverhaltnisse zu
erwarten. Die grofdite Abweichung der bestimmten Isotopenverhaltnisse der beiden
Komponenten liegt bei 0,6 %o.
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kommerzielle Kiimmelole

—o— Limonen —a— Carvon

Abb. 39. 5 "*H\.sow-Werte von Limonen und Carvon aus kommerziellen Kiimmelélen

Wie aus Abb. 39. ersichtlich ist, sind die Unterschiede zwischen den Isotopenver-
haltnissen von Limonen und Carvon einiger kommerzieller Kimmeldle mit bis zu
2,7 %o deutlich groRer als bei den authentischen Olen.

2.4.4.2 Bestimmung der H/'H-Isotopenverhiltnisse von Limonen
und Carvon mittels GC-P-IRMS

Ein moglicher Einfluss der Wasserdampfdestillation auf die bestimmten *H/'H-
Isotopenverhaltnisse wurde uberprift, indem ein Limonen und ein Carvon-
Standard unter denselben Bedingungen wie die Kimmelsamen wasserdampf-
destilliert wurde. Die bestimmten Isotopenverhaltnisse stimmen unter Berlcksichti-
gung der Standardabweichung (iberein (Limonen: §?Hy.smow = -232 %o + 2 %o bzw.
82Hv-s|v|ow = -227 %0 + 3 %o, Carvon: 82HV-SMOW = -201 %o *+ 2 %o bzw. 82HV_S|\/|0W =
-202 %0 = 2 %0). Somit kann ein Einfluss der Probenaufarbeitung auf die bestimm-
ten Isotopenverhaltnisse ausgeschlossen werden. Abb. 40. zeigt ein GC-P-IRMS-
Chromatogramm eines Kimmeldls.
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Abb. 40. GC-P-IRMS-Chromtogramm eines Kiimmelbls
In Tab. 29. sind die 82HV_SMOW—Bereiche der Limonen-Standards sowie von Limo-

nen aus authentischen und kommerziellen Kimmeldlen aufgefthrt. Die Einzelwerte
aller Proben sind in Abb. 41. dargestellt.

Tab. 29. 5°H\.syow-Bereiche [%o] von Limonen

82HV_SMOW—Bereiche

Limonen
[%o]
Limonen-Standards -232 — -325 4
authentische Kiimmelole -225 — -239 5

kommerzielle Kimmeldle -201 — -243 6
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Abb. 41. §°H\.syon-Werte von Limonen unterschiedlicher Herkunft

Die 8°Hv.smow-Werte von Limonen der authentischen Kiimmeldle liegen in einem
engen Bereich von -225 bis -239 %.. Dagegen streuen die Isotopenverhaltnisse der
kommerziellen Limonen-Proben Uber einen weiten Bereich (-232 — -325 %0). Die
Isotopenverhaltnisse der untersuchten racemischen Limonen-Standards (Proben-
bezeichnung L5 und L6) liegen mit -285 %o und -288 %0 deutlich aul3erhalb des au-
thentischen Bereichs. Ebenso sind die ermittelten Isotopenverhaltnisse fur die (R)-
Limonen-Standards deutlich negativer als die Werte von Limonen aus den authen-
tischen Kimmeldlen. (R)-Limonen fallt bei der Produktion von Orangensaft in gro-
Ren Mengen als Nebenprodukt an, daher ist davon auszugehen, dass die kom-
merziell erhaltlichen (R)-Limonen-Standards aus dieser Quelle stammen®®. Die
8?Hv.smow-Werte der untersuchten (S)-Limonen-Standards (Probenbezeichnung L1
und L3) liegen mit -232 %o und -252 %o im selben Bereich wie die Isotopenverhalt-
nisse des Limonens aus den authentischen Kimmeldlen. (S)-Limonen wird aus
atherischen Olen, z.B. Minzolen isoliert*®.

Tab. 30. 5°H\.syow-Bereiche [%o] von Carvon

SZHV_SMOW—Bereiche

Carvon
[%o]
authentische Kiimmelodle -221 — -238 5
kommerzielle Kimmeldle -223 — -249 6

Die 2H/'H-Isotopenverhaltnisse von Carvon in den authentischen Kiimmeldlen lie-
gen im Bereich von -221 — -238 %o. Die fur Carvon aus kommerziellen Kimmeldlen
ermittelten Werte liegen im selben Bereich.
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Abb. 42. §°H\.syow-Werte von Limonen und Carvon aus authentischen Kiimmeldlen

In Abb. 42. sind die Isotopenverhaltnisse von Limonen und Carvon der authenti-
schen Kimmelole aufgetragen. Die Werte der Komponenten weisen nur sehr ge-
ringe Unterschiede auf. Aufgrund der Biosynthese (Limonen — trans-Carveol —
Carvon) sind diese geringen Abweichungen der Isotopenverhaltnisse zu erwarten.
Die groRte ermittelte Abweichung der 8*Hyv.smow-Werte der beiden Komponenten
liegt bei 6 %o.

-200
-210 -
-220 -
-230

-240

§"Hv.smow [%o]

-250

-260

-270 T T T T T 1
KK1 KK2 KK3 KK4 KK5 KK6

kommerzielle Kiimmelole
—©— Limonen —&— Carvon

Abb. 43. 3°H\.suon-Werte von Limonen und Carvon aus kommerziellen Kiimmeldlen
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Die ermittelten Isotopenverhaltnisse fur Carvon und Limonen in den kommerziellen
Kimmelélen weichen zum Teil deutlich voneinander ab (vgl. Abb. 43.). GrolRe Ab-
weichungen der Werte (bis zu 37 %) liegen bei den Proben KK2, KK5 und KKG6 vor.

Die Bestimmung der "*C/'?C- und 2H/'H-Isotopenverhaltnisse von Limonen und
Carvon in Kimmeldlen hat gezeigt, dass die Isotopenverhaltnisse beider Kompo-
nenten in den authentischen Olen nur geringe Abweichungen aufweisen. Dagegen
zeigten einige der untersuchten kommerziell erhaltlichen Ole deutlich gréRere Un-
terschiede zwischen den ermittelten Werten der beiden Komponenten. Die §'Cy.
ppe-Werte der kommerziell erhaltlichen Limonen-Standards liegen mit einem Be-
reich von -30,8 bis -34,2 %0 negativer als die Isotopenverhaltnisse von Limonen
aus den authentischen Kiimmeldlen (5'°Cy.pps-Bereich = -24,7 — -29,0 %o). Die
8°Hv.smow-Werte der kommerziell erhaltlichen Limonen-Standards streuen iiber
einen weiten Bereich (-232 — -325 %o.). Die Isotopenverhaltnisse der untersuchten
racemischen Standards sowie der (R)-Limonen-Standards liegen deutlich negativer
als die des Limonen aus den authentischen Kiimmeldlen. Dagegen liegen die §?Hy.
smow-Werte der untersuchten (S)-Limonen-Standards im selben Bereich wie die
des Limonens aus Kimmeldlen. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlielen,
dass eine Verfalschung von Kimmeldlen mit Limonen aufgrund der Bestimmung
der ®C/"C- und 2H/'H-Isotopenverhaltnisse von Limonen mdglich ist. Weiterhin
lassen sich mdglicherweise Uber die Differenz der Isotopenverhaltnisse von Carvon
und Limonen weitere Schllsse hinsichtlich einer Verfalschung mit einer der beiden
Komponenten ziehen.
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3 Zusammenfassung

Als Grundlage firr die Beurteilung der Echtheit &therischer Ole kénnen zwei bio-
chemische Prinzipien — Enantioselektivitat und Isotopendiskriminierung wahrend
der Biosynthese — herangezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die enantioselektive Kapillargaschromatographie
sowie die online-Kopplung der Gaschromatographie mit der Isotopenmas-
senspekirometrie zur Authentizitdtsbewertung verschiedener atherischer Ole ein-
gesetzt.

Die Bestimmung von Enantiomerenverhaltnissen mittels Multidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (MDGC-MS) sowie von '*C/'?C-
Isotopenverhaltnissen mittels GC-C-IRMS (Gaschromatographie-Combustion-
Isotopenmassenspektrometrie) sind etablierte Methoden, die in der Authentizitats-
bewertung von Aroma- und Duftstoffen eingesetzt werden. Dagegen ist die Be-
stimmung von 2H/'H-Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS (Gaschroma-
tographie-Pyrolyse-Isotopenmassenspektrometrie) eine relativ neue Methode.

In der vorliegenden Arbeit wurden Strategien zur Bestimmung von zuverlassigen
H/"H-Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS entwickelt. Die Kalibrierung des
Referenzgases mit Hilfe von internationalen Standards kann nur mittels eines Ele-
mental Analyzers (EA-IRMS) erfolgen, da fur die Gaschromatographie geeignete
Standards nicht zur Verfugung stehen. Daher ist insbesondere der Vergleich von
Isotopenverhaltnissen von Standardsubstanzen, die mittels TC/EA-IRMS und GC-
P-IRMS bestimmt wurden, von Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Konditionierung (Einbringen einer Kohlenstoffschicht) des Pyrolysereaktors im GC-
P-IRMS-System notwendig ist, um fur die untersuchten Aromastoffe mittels GC-P-
IRMS zum Elemental Analyzer vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Von zwei
verschiedenen getesteten Methoden zur Konditionierung des Pyrolysereaktors war
die Konditionierung durch Einleiten von Methan in den Pyrolysereaktor die geeig-
netere und effektivere Methode. Weiterhin wurden der Einfluss des Tragergasflus-
ses des Gaschromatographen auf die bestimmten Isotopenwerte sowie der lineare
Bereich der Methode untersucht. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass die
mittels GC-P-IRMS bestimmten Isotopenverhaltnisse von verschiedenen Parame-
tern abhangig sind. Richtige Ergebnisse zu erzielen setzt folgende Konditionen
voraus: Konditionierung des Pyrolysereaktors, optimaler Tragergasfluss sowie
Mindestmenge des Analyten (> 0,3 ug on column).

Die neuen Mdglichkeiten, die die online-Bestimmung von 2H/'H-Isotopen-
verhaltnissen in der Authentizitatsbewertung von Lavendeldlen, Anis- und Fen-
cheldlen sowie Kummeldlen bietet, wurden erstmalig untersucht. Daruber hinaus
wurden die enantioselektive Kapillargaschromatographie und die Bestimmung von
3C/'?C-Isotopenverhaltnissen mittels GC-C-IRMS eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Bereiche der °Hv.smow-Werte von Lina-
lool und Linalylacetat aus authentischen Lavendeldlen deutlich vom Bereich der
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Isotopenverhaltnisse kommerziell erhaltlicher, synthetischer Analoga unterschei-
den und somit eine Verfalschung von Lavendeldlen mit synthetischem Linalool
und/oder Linalylacetat nachweisbar ist. Mit dieser Methode konnten diverse Han-
delsdle eindeutig als verfalscht beurteilt werden. Uber die Bestimmung der Enanti-
omerenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat dieser Ole konnte die Aussage
bestatigt werden (hohe Reinheit zugunsten des (R)-Enantiomeren in genuinen La-
vendeldlen). Anhand der unterschiedlichen '*C/'>C-Isotopenverhaltnisse ist eine
Unterscheidung zwischen synthetischem und Linalylacetat aus Lavendel mdglich.
Die 8"*Cy.pps-Werte von synthetischem und natiirlichem Linalool aus Lavendelélen
liegen im gleichen Bereich und sind somit zur analytischen Differenzierung natur-
lich/naturidentisch nicht geeignet.

