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Einleitung

Seit Jahrhunderten werden wassrige Infusionen getrockneter Blatter des Baumes
Camellia sinensis als wohlschmeckendes Getrank verzehrt. Insbesondere fermentierte,
schwarze Tees stellen dabei mit einem Marktanteil von etwa 75 Prozent den
dominierenden Anteil an der Weltproduktion dar. Die sensorische Qualitat der
Teeinfusionen, die einen malgeblichen Parameter bei der Festlegung des
Handelswertes des Tees darstellt, wird von geschulten Testpersonen, den sog. “Tea
Tastern”, bewertet. Neben dem Profil und der Intensitéat der typischen Bitterkeit stellt
dabei insbesondere der adstringierende Geschmack — ein raues, belegendes Gefuhl im
Mundraum — ein wichtiges Qualitatskriterium zur Bewertung von Teegetranken dar.

Mit dem Ziel, die Geschmacksstoffe, auf deren Basis wir eine Teeinfusion als gut oder
schlecht bewerten, auf molekularer Ebene zu identifizieren und somit neue Mal3stabe
fur eine objektive Beurteilung der Qualitdt von Tee setzen, wurden in den
vergangenen 50 Jahren eine Vielzahl an wissenschaftlichen Studien durchgefihrt.
Obwohl in zahlreichen Arbeiten versucht wurde, Korrelationen zwischen den
sensorischen Bewertungen der Tea Taster und einzelnen Inhaltsstoffen aufzuzeigen,
sind die Literaturdaten Uber jene Verbindungen, die die Bitterkeit sowie die
Adstringenz ursachlich pragen, sehr widerspruchlich. So weisen verschiedene Arbeiten
auf die im Zuge der Teefermentation aus Flavan-3-olen gebildeten orange-farbenen
Theaflavine sowie die rot-braun geféarbten, hochmolekularen Thearubigine als die
molekularen Ursachen des adstringierenden Geschmacks von Schwarztee-Infusionen
hin (1-3). Anderen Arbeitsgruppen gelang es dagegen nicht, Zusammenhéange
zwischen dem adstringierenden Geschmack des Tees und der Konzentration an
Theaflavinen zu verifizieren (4). Wiederum gibt es Hinweise fur einen Beitrag einiger
Flavan-3-ole zum adstringierenden Geschmack (4). Darlber hinaus wurde berichtet,
dass neben diesen Phenolen das 5-N-Ethyl-L-glutamin — das sog. Theanin — mit seiner
umami-artigen Geschmacksqualitdt wertgebend zum  Geschmacksprofil von
Teeinfusionen beitragen soll (5).
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Um die Liucke zwischen der Strukturchemie einzelner Teeinhaltsstoffe und der
humanen Geschmackswahrnehmung zZu schlieRen, sollten nun die
Schlusselgeschmacksstoffe einer Schwarztee-Infusion durch Anwendung eines kurzlich
im Arbeitskreis Hofmann entwickelten Screening-Verfahrens, der  sog.
Geschmacksverdinnungsanalyse (6), identifiziert, quantifiziert und auf der Basis von
Dosis/Aktivitats-Uberlegungen in ihrem Geschmacksbeitrag bewertet werden.
AbschlieRend sollten die analytisch erhaltenen Erkenntnisse durch Herstellung einer
Mischung, welche die einzelnen Geschmacksstoffe in deren nattrlichen Konzentration
enthalt, erstmals verifiziert werden.

Material und Methodik

Eine Darjeeling Gold-Auslese (TGFOP, Summer) wurde mit heilem Wasser (1 g / 100
ml) Ubergossen und nach vier Minuten Uber einen Cellulose-Filter abgetrennt.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Bewertung des Geschmacksprofils der frisch bereiteten Teeinfusion wurden die
Intensitaten der in Tab. 1 angegebenen Diskriptoren von einem anhand von
Referenzgeschmacksstoffen geschulten Sensorikpanel auf einer Skala von O (nicht
detektierbar) bis 3 (stark wahrnehmbar) bewertet. Die mit Abstand hd6chsten
Intensitaten von 2,2 bzw. 1,6 wurden flUr die adstringierende bzw. die bittere
Geschmacksqualitat vergeben (Tab. 1). Saure sowie slUfie Geschmacksnoten wurden
mit vergleichsweise niedrigen Intensitdten bewertet, umami-artige Noten waren nicht
detektierbar.*

! Die Synthese von Referenzverbindungen der Theaflavine (7), die Isolierung von

Referenzsubstanzen der Catechine und Flavon-3-ol-glycoside aus einer Teedroge (8) sowie die
Methodik der Ultrafiltration, der Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA), der sensorischen
Analysen (8, 9) und der quantitativen Bestimmungen (9) wurden kirzlich publiziert.
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Tab. 1 Geschmacksprofilanalyse der authentischen Darjeeling-Infusion und des
biomimetischen Geschmacksstoffrekombinates?