Mittels GC-C(P)-IRMS Analyse von trans-Anethol aus Fenchel- und Anisolen wur-
den die authentischen Bereiche der "*C/"C- und ?H/'H-Isotopenverhaltnisse ermit-
telt. Es konnte gezeigt werden, dass sich einige der synthetischen frans-Anethol-
Muster nur aufgrund eines der beiden bestimmten Isotopenverhaltnisse von dem
authentischen Bereich abgrenzen lassen. Somit konnte gezeigt werden, dass die
integrale Betrachtungsweise der 8"°Cy.pps-Werte und der §°Hy.smow-Werte bioge-
ner Stoffe flr die Authentizitatsbewertung von grof3er Bedeutung ist.

Zur Authentizitatsbewertung von Kiimmeldlen wurden die Enantiomerenverhaltnis-
se, die *C/"?C- und die *H/'H-Isotopenverhaltnisse der Hauptkomponenten Limo-
nen und Carvon bestimmt. Aufgrund der 5?Hy.smow-Werte von Limonen lassen sich
keine Unterscheidungen zwischen kommerziell erhaltlichen Limonen und Limonen
aus Kiimmeldlen treffen. Dagegen kénnen die §'*Cy.ppe-Werte von Limonen zur
Authentizitatsbewertung von Kimmeldlen herangezogen werden.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Bestimmung von ?H/'H-
Isotopenverhaltnissen mittels GC-P-IRMS neue Mdglichkeiten in der Echtheitsbe-
wertung atherischer Ole bietet. Insbesondere die integrale Betrachtung von 8*Hy.
smow- und 8"Cy.ppe-Werten (8°H/8"°C-Korrelation) wird eine Authentizitatsbewer-
tung kinftig noch wesentlich differenzierter moglich machen.

Weitere Perspektiven wird die Bestimmung von '0/"°O-Isotopenverhaltnissen bie-
ten. Die Authentizitdtsbewertung anhand der Multielement-Analyse mittels GC-
IRMS ero6ffnet gerade fur achirale Aromastoffe Perspektiven, stellt aber auch eine
Erganzung zur enantioselektiven Analytik dar.
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4 Summary

Enantioselectivity and isotope discrimination during biosynthesis are phenomena,
which may serve as endogenous parameter in the authenticity control of flavor
compounds.

Enantioselective multidimensional gas chromatography-mass spectrometry (enan-
tio-MDGC-MS) and the online-determination of isotope ratios by means of gas
chromatography-isotope mass spectrometry (GC-IRMS) were utilized for authentic-
ity assessment of various essential oils. Albeit enantio-MDGC-MS and gas chroma-
tography-combustion-isotope mass spectrometry (GC-C-IRMS) are well estab-
lished analytical techniques, gas chromatography-pyrolysis-isotope mass spec-
trometry (GC-P-IRMS) is a comparatively new method for the online-determination
of ?H/'H isotope ratios in the authenticity assessment of flavor compounds.

In this work the determination of 8°Hy.smow values via GC-P-IRMS have been vali-
dated. Due to the lack of suitable international standards for GC-P-IRMS, the
reference gas has to be calibrated via the TC/EA-IRMS (high temperature conver-
sion elemental analyzer-isotope ratio mass spectrometer). Therefore, the compari-
son of isotope values of standard substances determined via TC/EA-IRMS and
GC-P-IRMS is essential for the measurement of accurate isotope values. It could
be shown, that conditioning (carbon layer in the reactor) of the pyrolysis reactor is
required in order to determine isotope values by GC-P-IRMS, that are in good
agreement with those of TC/EA-IRMS. The conditioning of the pyrolysis reactor
using methane turned out to be suitable. Furthermore, the influence of the carrier
gas flow of the gas chromatograph on the 8*Hy.smow values and the linear range of
the method were studied. It could be demonstrated that these conditions are impor-
tant parameters to get reliable §°Hy.smow values by GC-P-IRMS measurements.
The online-determination of 2H/'H isotope ratios via GC-P-IRMS was applied to the
authenticity control of lavender, anise, fennel and caraway oils for the first time.
Furthermore, online-determination of '*C/'?C isotope ratios and enantioselective
capillary gas chromatography was applied.

It could be shown, that samples of natural linalool and linalyl acetate of lavender
oils can be clearly distinguished from those of synthetic origin on the basis of the
8*Hv.smow Vvalues. Thus, a blend of lavender oil with synthetic linalool and/or linalyl
acetate is clearly detectable. Some commercially available lavender oils were
proved to be adulterated by fraudulent addition of synthetic linalool and linalyl ace-
tate. These results are in full accordance with the enantiomeric analysis of linalool
and linalyl acetate, both showing (R)-configuration in genuine lavender oils.
8?Hv.smow and 8"*Cy.ppg values of trans-anethole in fennel and anise oils were in-
vestigated in view of authenticity assessment. It could be shown, that some of the
synthetic frans-anethole samples can only be distinguished from those of natural
origin by means of the combination of the ?H/'H and "*C/"C isotope ratios.
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The determination of the enantiomeric ratios as well as the ?H/'H and "*C/"C iso-
tope ratios of limonene and carvone was applied to the authenticity control of
caraway oils. The §?Hv.smow values of natural and commercially available limonene
are in the same range, but limonene in caraway oil can be distinguished from
limonene of undefined origin due to its 8"*Cy.ppg value difference.

The presented data show, that the determination of ?H/'H isotope ratios by GC-P-
IRMS opens new perspectives in the authenticity assessment of flavor compounds.
Furthermore, the determination of '®0/'®0 isotope ratios may provide further infor-
mation.

Multi-element analysis via GC-IRMS is a sophisticated new method in the authen-
ticity control of flavor compounds, representing an alternative to the enantioselec-
tive analysis. In particular, it can be applied in order to detect the possible adultera-
tion of essential oils with synthetic compounds of high enantiomeric purity and to
detect nonchiral compounds of unnatural origin.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Bestimmung von ?H/'H-Isotopenverhiltnissen mittels
TC/EA- und GC-IRMS

5.1.1 Materialien

Fir die Herstellung von Referenzmaterialien zur Uberprifung der Wasserstoffisoto-
penbestimmung mittels GC-IRMS wurden kommerziell erhaltliche Substanzen hoher
Reinheit verwendet (Tab. 31.). Die Reinheit der verwendeten Standardsubstanzen
wurde mittels GC-MS und dinnschichtchromatographisch Uberpruft.

Tab. 31. Standardsubstanzen zur Uberpriifung des GC-IRMS-Systems

Substanz Lieferant Reinheit
5-Nonanon Fluka, Buchs >97 %
Menthol EGA-Chemie, Steinheim  >99 %
Linalool Fluka, Buchs >97 %
Linalylacetat Aldrich, Seelze >97 %

trans-Anethol Fluka, Buchs >99,5%
y-Octalacton Aldrich, Seelze >97 %
y-Decalacton Aldrich, Seelze > 98 %

Die in Tab. 31. aufgefuhrten Substanzen wurden unter den angegebenen Bedin-
gungen auf Reinheit Gberpruft.

GC-MS-Analyse

Gaschromatograph: Fisons Instruments GC 8000

Injektor: Split/Splitless, 230°C

Split: 20 mL/min

Tragergas: Helium, Fluss 1 mL/min

Trennsaule: SE 52,30 m x 0,25 mm i.d., d; = 0,25 ym

Temperaturprogramm: 40°C /5 min// 2,5°C/min // 250°C / 10 min

Massenspektrometer: Fisons Instruments MD 800 Quadrupol

Interface-Temperatur: 250°C
lonenquellen-Temperatur: 220°C
lonisationsenergie: 70 eV
Datenaufnahme

und Auswertung: MassLab, Version 1.3
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DC

Stationare Phase: Kieselgel 60 Fertigplatten F2s4 (Merck, Darmstadt), 20 x
20 cm, 2 mm Schichtdicke

FlieBmittel: Pentan/Diethylether (95:5 v/v)

Detektion: 1. UV bei A =254 nm

2. Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz®
5.1.2 TC/EA-IRMS Analyse

Kalibrierung des Referenzgases:

Als Referenzmaterialien fur die Kalibrierung des Referenzgases kommen kommer-
ziell erhaltliche Referenzsubstanzen der IAEA zum Einsatz. Es handelt sich dabei
um eine Polyethylenfolie (IAEA-CH 7) und um ein OI (NBS 22). Der 8*Hy.smow Wert
des Referenzgases ergibt sich aus dem Mittelwert der Messungen der Referenzma-
terialien (Tab. 32.).

Tab. 32. Ermittlung des 8 2Hy.smow-Wertes [%o] des Referenzgases liber die IAEA-
Referenzmaterialien IAEA-CH 7 und NBS 22

IAEA-Referenzmaterialien  Referenzgas

8 Hy.svow 8 Hy.svow n

[%] [%]
IAEA-CH 7 -100,3+2,0 -216,5+24 60
NBS 22 -118,56+2,8 -2185+25 80

Um die Stabilitat des Systems wahrend der Messungen der Standardsubstanzen zu
uberprufen, werden die Referenzsubstanzen der IAEA in regelmafligen Abstanden
gemessen.

Probenvorbereitung:

Die zu untersuchenden Substanzen werden in 3,3 x 5 mm Silber- bzw. Zinnkapseln
(IVA Analysentechnik, Meerbusch) gegeben und verschlossen. Bei festen Proben
werden circa 400 pg eingewogen und bei flissigen Proben werden zwischen 0,1
und 0,5 pL pipettiert. Die Silber- bzw. Zinnkapseln gelangen aus dem Probenkarus-
sell des Autosamplers in die Kammer einer Schleuse, die standig mit einem Helium-
strom gespult wird. Durch Drehung der Schleusenkammer gelangt die Probe direkt
in die heille Zone des Reaktors. Um Verdunstungen und dadurch mdoglicherweise
bedingte Verfalschungen der Analysenergebnisse bei flissigen Proben auszu-
schliellen, wurden diese erst direkt vor der Messung pipettiert und direkt in die heli-
umgespulte Schleusenkammer gegeben.

Elemental Analyzer: High Temperature Conversion Elemental Analyzer
(TC/EA), ThermoFinnigan MAT, Bremen
Autosampler: AS 128 (CE Instruments, Italien)
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Reaktor:
Reaktortemperatur:
GC-Saule:

GC-Temperatur:
Tragergas:

siche Abb. 44.

1450 °C

Edelstahlsaule, 2 ft x 74, i.d.: 4 mm, gepackt mit
Molekularsieb 5 A, 80 — 100 mesh (Chrompack,
fFi&xikfurt)

Helium, Fluss 110 mL/min (1,0 bar)

Keramikrohr

. Graphit
Glassy Carbon-Rohr
Graphit-Tiegel

Glassy Carbon

e | Quarzwolle

|

Silberwolle

Abb. 44. Schematischer Aufbau des Reaktors (TC/EA)

Interface:
Referenzgas:
Helium:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

Messdaten

ConFlo Il Interface (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
Wasserstoff (Messer-Griesheim, Frankfurt),1,0 bar
0,9 bar

Delta”"XL (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4

Die Ergebnisse der Bestimmung der Isotopenverhaltnisse mittels TC/EA-IRMS sind

in Tab. 33. aufgefluhrt.
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Tab. 33. 5°H\.syow-Werte [%o] der Standardsubstanzen ermittelt liber TC/EA-IRMS

Substanz 8°Hu.smow n
[%o]
5-Nonanon -89+3 16
Menthol -242+3 10
Linalool -190+ 4 10
Linalylacetat -181+4 12
trans-Anethol -34+3 15
v-Octalacton -711+3 25
y-Decalacton  -191+3 27

5.1.3 GC-P-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Interface:

Referenzgas:

Helium:
Pyrolysereaktor:
Temperatur

des Pyrolysereaktors:
Wasserseparator:

Isotopen-

massenspektrometer:

lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme
und Auswertung:

HP 6890

A200S (CTC Analytics, Schweiz)
Split/Splitless, 240°C, Splitless
Helium, Fluss variiert von 0,8 mL/min — 3,0 mL/min

VB 5,30 m x 0,25 mm i.d., di = 0,5 ym (ValcoBond, Gig

Harbor, USA)

40°C / 30 min // 2°C/min // 120°C / 0 min // 5°C/min //

240°C

GC-Combustion-Interface Ill (ThermoFinnigan MAT,

Bremen)

Wasserstoff (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,0 bar

0,8 bar

Keramikrohr (Al,O3), 320 mm x 0,5 mm i.d.

1440°C

NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta®“*XL (ThermoFinnigan MAT, Bremen)

beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4
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Tab. 34. Retentionszeiten [min] der Standardsubstanzen

Substanz Retenti.onszeit
[min]
5-Nonanon 59,0
Linalool 61,5
Menthol 67,5
Linalylacetat 73,3
y-Decalacton 81,8

Bedingungen der Messungen mittels GC-P-IRMS

Die Kalibrierung des Referenzgases erfolgte wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben.

Jede Substanz bzw. Mischung wurde mittels GC-P-IRMS mindestens fluinfmal ver-
messen, wobei die Standardabweichung der Messungen zwischen 1-3 %o liegt.

Konditionierung des Pyrolysereaktors

Konditionierung mit Hexan

Zur Konditionierung mit Hexan wird 1 yL Hexan in den GC injiziert, dabei befindet
sich das System im Straight-Mode, d. h. das GC-Eluat gelangt tGber den Pyrolysere-
aktor und den Open-split in das MS. Sobald ein Signal registriert wird (m/z 2 und 3),
wird in den Backflush-Mode geschaltet und der Open-split wird ebenfalls geschaltet.
Dieser Vorgang wird dreimal wiederholt.

Konditionierung mit Methan

Zur Konditionierung des Pyrolysereaktors wird Methan (Fluss 1 mL/min) in Gegen-
richtung durch den Reaktor geleitet (5 min bei 1440°C), das System befindet sich im
Backflush-Mode.

Messdaten
Die Ergebnisse der Messungen der Tertiarstandards mittels GC-P-IRMS sind in
Tab. 35. bis Tab. 40. aufgefuhrt.

Tab. 35. 52H,.syow-Werte [%o] der Tertidrstandards mittels GC-P-IRMS ohne und mit Kondi-
tionierung des Pyrolysereaktors, n = 10

GC-P-IRMS GC-P-IRMS
ohne Konditionierung mit Konditionierung
Substanz 2 2
&"Hv_smow &"Hv_smow
[%o] [%o]
5-Nonanon -247 -95
Menthol -260 -239
Linalool -242 -197
Linalylacetat -228 -181

y-Decalacton -210 -187
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Tab. 36. 8°H\.syow-Werte [%o] der Tertidrstandards in Abhéngigkeit des Tragergasflusses
des Gaschromatographen, n = 10

. 5-Nonanon Linalool Menthol Linalylacetat y-Decalacton
Tragergasfluss 2 2 2 2 2
[mL/min] 8" Hv.smow  8°Hv.smow O"Hv.smow  8"Hv.smow & Hv.smow
[%o] [%o] [%o] [%o] [%o]
0,8 -95 -197 -239 -181 -187
1,2 -114 -210 -251 -202 -203
1,8 -119 -213 -254 -206 -205
3,0 -118 -211 -258 -212 -208

Tab. 37. 5°H\.syow-Werte [%o] von 5-Nonanon in Abhédngigkeit der Peakintensitét

Amplitide  ~ponanen

V] 8“Hv.smow
[%o]
0,9 -66
2,3 -82
2,8 -86
3,8 -90
4.8 -93
5,7 -95
6,5 -99

Tab. 38. 5°H\.syow-Werte [%o] von Linalool in Abhdngigkeit der Peakintensitét

Amplitude 5 naio°!
[V] 6 HV-SMOW
[%o]
10 187
2.3 194
2.8 197
3.7 196
46 196
5.4 197
6.5 196

Tab. 39. 52H\.suow-Werte [%o] von Menthol in Abhéngigkeit der Peakintensitat

Amplitude _enthol
[V] 6 HV-SMOW
[%o]
T 226
2.6 2238
3,2 238
4,1 2240
5,0 243
6.0 243

6,8 -243




5  Experimenteller Teil

Tab. 40. 5°H\.syow-Werte [%o] von y-Decalacton in Abhéngigkeit der Peakintensitat

“Decalact
Amplitude | o ooon

V] 5 H\;—SMOW
[%o]
1,2 -169
2,6 -182
3.1 -186
3,8 -190
4.6 -190
5,3 -193

5,9 -193
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5.2 Authentizitat von Lavendel-, Lavandin- und Spikolen

5.2.1 Materialien

Bei den Probenmaterialien handelt es sich einerseits um aus intaktem, frischem
Pflanzenmaterial isolierte atherische Ole und andererseits um kommerziell erhalt-
liche Ole.

Intaktes Pflanzenmaterial definierter botanischer Herkunft (Lavandula angustifolia
MILLER und Lavandula latifolia) wurde aus verschiedenen Botanischen Garten be-
zogen (Probenbezeichnungen LA1-11 und Spik A1-2).

Die kommerziell erhéltlichen Ole wurden aus dem Handel erworben oder direkt von
den Herstellern zur Verfigung gestellt (vgl. Tab. 41. bis Tab. 43.). Bei allen unter-
suchten kommerziellen Olen handelte es sich laut Deklaration um naturliche Laven-
del-, Lavandin- und Spikéle.

Tab. 41. Kommerziell erhéltliche Lavendelble

Probe Bezeichnung Hersteller/Vertreiber

LK1 Lavendeldl ,Mont Blanc* Caesar & Loretz GmbH, Hilden
LK2 Lavendeldl Allos Walter Lang, Mariendrebber
LK3 Lavendeldl Apotheke am Rathaus, Dettelbach
LK4 Lavendeldl Spinnrad GmbH, Gelsenkirchen
LK5 Lavendeldl unbekannt

LK6 Lavendeldl unbekannt

LK7 Lavendeldl DAB 9 Mainland, Frankfurt

LK8 Lavendeldl ,Baréme extra“ Rose Eggert, Sachsenheim
LK9 Lavendeldl ,Mont Blanc® Caesar & Loretz GmbH, Hilden
LK10 Lavendeldl Bergland Pharma, Heimertingen
LK11 Lavendeldl ,Mont Blanc” Rose Eggert, Sachsenheim
LK12 Lavendeldl, fein extra Rose Eggert, Sachsenheim
LK13 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK14 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK15 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK16 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK17 Lavendelol Joh. Végele KG, Lauffen
LK18 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK19 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK20 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
LK21 Lavendeldl unbekannt

LK22 Lavendeldl ,Matherone*® Kaders GmbH, Hamburg
LK23 Lavendeldl traditionell Kaders GmbH, Hamburg
LK24 Lavendeldl ,Maillette” Kaders GmbH, Hamburg
LK25 Lavendelol Joh. Végele KG, Lauffen

LK26 Lavendeldl Joh. Végele KG, Lauffen
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Tab. 42. Kommerziell erhéltliche Lavandinble

Probe Bezeichnung Hersteller/Vertreiber
Lavandin 1 Lavandindl Joh. Végele KG, Lauffen
Lavandin 2 Lavandindl Joh. Végele KG, Lauffen
Lavandin 3 Lavandindl Joh. Végele KG, Lauffen
Lavandin 4 Lavandindl Roth, Karlsruhe
Lavandin 5 Lavandindl “Abralis” Kaders GmbH, Hamburg
Lavandin 6 Lavandindl “Super” Kaders GmbH, Hamburg
Lavandin 7  Lavandindl ,Grosso traditionell* Kaders GmbH, Hamburg
Lavandin 8 Lavandindl “Sumian” Kaders GmbH, Hamburg
Lavandin 9 Lavandindl “Grosso” Kaders GmbH, Hamburg
Lavandin 10 Lavandindl Joh. Végele KG, Lauffen

Tab. 43. Kommerziell erhéltliche Spikéle

Probe  Bezeichnung Hersteller/Vertreiber

Spik 1 Spikol Joh. Végele KG, Lauffen
Spik 2 Spikol Joh. Vogele KG, Lauffen
Spik 3 Spikdl Caesar & Loretz GmbH, Hilden
Spik 4 Spikol Aldrich, Seelze

Spik 5 Spikol Kaders GmbH, Hamburg

Weiterhin wurden kommerziell erhaltliche Standards der Substanzen Linalool und
Linalylacetat untersucht (vgl. Tab. 44. und Tab. 45.).

Tab. 44. Kommerziell erhéltliche Linalool-Standards, von den Herstellern als synthetisch (S)
bzw. nattirlich (N) deklariert

Probe Hersteller/Vertreiber
Linalool S1 Roth, Karlsruhe
Linalool S2 Merck, Darmstadt
Linalool S3 Dohler, Darmstadt
Linalool S4 Fluka, Buchs
Linalool S5 Lancaster, Frankfurt
Linalool S6 Acros Organics, Geel
Linalool S7 Aldrich, Seelze
Linalool N1 Aldrich, Seelze

Linalool N2 Kaders GmbH, Hamburg
Linalool N3 Dohler, Darmstadt
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Tab. 45. Kommerziell erhéltliche Linalylacetat-Standards, von den Herstellern als synthe-
tisch (S) bzw. natiirlich (N) deklariert

Probe Hersteller/Vertreiber
Linalylacetat S1  Acros Organics, Geel
Linalylacetat S2 Aldrich, Seelze
Linalylacetat S3 Aldrich, Seelze
Linalylacetat S4 Roth, Karlsruhe
Linalylacetat S5 Aldrich, Seelze
Linalylacetat N1 Aldrich, Seelze

Linalylacetat N2 Dohler, Darmstadt

5.2.2 Probenaufarbeitung

Die Gewinnung des &atherischen Ols aus dem authentischen Pflanzenmaterialien
erfolgte einerseits mittels Dampfdestillation und andererseits mittels Diethylether-
extraktion.

Dampfdestillation

Fur die Dampfdestillation wurden jeweils ca. 20 g der Blutenstande des Lavendels
eingesetzt. Als Apparatur wurde ein Dampfdestillationsaufsatz mit einer dampfbe-
heizten Ummantelung verwendet. Die Destillationsdauer betrug 30 min.