Geschmacks Intensitat der Geschmacksqualitaten® in
qualitat Tee-Infusion Geschmacksrekombinat

adstringierend,

austrocknend 2,2 2,1
bitter 1,6 1,5
sauer 0,5 0,5
sui 0,4 0,4
salzig 0 0
umami-artig 0 0

& Die Bewertung der Geschmacksintensitaten erfolgte auf einer Skala von 0 (nicht
detektierbar) bis 3 (stark wahrnehmbar).

Screening und ldentifizierung von Schlisselgeschmacksstoffen

Um erste Einblicke in die adstringierenden und bitteren Teeinhaltsstoffe zu erhalten,
wurde die Teeinfusion zuné&chst durch Ultrafiltration nach Molekilgrof3en aufgetrennt.
Dabei entstanden drei Fraktionen: eine intensive braun gefarbte, jedoch
geschmackslose Fraktion der Thearubigenpolymere (Molekulargewicht =10 Kilo
Dalton), eine rot-braun gefarbte, geschmacklose Fraktion (Molekulargewicht von 1-10
Kilo Dalton) und eine nahezu farblose Fraktion niedermolekularer Verbindungen (<1
Kilo Dalton). Interessant dabei war, dass die farblose Fraktion niedermolekularer
Verbindungen das typische Geschmacksprofil (Tab. 1) der Teeinfusion wiedergab (8).
Um die geschmacksaktiven Verbindungen in der niedermolekularen Fraktion zu
lokalisieren, wurde diese zundchst mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC) (Abb. 1, links) in 43 Subfraktionen aufgetrennt, die dann mittels
Geschmacksverdiinnungsanalyse (GVA) in deren Geschmacksaktivitdt gewichtet
wurden (Abb. 1, rechts). Hierzu hat man die 43 Fraktionen gefriergetrocknet, mit
Wasser jeweils auf 2 ml aufgefullt und dann stufenweise so weit verdunnt, bis ein
Geschmacksunterschied zu einer Blindprobe (Wasser) gerade noch wahrgenommen
werden konnte. Die Hohe dieses Verdinnungsfaktors (Taste Dilution (TD)-Faktor)
stellt somit ein Mal3 fur den Geschmacksbeitrag einer Fraktion dar.

2 Die identifizierten Geschmacksstoffe wurden als Flissigkeit aufbereitet, die dem natrlichen
Teegetrank nachempfunden war.
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Abb. 1. HPLC-Chromatogramm (links) und Taste Dilution (TD)-Chromatogramm (fur
Adstringenz) der niedermolekularen Fraktion (< 1kDa) der Teeinfusion (8).

Aufgrund des hohen TD-Faktors von 8192 wurden die HPLC-Fraktionen Nr. 33 und 34
mit dem hdéchsten Beitrag zum adstringierenden Geschmack bewertet, gefolgt von
Fraktionen 30-32 und 23 (Abb. 1). Die Fraktionen 6, 7, 10-12 und 16 wurden mit
vergleichsweise geringen Geschmacksaktivitaiten bewertet. Fur alle anderen
Fraktionen wurde — aufgrund der niedrigen TD-Faktoren — eine Beteiligung zum
Teegeschmack ausgeschlossen.

Der Fokus der Experimente zur ldentifizierung der geschmacksgebenden Substanzen
richtete sich zunachst auf die Catechine und Theaflavine, da diese in der Literatur
bereits als geschmacksaktiv beschrieben wurden. Die Analyse der niedermolekularen
Teefraktion mittels HPLC-Massenspektrometrie sowie die Uberprifung mit den
jeweiligen Referenzsubstanzen fuhrten zur ldentifizierung von Gallocatechin (Fr. 11),
Epigallocatechin (Fr. 15), Catechin (Fr. 15), Epigallocatechin-3-gallate (EGCG, Fr. 20),
Epicatechin (Fraktion 22), Gallocatechin-3-gallat (Fr. 24), Epicatechin-3-gallat (Fr.
25), Catechin-3-gallat (Fr. 26), Theaflavin (Fr. 37), Theaflavinsdure (Fr. 37),
Theaflavin-3-gallat (Fr. 38), Theaflavin-3’-gallat (Fr. 38) und Theaflavin-3,3’-digallat
(Fr. 39) als adstringierende Verbindungen in den entsprechenden HPLC-Fraktionen
(Abb. 1) (8).
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Der Vergleich dieser Ergebnisse mit denen der GVA (Abb. 1) machte deutlich, dass
diese Verbindungen jedoch lediglich mit TD-Faktoren <128 bewertet wurden, wahrend
die unbekannten Verbindungen in Fraktionen 30-34 TD-Faktoren von bis zu 8192
besallen und deshalb den Hauptbeitrag zum Teegeschmack leisten sollten.