Diethyletherextraktion

Ca. 10 g der Lavendel-Blutenstande wurden unter Rihren 2 h mit Diethylether ex-
traktiert. Nach Filtration wurden die gewonnen Extrakte Uber Natriumsulfat getrock-
net. Das Losemittel wurde im Stickstoffstrom bei Raumtemperatur entfernt.

Die gewonnen &therischen Ole wurden in entsprechenden Verdinnungen fir die
jeweiligen Analysen eingesetzt. Um Isotopendiskriminierungen durch Austauschre-
aktionen — insbesondere in Bezug auf Deuterium — wahrend der Aufarbeitung aus-
zuschlieBen, wurden fiir die Bestimmung der ?H/'H-Isotopenverhaltnisse die durch
Dampfdestillation und durch Diethyletherextraktion gewonnenen Ole vermessen.
Fir die Bestimmung der quantitativen Zusammensetzung, der Enantiomeren-
verhaltnisse und der '>C/"2C-Isotopenverhaltnisse wurden die durch Dampfdestilla-
tion gewonnenen Ole verwendet. Die kommerziell erhaltlichen &therischen Ole und
die Standardsubstanzen wurden direkt nach dem Verdunnen eingesetzt.

5.2.3 GC-MS Analyse

Die Identifizierung der einzelnen Inhaltsstoffe von Lavendel-, Lavandin- und Spik-
Olen erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten und der Massenspektren mit
denen von Standardsubstanzen.
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Gaschromatograph: Fisons Instruments GC 8000

Injektor: Split/Splitless, 230°C

Split: 20 mL/min

Tragergas: Helium, Fluss 1 mL/min

Trennsaule: SE 52,30 m x 0,25 mm i.d., d; = 0,25 um

Temperaturprogramm: 40°C /5 min /[ 2,5°C/min // 250°C / 10 min

Massenspektrometer: Fisons Instruments MD 800 Quadrupol
Interface-Temperatur: 250°C
lonenquellen-Temperatur: 220°C

lonisationsenergie: 70 eV
Datenaufnahme
und Auswertung: MassLab, Version 1.3

Tab. 46. Retentionszeiten [min] der identifizierten Komponenten

Substanz Retenti.onszeit
[min]
Octan-3-ol 16,4
Oct-1-en-3-0l 17,4
Limonen 19,1
1,8-Cineol 19,2
Linalool 23,9
Campher 26,2
Borneol 27,8
Lavandulol 28,0
a-Terpineol 28,4
Terpinen-4-ol 28,5

Linalylacetat 33,2
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Messdaten

Die nachfolgende Tabellen (Tab. 47. bis Tab. 51.) zeigen die Ergebnisse der Quan-
tifizierung. Die Quantifizierung wurde Uber die Berechnung der relativen Flachen-
prozente vorgenommen.

Tab. 47. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der authentischen Lavendeldle

Octan-3-ol Oct-1- Limonen 1,8-Cineol Linalool Borneol Lavan- Terpinen  Linalyl-

Probe (%] en-3-ol (%] (%] (%] (%] dulol -4-ol acetat
[70] [%] [%] [%]
LA1 n.n. n.n. 1,9 0,5 13,8 0,8 0,1 0,7 701
LA2 n.n. 0,1 0,3 2,2 14,2 0,1 0,1 0,6 72,9
LA3 n.n. 0,1 0,2 0,2 7,6 0,1 0,1 04 80,9
LA4 n.n. 1,2 n.n. 0,9 61,4 n.n. 1,8 0,1 241
LAS 0,2 n.n. 0,2 0,1 55,1 0,1 0,9 4,0 32,4
LA6 0,2 0,1 0,1 0,1 27,6 0,2 0,3 0,3 63,0
LA7 0,9 0,1 0,1 0,1 18,1 0,2 0,1 2,2 71,3
LA8 0,3 0,1 0,3 0,6 28,7 0,2 0,3 15,1 37,8
LA9 n.n. n.n. n.n. 0,1 9,1 0,2 0,1 0,3 81,4
LA10 n.n. n.n. 0,8 2,3 29,8 n.n. 0,4 10,3 29,3
LA11 0,2 0,1 0,3 0,2 32,0 n.n. 0,5 10,3 40,4

Tab. 48. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der authentischen Spikéle

Octan- Limonen 1,8-Cineol Linalool Cam- Borneol Lavan-  Terpinen-  Linalyl-

Probe 3-ol %] (%] (%] pher (%] dulol 4-ol acetat
[%] ° ° ° [%] ° [%] [%] [%]
Spik A1 n.n. 3,8 48,0 25,2 9,3 1,0 0,1 0,1 0,1

Spik A2 0,1 2,2 41,7 36,7 8,7 0,4 0,1 0,3 1,9
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Tab. 49. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der kommerziellen Lavendelble

Probe Limonen 1,8-Cineol Linalool Campher Borneol dulol Terpinen-4-ol I;z:glt_
[%] [%] SON O N (0 [%] %]
LK1 4.5 2,2 48,6 n.n. 0,6 n.n. n.n. 41,0
LK2 0,6 1,9 42,7 2,8 1,1 n.n. 0,3 45,5
LK3 3,3 1,7 48,3 0,1 0,6 n.n. n.n. 43,9
LK4 4,0 2,4 42,0 n.n. 0,4 n.n. n.n. 45,8
LK5 0,2 0,2 39,0 n.n. 0,4 n.n. 0,6 53,2
LK6 0,3 4,3 56,2 5,3 1,0 0,2 0,3 28,0
LK7 1,9 1,4 43,8 n.n. 0,3 n.n. n.n. 49,5
LK8 0,7 3,6 37,6 1,5 0,4 n.n. 0,6 50,5
LK9 3,7 2,0 447 n.n. 0,8 n.n. n.n. 46,6
LK10 0,2 0,3 33,9 n.n. 0,4 n.n. 0,9 60,4
LK11 n.n. n.n. 442 0,3 0,3 n.n. 0,5 50,4
LK12 n.n. n.n. 41,2 n.n. n.n. 0,2 3,5 47,6
LK13 n.n. n.n. 25,7 n.n. 1,2 n.n. 0,8 69,8
LK14 n.n. n.n. 18,2 0,4 1,3 n.n. 0,7 77,4
LK15 n.n. 0,5 25,8 0,9 1,0 n.n. 0,7 68.6
LK16 n.n. n.n. 30,4 n.n. 1,7 0,5 1,2 63,1
LK17 n.n. n.n. 47,3 0,3 0,4 n.n. n.n. 50,7
LK18 n.n. 0,8 43,4 1,0 0,8 n.n. 1,0 49,9
LK19 n.n. 1,1 43,7 1,6 1,0 n.n. 0,5 48,4
LK20 n.n. n.n. 33,1 0,3 1,0 n.n. 0,7 62,3
LK21 0,5 2,9 48,2 2,8 1,6 n.n. 0,4 41,1
LK22 0,4 1,2 15,3 0,2 0,3 0,6 2,4 49,1
LK23 1,0 n.n. 36,3 n.n. n.n. n.n. 6,3 40,7
LK24 n.n. n.n. 38,9 0,7 0,9 n.n. n.n. 53,7
LK25 0,6 1,2 42,4 0,6 1,0 n.n. n.n. 44,2
LK26 n.n. 0,9 33,5 0,5 0,7 n.n. 0,8 41,4

Tab. 50. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der kommerziellen Lavandinéle

Octan- Limonen 1,8-Cineol Linalool Cam- Borneol Lavan-  Terpinen - Linalyl-

Probe 3-ol (%] (%] (%] pher (%] dulol -4-ol acetat
[7] [%] [%] [70] [%]
Lavandin 1 n.n. 0,6 2,3 40,8 2,8 1,1 0,1 n.n. 48,0
Lavandin 2 0,3 1,2 12,0 43,0 71 1,4 0,2 0,5 26,3
Lavandin 3 n.n. 3,2 14,2 36,5 2,9 0,8 n.n. 0,2 36,2
Lavandin 4 n.n. 0,4 1,9 39,8 2,9 1,0 n.n. 0,1 51,2
Lavandin 5 0,2 0,7 8,0 341 9,6 2,5 0,3 0,9 31,2
Lavandin 6 n.n. 0,9 2,8 36,6 4,8 2,3 0,3 0,1 42,8
Lavandin 7 n.n. 0,7 4,9 35,8 7,3 2,4 0,3 3,8 371
Lavandin 8 n.n. 1,3 6,6 45,7 6,5 4.4 n.n. 1,0 27,7
Lavandin 9 n.n. 0,6 5,8 34,3 7,8 1,8 0,2 2,8 37,6

Lavandin10 n.n. n.n. 11,5 47,5 8,5 1,0 n.n. n.n. 27,8
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Tab. 51. Flachenprozent der identifizierten Komponenten der kommerziellen Spikéle

Probe

Limonen 1,8-Cineol Linalool Campher Borneol Terpinen-4-ol Linalylacetat

[7] [7] [%] [%] [%] [7] [%]
Spik 1 n.n. 28,4 49,0 15,3 0,3 0,4 0,2
Spik 2 3,6 27,3 53,7 8,3 0,1 0,1 0,1
Spik 3 n.n. 46,3 33,4 6,7 1,1 n.n. 0,6
Spik 4 n.n. 31,8 49,6 11,0 1,6 0,1 n.n.
Spik 5 n.n. 30,2 39,0 20,7 1,2 0,3 0,2

5.2.4 enantio-MDGC-MS Analyse

Die Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse von Linalool und Linalylacetat er-
folgte  mittels  enantioselektiver  multidimensionaler =~ Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (enantio-MDGC-MS).

Gaschromatograph:

Injektor:
Split:

Vorsaule:
Tragergas:

Temperaturprogramm:

Detektor:

Hauptsaule:

Tragergas:

Temperaturprogramm:

Massenspektrometer:

Interface-Temperatur:

lonenquellen-Temperatur:

lonisationsenergie:
Datenaufnahme
und Auswertung:

Siemens SiChromat 2-0 Doppelofengaschromatograph,
ausgestattet mit einem ,Live T*“-Saulenschaltungssystem
Split/Splitless, 240°C

30 mL/min

SE 52,30 m x 0,25 mm i.d., df = 0,25 uym
Wasserstoff 2,4 bar

50°C /20 min // 2°C/min // 200°C / 20 min
FID, 250°C

Heptakis(2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-3-
cyclodextrin in BGB 1701, 30 m x 0,25 mm i.d.,

df = 0,25 um (BGB-Analytik, Schlossbockelheim)
Wasserstoff 1,5 bar

50°C /20 min // 0,5°C/min // 75°C / 10 min // 0,5°C/min //
200°C

Finnigan MAT ITD 800
250°C
220°C
70 eV

ITD Software, Version 4.10
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Tab. 52. Retentions- und Cut-Zeiten [min] (Vorséule)

Cut-Zeit
[min]
Linalool 28,6 —29,0
Linalylacetat 43,3 —43,4

Substanz

Tab. 53. Retentionszeiten [min] und Elutionsreihenfolge (Hauptséule)

Retentionszeit  Elutionsreihenfolge

Substanz .
[min]
Linalylacetat 76,5/77,1 (R) vor (S)
Linalool 78,8/82,3 (R) vor (S)

Messdaten
Die Ergebnisse der enantioselektiven Analyse sind in Tab. 54. bis Tab. 58. aufge-
fuhrt.

Tab. 54. Enantiomerenverhéltnisse [%] der authentischen Lavendeldle

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)
[%] [%] [%] [%]

LA1 > 99 <1 > 99 <1
LA2 > 99 <1 98,2 1,8
LA3 > 99 <1 > 99 <1
LA4 > 99 <1 >99 <1
LA5 > 99 <1 > 99 <1
LAG > 99 <1 > 99 <1
LA7 > 99 <1 > 99 <1
LAS8 > 99 <1 > 99 <1
LA9 > 99 <1 > 99 <1
LA10 >99 <1 > 99 <1
LA11 > 99 <1 > 99 <1

Tab. 55. Enantiomerenverhéltnisse [%] der authentischen Spikéle

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)
[%] [%] [%] [%]

Spik A1 > 99 <1 > 99 <1
Spik A2 > 99 <1 > 99 <1
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Tab. 56. Enantiomerenverhéltnisse [%] der kommerziell erhéltlichen Lavendelble

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)
[%] [%] [%] [%]

LK1 52,9 471 70,7 29,3
LK2 > 99 <1 98,0 2,0
LK3 55,7 44,3 55,5 44,5
LK4 51,8 48,2 62,0 38,0
LK5 98,3 1,7 97,1 29
LK6 >99 <1 98,2 1,8
LK7 52,0 48,0 69,7 30,3
LK8 80,7 19,3 > 99 <1
LK9 53,3 46,7 60,8 39,2
LK10 914 8,6 87,5 12,5
LK11 86,9 13,1 91,4 8,6
LK12  >99 <1 > 99 <1
LK13  >99 <1 97,9 2,1
LK14  >99 <1 98,2 1,8
LK15 >99 <1 > 99 <1
LK16  >99 <1 > 99 <1
LK17  >99 <1 97,7 2,3
LK18  >99 <1 97,5 2,5
LK19  >99 <1 98,3 1,7
LK20 >99 <1 97,6 2,4
LK21 > 99 <1 98,6 1,4
LK22 >99 <1 >99 <1
LK23 >99 <1 > 99 <1
LK24  >99 <1 94,8 5,2
LK25 >99 <1 93,5 6,5
LK26  >99 <1 97,5 2,5

Tab. 57. Enantiomerenverhéltnisse [%] der kommerziell erhéltlichen Lavandinéle

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)
[%] [%] [%] [%]

Lavandin 1 >99 <1 96,8 3,2
Lavandin 2 >99 <1 98,9 1,1
Lavandin 3 > 99 <1 97,6 2,4
Lavandin 4 >99 <1 98,9 1,1
Lavandin 5 >99 <1 > 99 <1
Lavandin 6 >99 <1 93,3 6,7
Lavandin 7 >99 <1 97,2 2,8
Lavandin 8 >99 <1 >99 <1
Lavandin 9 > 99 <1 95,8 4,2
Lavandin 10 >99 <1 97,1 1,9
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Tab. 58. Enantiomerenverhéltnisse [%] der kommerziell erhéltlichen Spikdle

Linalylacetat Linalool
Probe (R) (S) (R) (S)

[70] [%] [%] [%]
Spik 1 >99 <1 > 99 <1
Spik 2 >99 <1 >99 <1
Spik 3 >99 <1 > 99 <1
Spik 4 n.b. n.b. > 99 <1
Spik 5 > 99 <1 > 99 <1

5.2.5 GC-C-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Split:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:
Interface:
Referenzgas:

Helium:

Sauerstoff
Oxidationsreaktor:

Temperatur
des Oxidationsreaktors:
Reduktionsreaktor:

Temperatur

des Reduktionsreaktors:

Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

Siemens SiChromat 2-8 Doppelofengaschromatograph
A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C

20 mL/min

Helium, Fluss 1,8 mL/min bei 100°C

Rtx 5,60 m x 0.25 mm i.d., d= 0.5 ym, (Restek, Bad
Homburg)

60°C /5 min // 3°C/min // 240°C / 10 min

GC-Combustion-Interface Il (ThermoFinnigan MAT, Bre-
men)

CO; (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,8 bar

1,2 bar

1,6 bar

Keramikrohr (Al,03), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei
Drahte (Kupfer, Nickel, Platin) mit einer Lange von 240
mm

960°C
Keramikrohr (Al,03), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei
Kupferdrahte mit einer Lange von 240 mm

600°C
NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta S (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4
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Kalibrierung des Referenzgases:
Zur Kalibrierung des Referenzgases wurden Standardsubstanzen herangezogen,
deren 8"°Cy.ppg Werte mittels eines Elemental Analyzers bestimmt wurden. Die

Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Gehre (Umweltforschungszent-
rum, Leipzig-Halle) durchgefuhrt.

Tab. 59. Standardsubstanzen zur Kalibrierung des GC-IRMS-Systems

Substanz Lieferant Reinheit  §"Cy.pps Werte
5-Nonanon Fluka, Buchs >97 % -26,11
Menthol EGA-Chemie >99 % -26,14
Linalool Fluka, Buchs >97 % -26,39
Linalylacetat Aldrich, Seelze > 97 % -36,01
y-Decalacton  Aldrich, Seelze  >98 % -28,54

Der §"Cy.pps-Wert des Referenzgases ergibt sich als Mittelwert der iber die oben
genannten Standardsubstanzen ermittelten Werte. Dazu wurde eine Mischung der
Standardsubstanzen in unterschiedlichen Konzentrationen jeweils zehnmal analy-
siert. Zur Uberpriifung wird die Mischung der Standardsubstanzen zwischen den
Messungen der einzelnen Proben wiederholt. Jede Probe wurde mindestens flnf-
mal analysiert. Die Standardabweichungen liegen bei allen Messungen im Bereich
der verfahrensbedingten Messungenauigkeit (Standardabweichung s < 0,3 %eo).

Tab. 60. Retentionszeiten [min] von Linalool und Linalylacetat

Substanz Retent'_onszelt
[min]
Linalool 219

Linalylacetat 27,2
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Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der §'°Cy.pps Werte sind in Tab. 61. bis Tab. 67.

aufgefuhrt.

Tab. 61. 8 "°Cy.pps-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Linalool-Standards, synthetisch

(S) und nattirlich (N)

Probe 8"Cu-poe

[%o]
Linalool S1 -24,9
Linalool S2 -28,9
Linalool S3 -28,2
Linalool S4 -26,4
Linalool S5 -27.,4
Linalool S6 -28,2
Linalool S7 -27,8
Linalool N1 -28,5
Linalool N2 -26,7
Linalool N3 -25,5

Tab. 62. 5 "°Cy.pps-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Linalylacetat-Standards, synthe-

tisch (S) und natiirlich (N)

Probe 8"*Cv.eos

[%o]
Linalylacetat S1 -37,0
Linalylacetat S2 -36,0
Linalylacetat S3 -35,8
Linalylacetat S4 -36,7
Linalylacetat S5 -36,9
Linalylacetat N1 -30,2
Linalylacetat N2 -28,3
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Tab. 63. 5 °C\.pps-Werte [%o] der authentischen Lavendeléle

Linalool Linalylacetat
Probe 81SCV-pDB 813CV.pDB
[%o] [%o]
LA1 -29,6 -31,2
LA2 -28,0 -29,9
LA3 -28,4 -29,4
LA4 -30,3 -28,9
LAS -28,6 -28,7
LAG -29,1 -29,2
LA7 -29,2 -29,2
LA8 -27,8 -27,3
LA9 -25,2 -27,1
LA10 -27,2 -27,2
LA11 -29,3 -27,4

Tab. 64. 5°C\.pps-Werte [%o] der authentischen Spikéle

Linalool Linalylacetat
Probe 813CV.pDB 613CV-PDB
[%o] [%o]
Spik A1 -25,8 n.b.
Spik A2 -24,2 n.b.
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Tab. 65. 8 °Cy.pps-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Lavendeléle

Linalool Linalylacetat
Probe 81SCV-pDB 813CV.pDB
[%o] [%o]
LK1 -27,1 -29,6
LK2 -26,6 -26,7
LK3 -28,1 -32,5
LK4 -28,3 -29,8
LK5 -27,4 -26,4
LK6 -26,8 -26,4
LK7 -29,2 -28,3
LK8 -26,3 -27,1
LK9 -28,2 -30,6
LK10 -26,9 -24,9
LK11 -24,8 -25,8
LK12 -26,4 -24,6
LK13 -27,1 -25,1
LK14 -26,9 -26,1
LK15 -27,1 -26,1
LK16 -27,4 -27,1
LK17 -26,0 -25,6
LK18 -25,3 -23,8
LK19 -25,8 -25,0
LK20 -26,0 -25,0
LK21 -25,2 -24.4
LK22 -27,3 -27,1
LK23 -26,9 -27,2
LK24 -26,3 -26,9
LK25 -26,1 -26,7
LK26 -25,6 -27,7

Tab. 66. & "°C.ops-Werte [%0] der kommerziell erhéltlichen Lavandinéle

Linalool Linalylacetat
Probe 5"Cy.pps 5"°Cv.ros
[%o] [%o]
Lavandin 1 -24,6 -23,9
Lavandin 2 -27,0 -26,1
Lavandin 3 -26,1 -25,8
Lavandin 4 -24 1 -23,5
Lavandin 5 -26,5 -26,4
Lavandin 6 -25,2 -25,9
Lavandin 7 -26,0 -27,8
Lavandin 8 -25,9 -27,4
Lavandin 9 -26,2 -27,0

Lavandin 10 -24.,6 -23,9
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Tab. 67. 8 °Cy.pps-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Spikéle

Linalool Linalylacetat

Probe 81SCV-pDB 813CV.pDB

[%o] [%o]
Spik 1 -27,4 n.b.
Spik 2 -27,1 n.b.
Spik 3 -26,6 n.b.
Spik 4 -29,3 n.b.
Spik 5 -24,9 n.b.

5.2.6 GC-P-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Interface:

Referenzgas:

Helium:
Pyrolysereaktor:
Temperatur

des Pyrolysereaktors:
Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

HP 6890

A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C, Splitless

Helium, Fluss 0,8 mL/min

VB 5,30 mx 0,25 mm i.d., di= 0,5 ym (ValcoBond, Gig
Harbor, USA)

40°C / 30 min // 2°C/min // 120°C / O min // 5°C/min //
240°C

GC-Combustion-Interface Il
Bremen)

Wasserstoff, 1,0 bar

0,8 bar

Keramikrohr (Al;03), 320 mm x 0,5 mm i.d.

(ThermoFinnigan MAT,

1440°C
NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta”"XL (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4

Bedingungen der Messungen mittels GC-P-IRMS

Die Kalibrierung des Referenzgases erfolgte wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben. Der
Pyrolysereaktor wurde in regelmafigen Abstanden wie in Kapitel 5.1.3 mit Methan
konditioniert. Die Richtigkeit der Messung wurde zwischen den Messungen der Pro-
ben durch Messung einer Tertiarstandardmischung mit Substanzen (5-Nonanon,
Menthol, Linalool, Linalylacetat, y-Decalacton), deren Isotopenverhaltnis tGber den
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TC/EA bestimmt wurde, Uberprift. Auch die Notwendigkeit einer erneuten Konditio-
nierung des Reaktors lasst sich durch die Messung dieser Tertiarstandardmischung
Uberprufen. Jede Substanz bzw. Probe wird mindestens finfmal vermessen, wobei
die Standardabweichung der Messungen zwischen 1 - 3 %o liegt.