Die Isolierung der Geschmacksstoffe aus Fraktionen 30-34% erlaubte deren
Identifizierung als aul3erst geschmacksaktive Flavon-3-ol-glykoside (Tab. 2), unter
denen insbesondere das sog. Rutin (Quercetin-3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-8-D-
glucopyranosid]) mengenmalig Uberwog (8).

Die neben der Geschmacksqualitat zweite wichtige ,biophysikalische“ GroRe eines
Lebensmittelgeschmacksstoffes ist dessen Geschmacksaktivitat. Zu ihrer Bestimmung
muss der jeweilige Geschmacksschwellenwert definiert werden. Die Bestimmung der
oralen Erkennungsschwellenwerte (8), also der Konzentration, bei der ein
Geschmacksstoff in wassriger Losung gerade noch wahrnehmbar ist, ergab folgende
Werte: Die Klasse der Catechine hatte eine Schwellenwertskonzentrationen von 190-
930 umol/l. Die Theaflavine riefen bereits bei niedrigen Schwellenkonzentrationen von
13-26 umol/l einen austrocknenden und adstringierenden Eindruck im Mund hervor
(Tab. 2). Die Flavon-3-ol-glykoside erzielten sogar bei besonders niedrigen
Schwellenwertskonzentrationen von nur 0,001-19,8 umol/I (Tab. 2) einen
austrocknenden Effekt und eine samtartige Adstringenz. Insbesondere das Rutin wies
mit einer Konzentration von 0,001 pmol/l eine aulRerordentlich niedrige
Geschmacksschwelle auf.

Tab. 2. Geschmacksschwellenwerte, Konzentrationen und Dose-over-Threshold (Dot)-
Faktoren ausgewahlter Teegeschmacksstoffe

Geschmacksstoff Schwelle Konz. DoT-
[umol/1] [umol/1] Faktor?

Gruppe I: aufrauhend, adstringierende Verbindungen

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) 190,0 328,0 1,7
Theaflavin 16,0 11,0 0,7
Catechin 410,0 221,0 0,5
Theaflavin-3,3’-digallat 13,0 6,7 0,5
Epicatechin-3-gallat 260,0 113,0 0,4
Theaflavin-3-gallat 15,0 6.4 0,4
Theaflavin-3’-gallat 15,0 4,3 0,3
Epigallocatechin 520,0 131,0 0,3
Gallocatechin 540,0 131,0 0,3

* Die Isolierung erfolgte mittels paparativer Sdulenchromatographie und deren Strukturaufklarung
mittels HPLC-Massenspektrometrie und Kernresonanz-Spektroskopie
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Epicatechin 930,0 84,0 0,1
Catechin-3-gallat 250,0 11,0 <0,1
Gallocatechin-3-gallat 390,0 11,0 <0,1
Theaflavinsaure 24,0 0,009 <0,1
Gruppe II: autrocknende, samtig-adstringierende Verbindungen
Q-3-0-[a-L-rha-(1-6)-B-D-glc] (Rutin)® 0,0015 11,1 9652,0
K-3-O-[a-L-rha-(1-6)-8-D-glc]® 0,25 6,5 26,0
Q-3-0-B-D-gal® 0,43 5,4 12,6
Q-3-0-B-D-glc® 0,65 6,0 9,2
K-3-0-B-D-glc® 0,67 4,9 7,3
M-3-0-B-D-glc” 2,10 9,3 4,4
Q-3-0-[B-D-glc-(1-3)-0-a-L-rha-(1-6)-0-B-D-gal]® 1,36 3,3 2,4
M-3-0-B-D-gal® 2,70 6,5 2,4
K-3-0-B-D-gal® 6,70 3,0 0,4
K-3-0-[B-D-glc-(1-3)-0-a-L-rha-(1-6)-0-B-D-glc]°19,80 8,6 0,4
Q-3-0-[B-D-glc-(1-3)-0-a-L-rha-(1-6)-0-B-D-gic]® 18,40 7,1 0,4
A-8-C-[ a-L-rha-(1-2)-8-D-glc]® 2,80 0,9 0,3
M-3-0-[a-L-rha-(1->6)-B-D-glc]® 10,50 2,2 0,2
K-3-O-[B-D-glc-(1—3)-0-a-L-rha-(1-6)-0-B-D-gal]® 5,80 0,8 0,2
5N-Ethyl-L-glutamin (Theanin) 6000,0 281,0 <0,1
Gruppe III: bittere Verbindungen
Coffein 500,0 990,0 2,0
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)? 380,0 328,0 0,9