Tab. 68. Retentionszeiten [min] von Linalool und Linalylacetat

Substanz Retent'_OHSZelt
[min]
Linalool 615
Linalylacetat 73,3

Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der §°Hv.smow Werte sind in Tab. 69. bis Tab. 75.
aufgefuhrt.

Tab. 69. 5°H\.syow-Werte [%0] der kommerziell erhéltlichen Linalool-Standards, synthetisch
(S) und nattirlich (N)

Probe 8°Hu.smow
[%o]
Linalool S1 -159
Linalool S2 -202
Linalool S3 -185
Linalool S4 -190
Linalool S5 -185

Linalool S6 -209
Linalool S7 -209
Linalool N1 -265
Linalool N2 -307
Linalool N3 -278

Tab. 70. 8°H,.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Linalylacetat-Standards, synthe-
tisch (S) und natiirlich (N)

Probe 8°Hv.suow

[%0]
Linalylacetat S1 -172
Linalylacetat S2 -181
Linalylacetat S3 -173
Linalylacetat S4 -197
Linalylacetat S5 -184
Linalylacetat N1 -276

Linalylacetat N2 -280
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Tab. 71. 5°H\.syow-Werte [%o] der authentischen Lavendeldle

Dampfdestillation Diethyletherextraktion
Linalool Linalylacetat Linalool Linalylacetat

Probe 8°Hv.smow 8 Hv.smow 8 Hv.smow 8 Hv.smow
[%0] [%0] [%0] [%0]
LA1 -274 -269 -270 -268
LA2 -259 -251 -257 -257
LA3 -241 -246 -251 -253
LA4 -253 -256 -252 -250
LA5 -263 -251 -266 -247
LA6 -257 -254 -262 -260
LA7 -264 -261 -264 -260
LA8 -261 -270 -262 -276
LA9 -251 -238 -253 -241
LA10 -254 -263 -250 -261
LA11 -262 -272 -264 -271

Tab. 72. 5°H\.syow-Werte [%o] der authentischen Spikdle

Dampfdestillation Diethyletherextraktion
Linalool Linalylacetat Linalool Linalylacetat
Probe ?Hv.smow ?Hv.smow 5?Hv.smow 8°Hv.smow
[%o] [%o] [%o] [%o]
Spik A1 -250 n.b. -252 n.b.

Spik A2 -255 n.b. -265 n.b.
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Tab. 73. 5°H\.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Lavendelble

Linalool Linalylacetat

Probe  &°Hy.smow 8 Hy.smow
[%o] [%o]
LK1 -207 -210
LK2 -239 -231
LK3 -212 -187
LK4 -190 -216
LK5 -250 -244
LK6 -265 -245
LK7 -190 -210
LK8 -270 -239
LK9 -204 -204
LK10 -258 -239
LK11 -274 -274
LK12 -266 -270
LK13 -256 -235
LK14 -265 -231
LK15 -268 -237
LK16 -294 -253
LK17 -241 -232
LK18 -271 -247
LK19 -271 -242
LK20 -291 -249
LK21 -253 -244
LK22 -232 -238
LK23 -245 -248
LK24 -238 -245
LK25 -265 -254
LK26 -284 -274

Tab. 74. 5°H\.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Lavandinéle

Linalool Linalylacetat
Probe 8’ Hy.smow 8 Hy.smow

[%o] [%o]
Lavandin 1 -244 -231
Lavandin 2 -256 -248
Lavandin 3 -255 -237
Lavandin 4 -253 -243
Lavandin 5 -238 -234
Lavandin 6 -231 -229
Lavandin 7 -241 -236
Lavandin 8 -236 -231
Lavandin 9 -246 -239

Lavandin 10 -270 -254
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Tab. 75. 5°H\.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Spikdle

Linalool Linalylacetat
Probe 8°Hv.smow 8 Hy.smow
[%o] [%o]
Spik 1 -267 n.b.
Spik 2 =277 n.b.
Spik 3 -208 n.b.
Spik 4 -242 n.b.

Spik 5 -253 n.b.
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5.3 Authentizitat von Anis- und Fenchelolen

5.3.1 Materialien

Bei den Probenmaterialien handelt es sich einerseits um aus Anis- bzw. Fen-
chelsamen isolierte atherische Ole und andererseits um kommerziell erhaltliche
Anis- und Fencheldle.

Samen definierter botanischer Herkunft (Foeniculum vulgare und Pimpinella ani-
sum) wurden von verschiedenen Anbietern bezogen (vgl. Tab. 76., Tab. 77.).

Tab. 76. Fenchelsamen zur Gewinnung &therischer Ole

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber
FA1 Fenchel, suf unbekannt  Bauer GmbH, Vesternbergsgreuth
FA2 Fenchel Magnafena  Deutschland N. L. Chrestensen, Erfurt
FA3 Fenchel Ungarn Conrad Appel, Darmstadt
FA4  Fenchel Typ Offstein Deutschland Borntrager & Schlemmer, Offstein
FA5 Fenchel Befena Deutschland N. L. Chrestensen, Erfurt
FAG6 Fenchel unbekannt Sperling & Co, Lineburg

Tab. 77. Anissamen zur Gewinnung é&therischer Ole

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber

AA1 Anis unbekannt Sperling & Co, Liineburg
AA2 Anis unbekannt Bauer GmbH, Vesternbergsgreuth
AA3 Anis Frankreich N. L. Chrestensen, Erfurt
AA4 Anis unbekannt Borntrager & Schlemmer, Offstein

Die kommerziell erhaltlichen Ole wurden aus dem Handel erworben oder direkt von
den Herstellern zur Verflgung gestellt (vgl. Tab. 78., Tab. 79.).

Tab. 78. Kommerziell erhéltliche Fenchelble

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber
FK1 Fencheldl sufy unbekannt Aldrich, Seelze
FK2  natlrliches Fencheldl suld  Frankreich ~ Morgentau, St. Johann
FK3 Fencheldl stf3, naturrein Spanien Apotheker Dr. Motschall
FK4 Fencheldl sufy Ungarn Kaders GmbH, Hamburg

Tab. 79. Kommerziell erhéltliche Aniséle

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber
AK1 Anisol unbekannt Aldrich, Seelze
AK2  natlrliches Anisél ~ Spanien Morgentau, St. Johann
AK3 Anisol, naturrein Spanien  Apotheker Dr. Motschall
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Weiterhin wurden kommerziell erhaltliche trans-Anethol-Standards untersucht (vgl.
Tab. 80.).

Tab. 80. Kommerziell erhéltliche trans-Anethol-Standards, von den Herstellern als synthe-
tisch (S) bzw. natiirlich (N) deklariert

Probe Hersteller/VVertreiber
trans-Anethol S1 Fluka, Buchs
trans-Anethol S2 Merck, Darmstadt

trans-Anethol S3 Acros Organics, Geel
trans-Anethol S4 Kaders GmbH, Hamburg

trans-Anethol S5 Aldrich, Seelze
trans-Anethol N1 Kaders GmbH, Hamburg
trans-Anethol N2 Aldrich, Seelze

5.3.2 Probenaufarbeitung

Wasserdampfdestillation

Zur Gewinnung des atherischen Ols aus den Fenchel- bzw. Anissamen wurde die
Destillationsapparatur nach DAB 1997 verwendet®®. Dazu werden ca. 20 g der je-
weiligen Samen zunachst mit einer Muhle zermahlen. Das erhaltenen Pulver wird in
250 mL Wasser suspendiert und unter Verwendung eines speziellen Destillations-
aufsatzes (vgl. Abb. 45.) 2 Stunden wasserdampfdestilliert. Abweichend von der
angegebenen Literatur wurde das &therische Ol in Diethylether aufgenommen. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel wird im
Stickstoffstrom entfernt.

Die gewonnen &therischen Ole wurden in entsprechenden Verdiinnungen fiir die
jeweiligen Analysen eingesetzt. Um Einfliisse der Probenaufarbeitung auf die 2H/'H-
Isotopenverhaltnisse von trans-Anethol durch mdgliche Austauschreaktionen aus-
zuschlie®en, wurde ein trans-Anethol-Standard unter den gleichen Bedingungen
wasserdampfdestilliert wie die Proben.

Die kommerziell erhaltlichen &therischen Ole und die Standardsubstanzen wurden
direkt nach dem Verdiunnen eingesetzt.
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Abb. 45. Destillationsaufsatz nach DAB1997°° zur Gewinnung &therischer Ole
5.3.3 GC-MS Analyse

Die Identifizierung der einzelnen Inhaltsstoffe der Fenchel- und Anisdle erfolgte
durch den Vergleich der Retentionszeiten und der Massenspektren mit denen von

Standardsubstanzen.
Die Bedingungen sind analog zu Kapitel 5.2.3.

Tab. 81. Retentionszeiten [min] der identifizierten Komponenten

Substanz Retentionszeit

[min]

a-Pinen 12,3
B-Pinen 14,8
a-Phellandren 16,7
Limonen 18,2
Fenchon 21,8
Linalool 23,0
Estragol 28,8

trans-Anethol 33,8
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Messdaten
Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Tab. 82. bis Tab. 85. zusammenfasst.
Die Quantifizierung wurde Uber die Berechnung der relativen Flachenprozente vor-
genommen.

Tab. 82. Zusammensetzung der authentischen Fenchelble in Flachenprozent [%]

o-Pinen B-Pinen o-Phellandren Limonen Fenchon Linalool Estragol trans-Anethol

Probe o o) %] o] % [ (%] %]
FA1 0,4 0,2 0,1 2,1 0,5 n.n. 2,9 92,9
FA2 5,8 0,5 0,3 2,7 271 n.n. 1,1 60,3
FA3 3,1 0,2 0,3 2,2 16,8 n.n. 2,3 73,3
FA4 3,4 0,2 0,3 2,1 17,6 n.n. 1,7 72,6
FA5 5.1 0,3 0,4 2,4 26,1 n.n. 1.1 62,5
FA6 0,8 0,1 0,1 6,8 6,2 n.n. 1,3 84,1

Tab. 83. Zusammensetzung der kommerziellen Fenchelble in Flachenprozent [%]

o-Pinen pB-Pinen o-Phellandren Limonen Fenchon Linalool Estragol trans-Anethol

0 o) ) 1% ol 6 % L) 1%
FK1 62 05 2.2 1.8 33 0.1 2.2 82,2
FK2 4,9 05 06 1,7 7.0 04 2.9 79,5
FK3 1.4 0.2 22 1,7 10,2 n.n. 2,1 80.9
FK4 n.n. n.n. n.n. n.n. 0,5 n.n. n.n. 97,6

Tab. 84. Zusammensetzung der authentischen Aniséle in Fldchenprozent [%]

Estragol trans-
Probe (%] Anethol
[%]
AA1 n.n 97,7
AA2 0,1 96,5
AA3 0,6 95,2
AA4 1,0 97,1

Tab. 85. Zusammensetzung der kommerziellen Aniséle in Flachenprozent [%]

t -
Probe o-Pinen  B-Pinen o-Phellandren Limonen Linalool  Estragol A::Zﬁol
[%] [%] [%] [%] [%] (%]l (%]
o
AK1 0,2 n.n. 0,1 1,5 1,1 n.n 96,4
AK2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,6 3.3 94,8

AK3 0,4 0,2 n.n. 1,0 0,6 1,5 94,0
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5.3.4 enantio-MDGC-MS Analyse

Die Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse der identifizierten, chiralen Verbin-
dungen der Fencheldle erfolgte mittels enantioselektiver multidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (enantio-MDGC-MS).

Gaschromatograph:

Injektor:
Split:

Vorsaule:

Tragergas:
Temperaturprogramm:
Detektor:

Hauptsaule:

Tragergas:
Temperaturprogramm:

Massenspektrometer:
Interface-Temperatur:
lonenquellen-Temperatur:
lonisationsenergie:
Datenaufnahme

und Auswertung:

Siemens SiChromat 2-8 Doppelofengaschromatograph,
ausgestattet mit einem ,Live T"“-Saulenschaltungssystem
Split/Splitless, 240°C

30 mL/min

SE 52,30 m x 0,25 mm i.d., dr = 0,25 pm
Helium 2,0 bar

60°C / 15 min // 2°C/min // 200°C / 20 min
FID, 250°C

Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)--
cyclodextrin in SE 52, 30 m x 0,25 mm i.d., df = 0,25 pym
Helium 1,4 bar

50°C /20 min // 1,0°C/min // 200°C / 10 min

Finnigan MAT GCQ
250°C
170°C
70 eV

Xcalibur Software, Revision 1.0

Tab. 86. Retentions- und Cut-Zeiten [min] (Vorséule)

Substanz CUt_,Z eit
[min]
a-Pinen 19,6 — 19,8
B-Pinen 24.1-24,3
o-Phellandren  25,2-25,4
Limonen 29,3 -29,5

Fenchon 34,9 -35,2
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Tab. 87. Retentionszeiten [min] und Elutionsreihenfolge (Hauptséule)

Messdaten
Die Ergebnisse der enantioselektiven Analyse sind in Tab. 88. und Tab. 89 aufge-

fuhrt.

Substanz Retentif)nszeit Elutionsreihenfolge
[min]
a-Pinen 42,7/43,6 (S) vor (R)
B-Pinen 48,1/49,2 (R) vor (S)
a-Phellandren 50,3/51,1 (R) vor (S)
Limonen 53,8/55,4 (S) vor (R)
Fenchon 60,7/61,0 (R) vor (S)

Tab. 88. Enantiomerenverhéltnisse [%] der authentischen Fenchelble

a-Pinen B-Pinen a-Phellandren Limonen Fenchon
Probe  (S) (R) (R) (S) (R) (S) (S) (R) (R) (S)
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
FA1 <1 > 99 >99 <1 <1 >99 <1 > 99 <1 >99
FA2 <1 > 99 >99 <1 <1 >99 41,0 59,0 <1 >99
FA3 1,2 98,8 >99 <1 <1 >99 37,8 62,2 <1 >99
FA4 <1 > 99 >99 <1 <1 >99 40,2 59,8 <1 >99
FA5 <1 > 99 > 99 <1 <1 >99 41,0 59,0 <1 >99
FAG6 <1 > 99 >99 <1 <1 > 99 3,6 96,4 <1 >99
Tab. 89. Enantiomerenverhéltnisse [%] der kommerziellen Fenchelble
a-Pinen B-Pinen a-Phellandren Limonen Fenchon
Probe  (S) (R) (R) (S) (R) (S) (S) (R) (R) (S)
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
FK1 1,2 98,8 >99 <1 <1 >99 40,6 59,4 <1 >99
FK2 17,3 82,7 54,8 45,1 <1 > 99 53,3 46,7 <1 > 99
FK3 <1 > 99 > 99 <1 <1 > 99 15,1 84,9 <1 >99
FK4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <1 >99

5.3.5 GC-C-IRMS Analyse

Gaschromatograph:

Autosampler:

Injektor:

Split:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Siemens SiChromat 2-8 Doppelofengaschromatograph
A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C
20 mL/min

Helium, Fluss 1,8 mL/min bei 100°C
Rtx 5, 60 m x 0.25 mm i.d., d= 0.5 ym, (Restek, Bad

Homburg)
80°C /5 min // 5°C/min // 240°C / 10 min
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Interface:

Referenzgas:
Helium:
Sauerstoff
Oxidationsreaktor:

Temperatur
des Oxidationsreaktors:
Reduktionsreaktor:

Temperatur

des Reduktionsreaktors:

Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

GC-Combustion-Interface Il (ThermoFinnigan MAT, Bre-

men)

CO; (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,4 bar

1,8 bar
1,6 bar

Keramikrohr (Al;O3), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei
Drahte (Kupfer, Nickel, Platin) mit einer Lange von 240

mm

960°C

Keramikrohr (Al;0O3), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei

Kupferdrahte mit einer Lange von 240 mm

600°C

NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta S (ThermoFinnigan MAT, Bremen)

beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4

Kalibrierung des Referenzgases:
Die Kalibrierung des Referenzgases erfolgte entsprechend Kapitel 5.2.5, wobei die

in Tab. 90. aufgeflihrten Standardsubstanzen verwendet wurden.

Tab. 90. Standardsubstanzen zur Kalibrierung des GC-IRMS-Systems

Substanz

Lieferant Reinheit

81 3CV—PDB Werte

5-Nonanon Fluka, Buchs >97 %

Menthol

EGA-Chemie >99 %

trans-Anethol  Fluka, Buchs >97 %
y-Decalacton Aldrich, Seelze > 98 %

-26,11
-26,14
-24.8
-28,54

Tab. 91. Retentionszeiten [min] der trans-Anethol und Fenchon

Retentionszeit

Substanz .
[min]

trans-Anethol 18,2
Fenchon 24,7
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Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der §'°Cy.pps Werte sind in Tab. 92. bis Tab. 96.

aufgefuhrt.

Tab. 92. 5 °Cy.pps-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen trans-Anethol-Standards, synthe-

tisch (S) und natiirlich (N)

13
Probe & "Cv-ro8

[%o]

trans-Anethol S1
trans-Anethol S2
trans-Anethol S3
trans-Anethol S4
trans-Anethol S5
trans-Anethol N1
trans-Anethol N2

-24,8
-32,1
-29,8
-29,6
-30,7
-24,2
-29,6

Tab. 93. 5 °Cy.pps-Werte [%o] von trans-Anethol aus authentischen Fenchelblen

trans-Anethol

Probe 613CV-PDB
[%o]
FA1 -28,4
FA2 -27,3
FA3 -26,6
FA4 -26,9
FA5 -27,6
FAG -28,3

Tab. 94. 5 °Cy.pps-Werte [%o] von trans-Anethol aus authentischen Anisélen

trans-Anethol

Probe §"*Cy.ro8
(%]
AA1 -26,0
AA2 -26,3
AA3 -25,7
AA4 -25,3

Tab. 95. 5 °Cy.pps-Werte [%o] von trans-Anethol aus kommerziellen Fenchelblen

trans-Anethol

Probe 613CV-PDB
[%o]
FK1 -28,5
FK2 -24,5
FK3 -28,5

FK4 -26,5
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Tab. 96. 5 °Cy.pps Werte [%o] von trans-Anethol aus kommerziellen Anisélen

trans-Anethol

Probe 613CV-PDB
[%o]
AK1 -23,7
AK2 -25,5
AK4 -28,0

5.3.6 GC-P-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:
Interface:

Referenzgas:

Helium:
Pyrolysereaktor:
Temperatur

des Pyrolysereaktors:
Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

HP 6890

A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C, Splitless

Helium, Fluss 0,8 mL/min

VB 5, 30 m x 0,25 mm i.d., df = 0,5 ym (ValcoBond, Gig
Harbor, USA)

40°C /15 min // 5°C/min // 240°C

GC-Combustion-Interface Ill (ThermoFinnigan MAT,
Bremen)

Wasserstoff (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,0 bar
0,8 bar

Keramikrohr (Al,0O3), 320 mm x 0,5 mm i.d.

1440°C
NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta”"XL (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4

Bedingungen der Messungen mittels GC-P-IRMS

Die Bedingungen der Messungen entsprechen denen in 5.2.6, wobei als Tertiar-
standardmischung folgende Substanzen verwendet wurden: 5-Nonanon, Menthol,
trans-Anethol und y-Decalacton.
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Tab. 97. Retentionszeiten [min] von trans-Anethol und Fenchon

Substanz Retent'_onszelt
[min]
trans-Anethol 38.6
Fenchon 323

Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der 8°Hy.smow Werte sind in Tab. 98. bis Tab. 103.
aufgefuhrt.

Tab. 98. 5°H\.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlicher trans-Anethol-Standards, synthe-
tisch (S) und natiirlich (N)

Probe 8°Hy-swow

[%o]
trans-Anethol S1 -34
trans-Anethol S2 -79
trans-Anethol S3 -42
trans-Anethol S4 -37
trans-Anethol S5 -20
trans-Anethol N1 -70
trans-Anethol N2 -99

Tab. 99. Einfluss der Wasserdampfdestillation auf den 82Hy.smow-Wert [%o] des Standards

trans-Anethol S1
Probe 8°Hy-swow
[%o]
trans-Anethol S1 -34+3
trans-Anethol S1 (nach Wassserdampfdestillation) -30+2

Tab. 100. 5°Hy.svow-Werte [%o] von trans-Anethol und Fenchon aus authentischen Fen-
chelélen

trans-Anethol  Fenchon

Probe 8 Hy.smow 8°Hy-smow
[%o] [%o]
FA1 74 n.b.
FA2 -84 -226
FA3 77 n.b.
FA4 -67 -212
FA5 -80 -232

FAG -73 -205
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Tab. 101. §°Hy.syow-Werte [%o] von trans-Anethol aus authentischen Anisélen

trans-Anethol

Probe §?Hyv-smow
(%]
AA1 -74
AA2 -74
AA3 -46
AA4 -63

Tab. 102. SZHV.SMOW-Werte [%o] von trans-Anethol aus kommerziellen Fenchelblen

trans-Anethol Fenchon

Probe 8 Hy.smow 8 Hy.svow
[%o] [%0]
FK1 -30 n.b.
FK2 -90 n.b.
FK3 -113 -218
FK4 -82 n.b.

Tab. 103. §°Hy.syow Werte [%o] von trans-Anethol aus kommerziellen Anisélen

trans-Anethol

Probe §?Hyv-smow
(%]
AKA1 -90
AK2 -61

AK4 -93
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5.4 Authentizitat von Kimmelolen

5.4.1 Materialien

Bei den Probenmaterialien handelt es sich einerseits um aus Kimmelsamen isolier-
te atherische Ole und andererseits um kommerziell erhaltliche Kiimmeldle.
Samen definierter botanischer Herkunft (Carum Carvi) wurden von verschiedenen

Anbietern bezogen (vgl. Tab. 104.).