& Der Dose-over-Threshold (DoT)-Faktor wurde aus dem Quotienten der Konzentration
und des Schwellenwertes bestimmt, ? Abkiirzungen fir Quercetin (Q), Kampferol (K),
Myricetin (M), Apigenin (A), Rhamnose (rha), Glukose (glc) und Galaktose (Gal).

Quantifizierung und Bestimmung von Dose-over-Threshold (DoT)-Werten

Um den Geschmacksbeitrag aller identifizierten Verbindungen zu bestimmen, wurden
die phenolischen Verbindungen sowie Coffein und Theanin in der Teeinfusion
quantifiziert und basierend auf der Bestimmung von Dose-over-Threshold (DoT)-
Faktoren als dem Quotienten von Konzentration und Schwellenwert einer Verbindung
gewichtet (9). Das Ergebnis: Aus der Gruppe der Catechine und Theaflavine lag
lediglich die Konzentration des EGCG in der Teeinfusion um den Faktor 1,7 oberhalb
dessen Schwellenwertes fiir Adstringenz vor (Tab. 2). Die Konzentrationen der
anderen Catechine und Theaflavine lagen hingegen unterhalb der Detektionsschwelle.
Bei den Flavonol-3-glykosiden wurde fur die meisten dieser Glykoside ein sehr hoher
Geschmacksbeitrag festgestellt. Insbesondere das Rutin lag um das 9652-fache
oberhalb dessen Schwellenwertskonzentration im Teegetrdnk vor. Obwohl Theanin in
sehr hohen Konzentrationen in der Teeinfusion enthalten war, trug diese Aminosaure

6
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aufgrund ihrer hohen Schwellenwertskonzentration von 6000 pmol/lI nicht zum
Teegeschmack bei. Hingegen liegt das bittere Alkaloid Coffein mit einem DoT-Faktor
von 2,0 im Tee vor und sollte daher mafligebend am Bittergeschmack des Teegetranks
beteiligt sein (Tab. 2).

Um die Ergebnisse dieser Untersuchungen zu verifizieren, wurde das Geschmacksprofil
der Teeinfusion mit dem eines biomimetischen Geschmacksstoffrekombinats
verglichen. Hierzu wurden Coffein sowie alle Flavonol-3-glykoside und Catechine, die
mit DoT-Faktoren >0,5 bewertet worden waren, in ,nattrlichen” Konzentrationen in
Wasser gelost. (Tab. 2). Theaflavine wurden nicht hinzugefugt, da in
Vorexperimenten ihre Beteiligung am Teegeschmack bereits ausgeschlossen werden
konnte (7, 9).

Fazit

Die sensorische Analyse ergab, dass das Geschmacksprofil dieses Rekombinates nicht
signifikant von der authentischen Teeinfusion zu unterscheiden war. Die
adstringierende und die bittere Geschmacksqualitat wurde auf der 3-Punkteskala
lediglich um 0,1 Einheiten weniger intensiv bewertet (Tab. 1). Damit konnte erstmals
gezeigt werden, dass neben Coffein, Catechin und Epigallocatechin-3-gallat die acht
Flavonol-3-glykoside Quercetin-3-0-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-5-D-
glucopyranosid], Kampferol-3-0O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-3-D-glucopyranosid],
Quercetin-3-0-B-D-galactopyranosid, Quercetin-3-0O-B-D-glucopyranosid, Kampferol-
3-0-B-D-glucopyranosid,  Myricetin-3-0O-3-D-glucopyranosid, = Quercetin-3-O-[B-D-
glucopyranosyl-(1—3)-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-0-3-D-galactopyranosid] und
Myricetin-3-0O-3-D-galactopyranosid die Schlisselmolekile darstellen, die vom
menschlichen Geschmackssinn beim Verzehr von Darjeeling-Tee wahrgenommen
werden (9).
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