Tab. 104. Kiimmelsamen zur Gewinnung é&therischer Ole

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber

KA1 Kimmel Rekord Deutschland N. L. Chrestensen, Erfurt
KA2 Kimmel Ost-Europa Conrad Appel, Darmstadt
KA3 Kimmel Deutschland  Borntrager & Schlemmer, Offstein
KA4 Niederdeutscher Kimmel Deutschland N. L. Chrestensen, Erfurt
KA5 Kimmel unbekannt Sperling & Co, Liineburg

Die kommerziell erhéltlichen Ole wurden aus dem Handel erworben oder direkt von
Herstellern zur Verfigung gestellt (vgl. Tab. 105.).

Tab. 105. Kommerziell erhéltliche Kiimmelble

Probe Bezeichnung Herkunft Hersteller/Vertreiber

KK1 Kimmeldl unbekannt Aldrich, Seelze

KK2 natirliches Kimmeldl Polen Morgentau, St. Johann
KK3 Kimmeldl, natirlich unbekannt Caesar & Loretz GmbH, Hilden
KK4 Kimmeldl, naturlich unbekannt Caesar & Loretz GmbH, Hilden
KKS Kidmmeldl, nattrlich Ungarn Kaders GmbH, Hamburg
KK6 Kimmeldl, natirlich  Deutschland Kaders GmbH, Hamburg

Weiterhin wurden kommerziell erhaltliche Limonen-Standards untersucht (vgl. Tab.

106.).

Tab. 106. Kommerziell erhéltliche Limonen-Standards

Probe Hersteller/Vertreiber
Limonen 1 )-Limonen Roth, Karlsruhe
Limonen 2 )-Limonen Fluka, Buchs
Limonen 3 )-Limonen Aldrich, Seelze
Limonen 4 R)-Limonen Aldrich, Seelze
Limonen 5 racemisch Merck, Darmstadt
Limonen 6 racemisch Roth, Karlsruhe
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5.4.2 Probenaufarbeitung
Die Probenaufarbeitung erfolgt wie in Kapitel 5.3.2 beschrieben.

5.4.3 GC-MS Analyse

Die ldentifizierung der einzelnen Inhaltsstoffe der Kimmeldle erfolgte durch den
Vergleich der Retentionszeiten und der Massenspektren mit denen von Standard-
substanzen.

Die Bedingungen sind analog zu Kapitel 5.2.3.

Tab. 107. Retentionszeiten [min] von Limonen und Carvon

Substanz Retent'_onszelt
[min]
Limonen 8.2
Carvon 314

Messdaten

Die nachfolgenden Tabellen (Tab. 108., Tab. 109.) zeigen die Ergebnisse der
Quantifizierung. Die Quantifizierung wurde Uber die Berechnung der relativen FIa-
chenprozente vorgenommen.

Tab. 108. Zusammensetzung der authentischen Kiimmelble in Fldchenprozent [%]

Limonen  Carvon

Probe (%] (%]
KA1 40,0 59,6
KA2 42,0 57,5
KA3 46,4 53,1
KA4 42,5 57,2
KA5 374 62,3

Tab. 109. Zusammensetzung der kommerziellen Kiimmeldle in Fldchenprozent [%]

Limonen  Carvon

Probe (%] (%]
KK1 43,8 55,2
KK2 47,7 51,3
KK3 42,3 56,9
KK4 40,5 57,5
KK5 13,0 86,5

KK6 47,4 51,8
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5.4.4 enantio-MDGC-MS Analyse

Die Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse der identifizierten, chiralen Verbin-
dungen der Kummeldle erfolgte mittels enantioselektiver multidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (enantio-MDGC-MS).

Die Bedingungen sind analog zu Kapitel 5.3.4.

Die Retentionszeiten sind in Tab. 110 und Tab. 111.dargestellt.

Tab. 110. Retentions- und Cut-Zeiten [min] (Vorséule)

Substanz CUt_.Z eit
[min]
Limonen 29,3-29,5
Carvon 48,2 - 48,5

Tab. 111. Retentionszeiten [min] und Elutionsreihenfolge (Hauptséule)

Substanz Retentionszeit  Elutionsreihenfolge

[min]
Limonen 53,8/55,4 (S) vor (R)
Carvon 87,6/87.,9 (S) vor (R)

Messdaten
Die Ergebnisse der enantioselektiven Analyse sind in Tab. 112. und Tab. 113. auf-
gefuhrt.

Tab. 112. Enantiomerenverhéltnisse [%] der authentischen Kiimmelble

Limonen Carvon
Probe (S) (R) (S) (R)
[%] [%] [%] [%]

KA1 <1 > 99 > 99 <1
KA2 <1 > 99 > 99 <1
KA3 <1 > 99 > 99 <1
KA4 <1 > 99 > 99 <1
KAS5 <1 > 99 >99 <1
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Tab. 113. Enantiomerenverhéltnisse [%] der kommerziellen Kiimmeldle

Limonen Carvon

Probe (S) (R) (S) (R)

[%] [%] [%] [%]
KK1 <1 > 99 >99 <1
KK2 <1 >99 > 99 <1
KK3 <1 > 99 >99 <1
KK4 <1 > 99 92,0 8,0
KK5 <1 > 99 > 99 <1
KK6 <1 >99 > 99 <1

5.4.5 GC-C-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Split:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:
Interface:
Referenzgas:

Helium:

Sauerstoff
Oxidationsreaktor:

Temperatur
des Oxidationsreaktors:
Reduktionsreaktor:

Temperatur

des Reduktionsreaktors:

Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie

Siemens SiChromat 2-8 Doppelofengaschromatograph
A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C

20 mL/min

Helium, 1,8 mL/min bei 100°C

Rtx 5, 60 m x 0.25 mm i.d., d= 0.5 ym, (Restek, Bad
Homburg)

60°C / 5 min // 5°C/min // 210°C / 15 min

GC-Combustion-Interface Il (ThermoFinnigan MAT, Bre-
men)

CO; (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,4 bar

1,8 bar

1,6 bar

Keramikrohr (Al,O3), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei
Drahte (Kupfer, Nickel, Platin) mit einer Lange von 240
mm

960°C
Keramikrohr (Al;O3), 320 mm x 0,5 mm i.d., darin drei
Kupferdrahte mit einer Lange von 240 mm

600°C
NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta S (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV
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Datenaufnahme
und Auswertung: Isodat V 5.4

Kalibrierung des Referenzgases:

Die Kalibrierung des Referenzgases erfolgte entsprechend Kapitel 5.2.5, wobei die
in Tab. 114. aufgefiihrten Standardsubstanzen verwendet wurden.

Tab. 114. Standardsubstanzen zur Kalibrierung des GC-IRMS-Systems

Substanz Lieferant Reinheit  §"Cy.pps Werte
Limonen Fluka, Buchs > 99 % -31,60
Carvon Fluka, Buchs >99 % -28,20

y-Decalacton  Aldrich, Seelze  >98 % -28,54

Tab. 115. Retentionszeiten [min]

Substanz Retentl9n32e|t
[min]
Limonen 195
Carvon 27.4

Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der §'Cy.pps Werte sind in Tab. 116. bis Tab. 118.
aufgefuhrt.

Tab. 116. 8 *Cy.pps Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Limonen-Standards

13
Probe & "Cv-ros

[%o]
Limonen 1 -30,8
Limonen 2 -31,6

Limonen 3 -34,4
Limonen 4 -32,4
Limonen 5 -31,5
Limonen 6 -32,3

Tab. 117. 8 "*Cy.pps Werte [%o] von Limonen und Carvon aus authentischen Kiimmeldlen

Limonen Carvon
Probe §"*Cy.poe §"Cv.pos
[%o] [%0]
KA1 -27,9 -27,9
KA2 -24.7 -24.9
KA3 -29,0 -29,2
KA4 -26,1 -26,2

KA5 -27,2 -26,6
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Tab. 118. 5 *Cyv.pos [%o] von Limonen und Carvon aus kommerziellen Kiimmelélen

Limonen Carvon
Probe 613CV-PDB 813CV.pDB
[%o] [%o]
KK1 -27 .1 -25,2
KK2 -28,3 -26,6
KK3 -26,4 -29,0
KK4 -26,8 -26,6
KK5 -27,9 -26,9
KK6 -28,8 -26,1

5.4.6 GC-P-IRMS Analyse

Gaschromatograph:
Autosampler:

Injektor:

Tragergas:
Trennsaule:

Temperaturprogramm:
Interface:

Referenzgas:

Helium:
Pyrolysereaktor:
Temperatur

des Pyrolysereaktors:
Wasserseparator:

Isotopen-
massenspektrometer:
lonenquelle:
lonisierungsenergie
Datenaufnahme

und Auswertung:

HP 6890

A200S (CTC Analytics, Schweiz)

Split/Splitless, 240°C, Splitless

Helium, Fluss 0,8 mL/min

VB 5,30 mx 0,25 mm i.d., di= 0,5 ym (ValcoBond, Gig
Harbor, USA)

40°C / 15 min // 5°C/min // 240°C

GC-Combustion-Interface Ill (ThermoFinnigan MAT,
Bremen)

Wasserstoff (Messer-Griesheim, Frankfurt), 1,0 bar
0,8 bar

Keramikrohr (Al,0O3), 320 mm x 0,5 mm i.d.

1440°C
NAFION™ (Permapure, USA), Lange 20 cm, 0,6 mm i.d.

Delta®“*XL (ThermoFinnigan MAT, Bremen)
beheizt
70 eV

Isodat, Version 5.4

Bedingungen der Messungen mittels GC-P-IRMS
Die Bedingungen der Messungen entsprechen denen in 5.2.6, wobei als Standard-
mischung folgende Substanzen verwendet wurden: Limonen, Carvon, y-Decalacton.
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Tab. 119. Retentionszeiten [min] von Limonen und Carvon

Substanz Retent'_onszelt
[min]
Limonen 304
Carvon 37.6

Messdaten

Die Ergebnisse der Bestimmung der §°Hy.smow-Werte sind in Tab. 120. bis Tab.
123. aufgefuhrt.

Tab. 120. §°Hy.syow-Werte [%o] der kommerziell erhéltlichen Limonen-Standards

Probe 8"Hv-swow

[%]
Limonen 1 -232
Limonen 2 -325
Limonen 3 -252
Limonen 4 -300
Limonen 5 -285
Limonen 6 -288

Tab. 121. Einfluss der Wasserdampfdestillation auf den &°Hy.syow-Werte [%o] eines Limo-
nen und eines Carvon-Standards

Probe 8Hv-swow
[%o]
Limonen -232+2
Limonen (nach Wassserdampfdestillation) -227 + 3
Carvon -201 £ 2
Carvon (nach Wassserdampfdestillation) -202 +2

Tab. 122. 5°Hy.swow-Werte [%o] von Limonen und Carvon aus authentischen Kiimmeldlen

Limonen Carvon
Probe 5?Hyv-smow 8°Hv-smow
[%o] [%0]
KA1 -239 -238
KA2 -227 -221
KA3 -237 -237
KA4 -231 -232

KA5 -225 -227
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Tab. 123. §°Hy.syow-Werte [%o] von Limonen und Carvon aus kommerziellen Kiimmelélen

Limonen Carvon
Probe 8”Hy.-smow 8 Hv-smow

[%o] [%0]
KK1 -223 -224
KK2 -243 -223
KK3 -240 -249
KK4 -231 -236
KK5 -201 -238

KK6 -234 -262
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